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BEVEZETES

Nagyon hosszu ideje vizsgalt allatokndl ¢és ndvényeknél is, hogy hogyan
alkalmazkodnak a manapsag egyre inkabb valtozd kornyezetiikhdz. Milyen evolucids,
illetve egyed, faj szinten megnyilvanulo valtozasok segitik ebben. Hogyan tudnank ebbe
mi, emberek is beleszolni. Tudatosan létrehozni olyan fajokat, amelyek konnyebben
adaptalédnak, nagyobb tolerancidt mutatnak a kiilonb6z6 stressz  hatdsokra.
A novényeknél kulcsfontossdgu tényezd a viz megfelelé formdji megléte, ez a foldi élet
alapja. A vizstressz és emellett majdnem minden mas stressz eredményeképpen oxidativ
stressz 1ép fel a novényekben. Ennek kovetkeztében reaktiv oxigéngydkok (ROS)
keletkeznek, amik oly mértékben képesek karositani a sejteket, hogy a ndvény
belepusztulhat.

A ROS Iétrejottének két f6 helye van a novényekben: a fotoszintézis és a
mitokondrialis 1€gzési lanc. Ez utobbi fontos szerepet jatszik a sejtek redox-
homeosztazisdnak fenntartasaban, igy az oxidativ stressz hatdsokra adott valaszokban is.
Az ebben betoltott szerepe mar régen felkeltette a kutatok érdeklddését. Azt vizsgaljak,
hogy a benne 1évé komplexek melyike befolyasolja a kiilonbozo stressz folyamatokkal
szembeni érzékenységet, milyen mitokondridlis fehérjéket kodold gének szabalyozzak
ezeket a reakcidkat. Ezeket a géneket még nem mind térképezték fel. Munkdink soran

ilyen géneket probaltunk megtalalni és lerini Arabidopsis thalianaban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Arabidopsis thaliana, mint modellnovény

A magyarul ludfitként ismert, keresztesviragiak (Brassicaceae) csaladjaba tartozo
Arabidopsis thaliana a biologiai tudomanyok teriileteinek kedvelt modellorganizmusa.
Kedvezo6 tulajdonsagait hasznaljak ki tobbek kozott molekularis bioldgiai, stressz élettani,
genetikai €s ndvénybioldgiai kutatdsokban is. Ahhoz, hogy ebbdl az egyetlen fajbol
altalanositani tudjunk egy nagyobb ndvénycsoport jellegzetességeire, sziikséges az, hogy a
mintandvény rendelkezzen bizonyos sajatossagokkal. A ladfii ilyen kedvezd tulajdonsédgai
kozé tartozik az olcsod termesztése, rovid é€letciklusa (Skotipustol fliggden:6-8 hét), kicsi
mérete, onbeporzo és konnyen keresztezhetd sajatossaga (Koncz Csaba és Rédei Gyorgy,
1999). A magasabb rendii novényfajok feltlinben sok hasonlosaggal rendelkeznek mind
szervezeti felépités, mind a kornyezethez torténd alkalmazkodas terén. Ezek az egyezések
¢és bizonyos evolucios 1épések arra engednek kovetkeztetni, hogy e fajok géndsszetétele
kozott elég sok azonossag figyelhetd meg. A nagymértékben analég génkollekciot
tartalmazo novények koziil az Arabidopsis thaliana rendelkezik a legkisebb sejtmagi DNS-
sel, igy konnyebben felhasznalhat6 a molekularis kutatasokban (Meyerowitz, 1992).

Kiillemét tekintve 20-25 cm magas, fehér viraga novény. Termése becd, melyben
20-30 darab mag is megtalalhato. A kifejlett ndvény kedvezd koriilmények kozott tobb
ezer magot is hozhat és ez nagyobb populaciok eredményes vizsgélatat teszi lehetové.
A 80-as, 90-es évektdl egy 1) fontos célpontja van a biologiai kutatdsoknak: a kiilonbdz6
novények, allatok génjei, azok kifejezddése, illetve az altaluk befolyasolt folyamatok
felderitése. Mindehhez elsé 1épésként a teljes nukleotid sorrend meghatarozasaval
kertilhettek kozelebb. Ez a magasabb rendii névények koziil els6ként az Arabidopsis
esetében (2000-ben) fejez6dott be, koszonhetéen a ludfii egyik kulcsfontossagh
tulajdonsaganak, kevés kromoszomaszamanak. Az Arabidopsis haploid sejtmagi DNS-e
koriilbeliil 100 Mb, 10-100-ad része a legtobb egy- és kétszikli ndvény sejtmagi DNS
méretének, €s 6t kromoszomat alkot. Lényeges jellemzdje tovabba, hogy a ludfii genomja a
tobbi magasabb rendii novényfajhoz viszonyitva aranylag kevés repetitiv szekvenciat
tartalmaz. (Balazs Ervin, Dudits Dénes, 1999)

Az eddigi kutatasok alatamasztottak, hogy az Arabidopsis thaliana kromoszomain

megtalalhaté gének kodolta informacid felhasznalhaté mas magasabb rendii névényi fajok
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tanulmanyozasdban is ¢és séma szerint rdilleszthetd szinte barmelyik ndvény
tulajdonsagaira, magyarazva ezzel akar az egyed/faj fenotipusanak, felépitésének ¢és a
benne lejatszodo kiillonbozé (biokémiai, hormonalis) folyamatok alapjait (Dr. Maroy Péter,

Dr. Gauss Janos, Dr. Torok Tibor: Genetika; Koncz Csaba és Rédei Gyorgy, 1999).

2.2 A mitokondrium és az energiatermelés

A sejtekben kémiai energiat termeld, atalakito és tarold organellum a
mitokondrium. Ha a sejt intenziv energiacserét folytat, benne sok mitokondrium talalhato.
Egy mitokondrium lehet gdmb, vagy ellipszoid alaka. Ez a 0,5-1 pm atmérdji és 1-7 pum
hossza sejtszervecske minden eukaridta szervezetben megfigyelheté. (Adam Veronika,
2004). Az alakja és mérete meglepden hasonld a baktériumok felépitéséhez. Ez nem
véletlen, hiszen az endoszimbionta elmélet szerint egy heterotrof aerob baktériumot
bekebelezett egy Osi eukariota sejtet, de nem emésztette meg, szimbidzis alakult ki koztiik.
(De Robertis és mntsai.,1970). Ezt a hipotézist tamasztja ala a mitokondrium kettos
membranstruktirdja, sajat, gyliri alaki DNS-e és fehérje-szintetizalo rendszere is. Kettds
membranrendszere egy kiilsd és egy belsé membranbol épiil fel. Mig kiilsé membranja
sima, feszes, addig bels6 membranja feliiletnovelés céljabol tobb helyen betiiremkedik. E
reddzottség mértékébdl ugyancsak kovetkeztethetiink a mitokondriumban lejatszodo
energiacsere aktivitasara. A két membran kozti tér (intermembran tér) és a mitokondrilis
matrix a membranok kiilonb6z6é meértékli permeabilitidsanak koszonhetéen mas - mas
anyagokat tartalmaznak. Az intermembran tér Osszetétele- a porin fehérje altal képzett
nagy atmérdjli csatorndknak koszonhetden- gyakorlatilag megfelel a citoplazmaénak,
hiszen igy a kiils6 membran minden 5000 Da-nal kisebb molekulat atereszt. A belsd
membran joval specializaltabb, mivel permeabilitasi tulajdonsagai sokkal sziikebb
intervallumban mozognak. A kiilsé membran 50-50%-ban lipidekbdl és fehérjékbdl épiil
fel, mikozben a bels6 membran fehérjetartalma 70%. A bels6 membran tartalmaz a
mitokondrium miikddéséhez sziikséges fehérjéket, melyekhez kapcsolhatdé az ATP-
termelés. A fehérjetermeld rendszere megkérddjelezi a mitokondrium prokariota eredetét,
hiszen bizonyos fehérjéket eldallit maganak, de vannak olyan fehérjéi is, amik termelése a
gazdasejtre van utalva. A két organizmus kozotti egyiittmiikodés rendkiviil szorossa valt, s

ma mar nem lennének képesek egymas nélkiil megélni (Novak Béla, 1994).
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2.1 abra: A  mitokondrium szerkezete és elektromikroszkéopos képe:
(http://plantcellbiology.masters.grkraj.org/html/Plant_Cellular_Structures9-Mitochondria.htm,
http://creationwiki.org/Mitochondria)

A mitokondrium ad teret szamos rendkiviil fontos anyagcsere-folyamatnak, melyek
koziil  jonéhanynak  elengedhetetlen szerepe van a ndvényeknél, példaul
stresszhelyzetekben az 1 kozeghez torténd alkalmazkoddsban. A mitokondriumban zajlo
folyamatok kozé tartozik a citromsav- ciklus (mitokondrialis matrixban) és a terminalis
oxidacio is. (Szarka Andras, 2008). A bels6 membranban megfigyelheté az ATP szintaz, és
itt talalhatd szamos enzimrendszer, illetve a 1égzési lanc elektrondtvivd rendszere is. Ez
utobbinak meghataroz6 szerepe van. A redukalt koenzimekrol (NADH, FADH;) rajta
keresztiil érik el az elektronok az oxigént, megovva ezzel a novényt szdmos oxidacids
folyamattol.

A mitokondrialis elektrontranszport lanc hatdsara proton pumpalddik ki a matrixbol
az intermembran térbe. Ennek kovetkeztében elektrokémiai gradiens alakul ki, majd a
membranpotencialbol és a 1étrejovo pH- kiillonbségbdl proton motoros erd generalodik. A
protonok a matrixba az ATP-szintdzon keresztiil jutnak vissza passziv transzporttal, minek
hataséara csokken az iongradiens és ADP foszforilalodik ATP-vé. A lanc négy komplexbdl
épiil fel. A két kezdd elektrondonor a NADH+ H" és FADH,, igy a rendszerbe egyszerre
két elektron (redukald ekvivalenspar) 1ép be. A NADH az elektront az 1. komplexhez
(NADH dehidrogenaz) szallitja. A komplex NADH- koétdhelye megkoti a matrixban
képz6d6 NADH-t. Ennek kiilonleges szerepe van a ndvényeknél, hiszen a redox egyensuly
fenntartasa mellett mas metabolikus folyamatok enzim miikodéséhez is hozzajarul. Az 1.

komplexr6l az elektron az ubikinonra (UQ) jut el, mely igy szemikinonna alakul, s képes


http://plantcellbiology.masters.grkraj.org/html/Plant_Cellular_Structures9-Mitochondria.htm

egy masodik elektron felvételére. Az ubikinon az elektront a III. komplexhez (ubiquinol
citokrom ¢ oxidoreduktaz) viszi, melyen keresztiil az elektronok a citokrom c-re keriilnek
at. A citokrom c-rél a IV. komplex (citokrom c oxidaz) felé¢ szallitodnak az elektronok
tovabb, ami az 1. és III. komplex mellett a harmadik protonpuma aktivitassal rendelkez6
komplex a 1égzési lancban. Elektronok a Il. komplexrél (szukcinat dehidrogenaz) is
keriilhetnek az ubikinonra. A lanc utolsé tagjarol az elektronok az oxigén- molekulara

keriilnek, mely igy vizzé redukalodik (Plaxton és Podesta, 2006).

4 citokrom ¢ (redukalt) + 4H™ + O, 4 citokrom ¢ (oxidalt) + 2H,0

Intermembran tér

0'000';'9,0.&-!L.,,':'O"'QQ'O'OY DO 0EELO0

Complex | Complex Il Complex Il Complex IV Complex V
NADH Szukcinat Ubikinol citokrém ¢ Citokrém c oxidaz
dehidrogneaz dehidrogenaz oxidoreduktaz ATP szintaz

2.2. abra: Mitokondrialis 1égzési lanc
A mitokondrialis 1égzési lanc komplexei; Q: ubiquinon, Cyt C: citokrom ¢

(http://www.bioscience.org/2009/v14/af/3509/fulltext.asp?bframe=Ffigures.htm&doi=yes)

Megfigyelhet6 egy 6todik komplex (ATP szintaz) is, mely szorosan kapcsolodik a
légzési lanchoz, annak ellenére, hogy nem tagja annak. Az ATP szintaz két részbdl épiil
fel, melyek az Fy és az F1. Az F; kilenc alegységbdl all és az ADP foszforilaciojaért felelGs.
Az Fo képezi azt a csatornat, melyen keresztiil a protonok visszajuthatnak a matrixba.

A mitokondrium szamos biotikus €s abiotikus stresszre adott valaszreakcid fontos
szereplSje. fgy példaul részt vesz az ozmoprotektiv prolin anyagcseréjében, kdzponti

szerepe van a novényi sejt redox homeosztdzisdnak fenntartdsaban, a ROS (reaktiv
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oxigéngyokok) termelésben és semlegesitésben. A mitokondriumon beliili ROS képzddés

6 helye az elektrontranszport lanc 1. és III. komplexe (Navrot és mtsai., 2007).

2.3. Novényeket érinto stressz hatasok

A novényeket is csakigy, mint barmely masik él6lényt, szamos olyan hatas éri,
amelyekre tulélésiik érdekében kénytelenek a megszokottdl eltérd valaszt produkalni,
valtoztatni miikodésiikon (Lang Ferenc, 2007). Mivel a vilag minden részén, mindenféle
kornyezetben elterjedtek (magas hegységek, szikes teriiletek, sivatagok, 6cednok mélye),
esszencialis szamukra, hogy iddleges, illetve folyamatos trauméaknak képesek legyenek
ellenallni (Szalai Istvan, 2006). Nélkilozhetetlen ez a specifikus védekezési képesség
azoknal a novényeknél is, amik alapvetéen nem élnek extrém koriilmények ko6zott, hiszen
példaul esdmentes, aszalyos periddusok barhol, barmikor el6fordulhatnak.

Azt, hogy mit értiink stressz alatt mar tobben megfogalmaztak, mégsem
egyértelmil, hogy mi tartozik ebbe a fogalomkoérbe. Vannak, akik igy gondoljdk, a stressz
a szervezet reakcidja a kiilsé hatdsokra, vannak pedig, akik stressz alatt csak a
koriilményeket értik, s a kovetkezmények mar mas fogalomhoz tartoznak. Megegyeznek
azonban abban, hogy ha stresszrdl beszéliink, akkor egy tulterhelt, erdltetett allapotrol van
sz0 (Lang Ferenc, 2007). Tobbféle csoportositisa létezik. Természetes és antropogén
bakterialis-, gomba- eredetii hatasok, illetve a rovarok okozta sériilések is. Abiotikus
stressz csoportjaba sorolhatok a herbicid-, a szdrazsag-, a fény-, a so-, illetve oxidativ-
stressz faktorok, a szélsdséges homérsékletvaltozas és a reaktiv oxigéngyokok okozta
hatdsok. A novényt eldszor egy erds0dd stressz hatds éri, amire az 4atlagostol eltérd
miikddéssel felel, s kozben életereje csokken. Ha a stressz tovabbra is fenndll, a ndvény
elkezd hozzéaszokni, akklimatizalédni a helyzethez, majd szembeszall, harcol az 6t érd
ingerek ellen. Ilyenkor helyreall a miikodése, &m ha a stressz tovabbra is aktiv, a ndvény
kimertiil, s mivel tartalékai végesek, elpusztul (Szalai Istvan, 2006). Az ozmotikus stressz
hatasok ellen a novények kiilonbozdképpen védekezhetnek. Erre az egyik megoldas az
ozmoprotektans molekuldk termelése. Ilyenek példaul a prolin, a glicerin, a trehaldz €s

bizonyos fruktoz szarmazékok is (Yokoi es mtsai., 2002).
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2.4.0zmotikus stressz

A szérazsag- és a sostressz, a sz€élsOséges homérsékletvaltozas kovetkezményekeént

Iéphet fel ozmotikus stressz. Lényeges kapcsolat van a szarazsag €s a sé stressz kozott,

hiszen az egyik tovabb ndvelheti a masik altal okozott gondot. Esdmentes idészakokban

azok a ndvények, amelyek alacsonyabb soétartalmu teriileteken élnek még kiterjedtebb

sokknak vannak kitéve. Ez fékezi meg a novények novekedését, termoképességét példaul

szikes teriileteken, s szab gatat a novénytermesztésnek. Régdta koztudott viszont, hogy

egyes novények képesek tobbszordsét elviselni a hatraltatd tényezdknek. Tobb generacid

alatt eredményesen adaptalodtak a szélsdséges koriilményekhez, ugyanis enélkiil nem

tudtak volna fennmaradni. Az adaptacié soran bizonyos folyamataik, anyagcsere

utvonalaik modosultak, s ezek segitségével képesek nagyobb ellenallosagot mutatni. A

novényekben az ozmotikus stresszt egy a plazmamembranban talalhato receptor érzékeli.

A receptor aktivalja az ABA- fliggd és ABA-fliggetlen szignal transzdukcids Gtvonalakat.

Az ABA - fliggd

Ozmotikus stresszjelet

utak egyike a MYB, MYC

Ozmotikus stressz:

érzékel receptor —
o '
ABA- fliggd ABA- fuggetlen
utvonal Utvonal
ZIP - .
transzkripcios T enétie-  MAP- kinaz DREB/CBF
faktor szintézis  kaszkad
(MYC/ l
MYB) —

e Megvaltozott
Megviltozott génexpresszio
geénexpresszio Ozmotikus P
\ - —~ | stressztolerancia J y

rendszer.
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2.3. abra: Szignaltranszdukciés valaszfolyamatok ozmotikus stressz hatasara (Plant
physiology 2006, Taiz, Zeiger)

Két ABA- fiiggetlen utvonal 1étezik. Egyik magaba foglalja a MAP-kinaz szignalizacios kaszkadot,
a masik pedig a tartalmazza a DREB/CBF-el kapcsolatos transzkripcids faktorokat.(Shinozaki és
Yamaguchi- Shinozaki utan, 2000).

2.5. Szarazsag stressz

A novekedés és a termbképesség oldalardl vizsgalva az egyik leglényegesebb ¢és
legkockéazatosabb stressz hatas a vizhidny. A ndvények és gyakorlatilag minden ¢él61ény
¢letben maraddsahoz alapvetd feltétel egy olyan kornyezet, melyben a viz szdmukra
felvehetd forméaban van jelen. Minden ettdl eltérd allapota, illetve azok a tényezdk, amik
ezt megvaltoztatjak, szarazsag stresszt idézhetnek eld. Vizveszteség természetesen nem
csak esOmentes periddusokban Iéphet fel, eldidézheti a talzott parologtatds, ami
Osszefliggésben van a magas homérséklettel, a mély faggyal, és mindemellett fontos
szerepe van a talaj sotartalmanak is. Ez ellen a ndvényekben megannyi védekezd
mechanizmus alakult ki. Vannak novények, melyek vizpotencidljuk szabalyozasaval
vészelik at a kritikus idoket. Kialakithatnak magas vizpotencialt, de hatdsos defenziv
stratégia ugyanennek alacsonyan tartdsa is. Ez utobbit f6ként az ionok transzportjaval tudja
eléidézni, gy, hogy fokozza a belsd koncentracidjukat. Az alacsony vizpotencialt
hasznaljak ki azok a ndvények is, amik szinte maximalisan kiszaradnak, s ha a kdrnyezet
megfeleld viztartalommal rendelkezik, visszaallitjak normal anyagcsere-folyamataikat. A
vizpotencial csokkenésével egyiitt jelentkeznek a szarazsdg stressz ismérvei is.
(Tabaeizadeh, 1998). A folyamat elején megfigyelhetd mar a sejt megnyulasos
novekedésének lassuldsa, ABA felhalmozddas, majd a gyokér és levélfeliilet ndvekedési
itemének csokkenése. Az ABA akkumulacio kiilonféle jelatviteli folyamatok aktivalasat
eredményezi. Bar az ABA egy kulcsfontossagi molekula a szarazsag stresszben, mégis az
ABA fiiggd utvonalak mellett vannak ABA fliggetlen folyamatok is. Mindezek mellett
fontos védekez6 mechanizmus a kiilonféle proteinek szintézise. Erre jo példak a LEA
fehérjék, melyek a védekezési mechanizmusban viz-, illetve ion- megkdtéssel jatszanak

szerepet (Taiz, Zeiger: 2012).
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2.7. Oxidativ stressz

A 90-es évek végén és a millenniumot kovet6 években bizonyitast nyert, hogy a
legtobb stressz eredményeként a ndvényeket tulajdonképpen oxidativ stressz is éri. A
stresszorok nagy szazaléka végsd soron a novény sejten beliili redox allapotat és/vagy
oxigén anyagcsere folyamatait valtoztatja meg. A nodvényeket tehat kozvetve és akar
kozvetleniil is érheti oxidativ stressz. Okozhatjdk nehézfémek, fény stressz ¢és
légszennyezd anyagok is (Lang Ferenc: Novényélettan). Eredményeképpen reaktiv

oxigénformak keletkeznek.

2.7.1. Az oxigén reaktiv formai

Az oxigén ,hasznossdgaval” kapcsolatban kozismert egy paradoxon tétel. A
legtobb szervezet szamara, akar novényekrdl, akar allatokrdl beszéliink, az oxigén
elengedhetetlen mind az energiatermelés, mind a 1égzés terén. Ugyanakkor szamos
elvaltozast, betegséget okozhat. A ROS nagyon széleskorii szerepet toltenek be az élettani
folyamatokban, funkcionalnak fontos jelatviteli utakban, a programozott sejthalalban és a
fehérjék stabilitasanak szabalyozasaban is (Desikan es mtsai., 2001, Laloi es mtsai., 2004).
Karosithatjak a sejtekben talalhatdo makromolekulakat is.

Az oxigén, mint molekula nem egy aktiv forma. Am a novényen beliil is képes
redukalddni, aminek kdvetkeztében megvaltozik az elektronszerkezete. Azok a molekuldk,
amelyek pdrositatlan elektronnal, vagy elektronokkal rendelkeznek reaktiv gyokok. A
redukci6 soran pontosan ilyen parositatlan elektron jon 1étre az oxigén kiilsé elektronhéjan.
A ROS fogalmaba a szabadgyokokon kiviil beletartoznak még a szabadgyok képzésére
képes molekuldk. Ezenkiviil talalhatunk még ebben a kategéridban olyan molekuldkat is,
amik szabadgyok képzésére képtelenek, ugyanakkor enélkiil is rendkiviil reakcidképesek.
A leggyakrabban el6forduld6 ROS- formék a szuperoxid(O,.*),a hidroxil(OH®), a
hidroperoxil(HO,®) és a nitrogén- monoxid gyok(NO®). A hidrogén peroxid(H,0,) és a
szinglet oxigén(‘0;) is nagyon reaktiv oxigén- formak (Apel and Hirt, 2004).
Ezek koziil a reaktiv gyokok koziil a legerésebb a hidroxil gyok, ami képes egy
lancreakcidt elinditani és ezzel lipid- peroxidaciot és nukleinsav degradéciot indukalni

(Lamb and Dixon 1997).
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Szuperoxid dizmutaz

e o, Fe?* Fe3* H*

0,60 & 0 G

_— 02- — H202 —_— OH

GSH
G856
Glutation Katalaz
peroxidaz

QHQO HQO + 02

= Hzo

2.4. dbra: Reaktiv oxigénformak keletkezése (Mechanisms of oxidative stress and
vascular dysfunction, Z S Nedeljkovic, N Gokce, J Loscalzo).

A molekularis oxigén, ha rendelkezik egy parositatlan elektronnal a kiilsé elektronhéjon, akkor
atalakul szuperoxid anionna. A szuperoxid dizmutaz 4talakitja a szuperoxid aniont hidrogén
peroxidda. Ez spontan atalakulhat hidroxil gyokké, ami magas reaktivitassal rendelkezik. A
hidrogén peroxidbol keletkezhet glutation peroxiddz vagy katalaz kozremiikdésével viz. Ez a

folyamat egyfajta méregtelenitésként értelmezheto.

Ezen gyokok képzoédését kivalthatjadk bizonyos herbicidek vagy akér a paraquat is. Ez
utébbi szuperoxid-anion gyokoket képes létrehozni, ha molekularis oxigénnel reagdl.
Ezek az aktiv gyokok természetesen nem csak a 1égzési lanc eredményeképpen, és oxidativ
stressz soran keletkezhetnek. Tobbféle stressz, példaul a fém stressz, eredményezheti
1étrejottjiiket (Dat és mtsai, 2000). Kozponti szerepet tolt be a ROS képzddésében a
fotoszintézis. Egyrészt keletkezhet aktiv gyok a Il-es fotokémiai rendszerben. Az ott
végbemend folyamatok végeredménye szinglet oxigén is. Illetve az egyes fotokémiai
rendszertdl elektronok vandorolhatnak molekularis oxigénre, ami igy szuperoxiddé alakul
és H,0; képzddéséhez vezet a kloroplasztiszban (del Rio és mtsai, 2002.).

A ROS a novényeket érintd stressz folyamatok kovetkeztében oly mértékben
felhalmozodhatnak, hogy teljesen képtelenné teszi a sejtalkotokat funkciojuk ellatasara.
Ezek ellen a gyokok ellen a sejt természetesen rendelkezik védekezd mechanizmusokkal.
Bizonyos antioxidansokat, példaul aszkorbinsavat, glutationt és E vitamint termel (Nakano
¢és Asada, 1981). Ezek képesek a ROS jelatviteli utakat szabalyozni, a keletkez6 ROS- t

semlegesiteni.
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3. CELKITUZESEK

A  munkdink soran T-DNS inszercios Arabidopsis thaliana mutansokkal
dolgoztunk, melyekben a mutacié a mitokondrialis 1égzési lanc 1. és III. komplexét
érintette. Az, hogy a mitokondrialis ROS képzddésben a 1égzési lanc 1. és III. komplexének
nagy szerepe van, mar régdta ismert. Azt viszont, hogy ebbe a két komplexbe tartozo
fehérjéket kodolo gének miként befolyasoljak a novény stressztiiré képességét még nem
sikeriilt minden esetben felderiteni.

A kutatés soran ezeket a témakoroket jartuk koril:

« Befolyasolja - e a mutacié a ndvény fejlodését €s, ha igen, akkor milyen
iranyba tolja el azt

% Van-e valamilyen jelentdsége a fotoszintetikusan aktiv novények fiziologiai
allapotara nézve

X/

¢ Hogyan befolyasolja a termel6dé ROS mennyiségét a mutacid

¢ Milyen hatéssal van a HyO, képzddésére

¢ Valtozik- e miatta a lipid peroxidacié aktivitasa.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Novénynevelés

Kisérleteink soran Arabidopsis thaliana Columbia 6kotipus, vad tipust névényeket
(Col-0), illetve a SALK Intézet maggylijteményébdl és a SAIL kollekciobdl rendelt T-DNS
inszercios mutansokat (SALK_125126C, SALK_080960, SALK_145408,
SALK_062179C, SALK_129902C, SALK_008750C, SALK_083695C, SALK_084317C,
SALK_010194C, SAIL_1276_C05, SALK_115315C, SALK_061350C, SALK_ 151958,
SALK_072274C, SALK_140677C, SAIL_404_C10, SALK_034578C, SALK_133951C,
SALK_098106C) hasznaltuk. A novényeket steril koriilmények kézott 8 ora fény és 16 ora
sotét periodus mellett neveltiik 22 °C hOmérsékleten 0,5% szacharéz tartalma 1/2 MS
taptalajon (Murashige Skroog, 1962), amit az adott kisérleteknek megfeleléen a kovetkezo
vegyszerekkel egészitettiik ki: 50 és 150 mM NaCl, 100, 200, 400 és 600 mM szorbitol,
0,1 és 0,2 uM paraquat. A magokat az iiveghdzban szaporitottuk, ahol a koriilmények
megegyeztek a novényneveld szobaban tartottakkal. Gyokérhossz novekedés mérésekor a
magokat 1/2 MS taptalajon kicsiraztattuk, majd a 4 napos csirandovényeket atraktuk
kiilonb6zé modon kiegészitett taptalajra. Ezutdn fliggdlegesen ndvesztve 3 naponként
mértiik a gyokerek hosszat. A kisérlet 12 napig tartott és ezalatt a mérést mindig
ugyanabban az idépontban végeztiik. Vonalanként 30-50 novényt mértiink le. Csirazasi
teszteknél vonalanként 70-100 magot kiraktunk, majd naponta ellendriztik mennyi
csirazott ki beléle. Minden fenotipus vizsgéalatot legalabb harom fiiggetlen ismétléssel

végeztiink el.

4.2 Feliileti magsterilezés

A magokat a kisérlet eldtt legalabb egy nappal sterileztiik. Az eppendorf csévekbe
1-1 ml etanolt pipettazunk. Ezutdn lecentrifugaljuk, az etanolt leszivjuk és 4 %-0S
Domestos oldatot (4 ml Domestos, 96 ml viz) adunk hozza. gy 15 percig razatjuk, majd a
Domestos oldatot is eltavolitjuk. A magokra steril desztillalt vizet pipettazunk,
centrifugaljuk azutan a vizet is leszivjuk, ezt 4-5 alkalommal megismételtiik. A steril

magokat 4 °C-on taroltuk a felhasznalasig.
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4.3. Molekularis biolégiai technikak

4.3.1. Genomi DNS izolalas

Az iiveghazban nevelt ndvényekbdl 10-30 mg mintat vettiink (egy-két atlagos méretii
levél). A leveleket folyékony nitrogénben szétroncsoltuk. A folyamatot ettl kezdve az
Aquagenomic (MultiTarget Pharmaceuticals, LLC) DNS izolal6 oldattal a gyartd ajanlasa
szerint végeztiik, kis mddositasokkal. A homogenizalas utan az eppendorf csébe 200 pl-t
pipettaztunk az oldatbol. A mintakat kézzel raztuk, majd 20 pl izopropanol hozzaadéasa
utan 65 °C-on tartottuk 10-15 percig. Az oldodas kozben szintén kézzel razogattuk. Ezutan
Ot perc centrifugdlas kovetkezett maximum sebességen. Utdna 1j eppendorf csébe
atpipettaztunk 90 pl-t a feliiluszobol és hozzaadtunk 72 pl izopropanolt. 10 perc
centrifugalas utan a DNS csapadékot 70 %-0s etanollal mostuk, majd szaritottukuk és 100

ul vizben feloldottuk a DNS-t. A kész mintat -20°C-on taroljuk.

4.3.2. Polimeraz lancreakcio

Az izolalt DNS-t hasznaltuk fel a homozigota vonalak megkereséséhez, ami PCR
technikaval tortént. Attol fiiggéen, hogy mit vizsgaltunk (homozigota keresés, fragment
itolalas) 30 és 50 pl-es végtérfogatban dolgoztunk. A reakcioelegy Oszetétele a kdvetkezo
oldat, templatként 1 pl genomi DNS, 100-100 pmol specifikus primer (Id. 1.1 tablazat,
fiiggelék) és 0,2 ul DreamTaq DNS polimeraz (5 units/ul; Fermentas). A kisérletek
végrehajtasahoz a 2720 Thermal Cycler késziiléket (Applied Biosystems) hasznaltuk az
alabbi beallitasokkal: 3 perc 95°C, majd 36-szor ismételve 30 masodperc 95°C, 30
masodperc 62°C vagy 64°C (primertdl fiiggden), 1-1,5 perc 72°C (képz6dd termék
hosszatol fiiggden), végiil pedig 7 perc 72°C. A miivelet befejezése utan a mintékat -20°C-
on taroltuk, igy a DNS nem karosodott. A PCR teszteket elvégeztiik genom- és T-DNS-
specifikus primerekkel is, hogy megtaldljuk a homozigdta vonalakat. A felhasznalt

primerek listaja a fliggelék 1.1. tadblazataban talalhato.

4.3.3. DNS fragment izolalas

A 0,8% agardz gélen elvalasztott DNS fragmenteket UV fény alatt vagtuk ki.
Ezutan a Genelet Gel Extraction KIT-et (Fermentas) hasznaltunk, a gyarto altal megadott
protokollt kovetve. A DNS-t tartalmazd gél darabhoz ugyanakkora tomegii "binding"

puffert adtunk hozza, mint a fragment tdmege, majd 50°C-on tartottuk 5 percig, hogy
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feloldodjon. Ezutan a fragment sulyaval 1:1 aranyban izopropanolt pipettaztunk a kithez
mellékelt kotési oszlopra, és ezt kovetdéen 1 percig centrifugaltuk. 100 ul "binding"
pufferrel és 700ul mosopufferrel mostuk az oszlopot. A mintat 50ul eluciés pufferrel
oldjuk le végiil. A tisztitas hatékonysagat 0,8% agar6z gélen torténd elvalasztassal
elendriztiik. Az izolalt fragmenteket -20 °C-on taroltuk, majd az SZBK-ban talalhatd

szekvenalo laboratoriumba vittiik.

4.3.4. RNS-izolalas és génkifejezodési vizsgalatok

RNS izolalashoz tiszta, RNaz mentes eszkdzoket és oldatokat hasznaltunk. Az
izolalast az RNeasy Plant Mini Kittel (Quiagen), a gyarto altal ajanlott modszert alapul
véve csinaltuk. A korilbelil 100 mg ndvényi mintat folyékony nitrogénben
homogenizaltuk, és 450 pl izolald puffert (445 ul RLT puffer, 5 ul B-merkapto-etanol)
adtunk hozza. 5 percig 65°C-on tartottuk, majd a kithez mellékelt sziir6 oszlopra
pipettaztuk a mintat. 1 perc centrifugdlds utan az atfolyo oldatot uj eppendorf cs6ben tettiik
at, 1/2 térfogat 96%-o0s etanolt adtunk hozza, majd az RNS kotd oszlopra pipettaztuk. 1
perc centrifugalas utan 700 ul RW1 pufferrel majd, 500 pl RPE pufferrel mostuk az
oszlopot. Enyhe szaritas utan 50 ul RNaz mentes vizzel mostuk le az RNS-t. Az RNS
izolalas soran a mintdkban DNS is maradt, annak eltavolitdsa miatt 1 pg RNS-t kezeltiink 1
ul (1 unit) RQ1 DNéz (Promega) enzimmel 30 percen keresztiil 37°C-on a gyarto altal
leirtak szerint. Az igy kapott RNS-bdl 0,5 pg-ot hasznalunk fel egyes szali cDNS
szintézis€¢hez, amit SuperScriptTM Il RNase H reverz transzkriptdzzal (Invitrogen)
végeztilk mindenben pontosan kdvetve a gyartd utasitisait. A reverz transzkripciot kovetd
PCR reakciokat 30 ul reakcidelegyben végeztik kb. 0,1 pg cDNS-t felhasznalva 1 unit
DreamTaq DNS polimerazzal (Fermentas) a gyarto altal javasolt koriilmények kozott az
alabbi protokoll szerint: 3 perc 95°C, majd 38-szor ismételve 30 masodperc 95°C, 30
masodperc 62°C , 30 masodperc 72°C, végiil pedig 7 perc 72°C. A felhasznalt primerek
listaja a fliggelék 1.1 tablazataban talalhato.

4.4 Klorofill fluoreszcencia valtozas mérése

Imaging-PAM (M-series, MAXI verzio, Heinz Walz GmbH) késziilékkel végeztiik
a méréseket. A vizsgalatokat mindig ugyanazokkal a paraméterekkel hajtottuk végre. A

mérdfény fotoszintetikusan nem aktiv, intenzitasa a mintatol fiigg, minél kevesebb klorofill
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van a benne, minél rosszabb allapotban vannak, annél tobb fény kell. A laborban eldzetes
kisérletek soran 8-10 napos ndvényeknél optimalisnak vélt 1-es intenzitast és 7-€s
frekvenciat hasznaltunk. A novényeket 24 és 48 oran at kezeltiik, kozvetleniil a mérés elott
pedig 15 percig sotétben tartottuk. A szaturacios pulzust 2-es erdsségre allitottuk be, ami
megkozelitdleg 2000uE-nek felel meg. Az elsdt a gép késleltetve adta, majd ezutan szintén
kés6bb (40s) tortént az elsé mérés. Az egész mérés megkozelitbleg 800 masodperces,
amibdl a fényszakasz nagyjabol a feléig (415 s), 8 mérésig tartott. Ez alatt az id6szak alatt
a novények a szaturacios pulzusok kozt is folyamatos megvilagitast kaptak. A fennmaradé
idoben pedig Végig szeretnénk kovetni a kiillonbozd szakaszokban végbemend
valtozasokat. gy, egy dinamikus diagramon a mérés kozben is lathattuk a kivalasztott

vonalak kiilonb6z6 reakcioit.

4.5. H,0O, tartalom kvantitativ meghatarozasa

A ndvényi mintdk H,O, mennyiségét Velikova és munkatarsai (2000) fotometrids
modszere alapjan hatdroztuk meg. A friss levél tdmegét pontosan lemértiikk, majd
folyékony nitrogénbe raktuk, és fagyottan homogenizaltuk. 100 mg névényi mintara 400 pl
0,1 %-os triklorecetsav (TCA) oldatot mértiink, dsszeraztuk, majd 4°C —on centrifugaltuk
15 percen keresztiil. A centrifugalas utan szlrtiik a mintakat, és csak a 300 pl sziirletet
hasznaltuk tovabb. Hozzaadtunk 300 ul 10 mM-os K-foszfat (pH 7) puffert és 600 ul 1M-
os Kalium - jodid oldatot, majd 10 perc inkubaciés id6 utan 390 nm-en fényelnyelést
mértiink a 10 mM-os foszfatpufferel szemben. Minden esetben legalabb 3 parhuzamos
mintat mértiink meg. A H,O; tartalmat az eldre elkészitett H,O; kalibracids gorbe alapjan

szamoljuk ki.

4.6. Lipid-peroxidacié mérése

Ebben a kisérletben a lipidperoxidacié soran keletkezé termék, a malondialdehid
(MDA) mennyiségét mértiik Heath és Parker (1968) modszere alapjan. A mintakat, miutan
pontosan lemértiik a tomegiiket, folyékony nitrogénben homogenizaltuk. 100 mg névényi
mintara 1 ml 0.1% triklor-ecetsav oldatot és 0.1 ml 4% butilalt-hidroxitoluolt mértiink, és
alapos Osszerazas utan 10 percig centrifugaltuk, majd szirtiik. A sziirletbdl kivett 0,2 ml
kivonathoz 0,8 ml 20% triklor-ecetsavban feloldott 0.5% tiobarbiturinsavat adtunk és 100

°C-on 30 percig inkubaltuk. Az abszorbanciat 600 és 532 nm hulldmhosszon mértiik.
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Minden esetben legalabb 3 parhuzamos mintat mértiink meg, és relativ malondialdehid

tartalmat szamoltunk a kezeletlen kontroll (Col-0) mintdhoz képest.
4.7.:Bioinformatikai programok
Munkdim soran a kovetkezd programokat és internetes oldalakat hasznaltam:

ChromasLite,  ImagingWin, ImageJ.  Szekvenciaclemzés soran a  TAIR

(http://www.arabidopsis.org/), SALK Intézet oldala (http://signal.salk.edu/), NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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5. EREDMENYEK

A kisérleteinket kezdetén a SALK Intézet maggyljteményébdl rendelt T-DNS
inszercids mutansok magjait kitiltettiik szelektiv (kanamicin) tdptalajra, hogy
kivalogathassuk a biztosan T-DNS inszerciot hordozé, ezaltal kanamicin rezisztens
vonalakat. Igy csak azokkal dolgoztunk tovabb, amelyeknél ez nem volt letdlis, tehat
¢letben maradtak, a rezisztens novényeket kiiiltettiik az iiveghdzba. Ezekkel a novényekkel

minden kisérletet haromszor ismételtiink meg.

5.1. Homozigéta egyedek keresése, sziirés az elsodleges vizsgalatokhoz

Az liveghazban feln6tt zold ndvényekrdl mintat gytjtottiink. Egyedenként 1-2 levél
elegendd volt ahhoz, hogy ezekbdl megfeleld mindségli és tisztasagi DNS-t izolaljunk.
Ezutan PCR technika segitségével megallapithattuk melyek a homozigéta vonalak. A
novények DNS-ével kétféle PCR reakciot inditottunk el. Az egyikben T-DNS, a masikban
pedig genomi DNS specifikus primereket hasznaltunk (5.1. A abra,). A DNS-t
felamplifikaldsa utan megfuttattuk 0,8 %-0s agar6z gélen. A DNS futasat UV fény alatt
tudtuk ellendrizni. Homozigdta vonal esetében a beépiilt T-DNS mindkét allélban jelen
van, nincs vad, csak mutans allél. A beépiilt T- DNS nagy mérete (kb. 8-12 ezer bp) miatt
PCR termék nem keletkezik génspecifikus primerpar hasznalatakor (5.1. B abra).
Heterozigota esetében a T-DNS csak az egyik allélba épiilt be, vad tipusu allél is van. Vad
tipust novények esetében nincs T-DNS beépiilés, csak vad allélok vannak. A megtalalt 19

homozigéta vonal listaja a figgelékben talalhatod (fiiggelék 1.2. tablazat).
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«—L|B RB —
A_> <_B

B homozigéta heterozigéta  vad tipus
A+B - + +
Lb+A + + -

5.1. abra Homozigota vonalak keresésének altalanositott mechanizmusa

A: A T-DNS inszerci6 helye és a gén illetve T-DNS specifikus primerek elhelyezkedése az
inszercidhoz képest. A és B primerek génspecifikusak, LB és RB primerek T-DNS
specifikusak.

B: Genotipus vizsgalat eredménye kiilonb6z6 primer kombinaciok esetében.

5.2. Elsodleges sziirések

Az el6zéekben megtalalt 19 homozigéta vonallal dolgoztunk tovabb, melyekkel
csirazasi teszteket végeztiink. Referenciaként a vad tipusu (Col-0) magokat hasznaltuk. A
kontrollként alkalmazott alap 1/2 MS taptalaj mellett a kovetkezé vegyszerekkel
Kiegészitet taptalajokra raktuk ki a magokat: 150 mM ¢és 200 mM NaCl, 0,1 és 0,2 uM
paraquat. A paraquat szuperoxiddd képes alakulni és oxidativ stresszt eredményezhet
(Ramiro Lascano és mtsai, 2012). Minden alkalommal legalabb 70-100 magot hasznaltunk
vonalanként, és a csirazasi kisérleteket legalabb haromszor megismételtiik. Naponta
szamoltuk le a Kicsirazott magok szamat. A mérési eredmények alapjan (5.1. tablazat)
olyan vonalakat valasztottunk ki tovabbi vizsgalatokra, melyek jelentdsen eltérden

viselkedtek a kiilonboz6 kezelésekre a vad tipushoz képest.
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Salk azonositd gén fehérje
SALK_125126C | At2g01090 | QCRG6-2
SALK_080960 | At3g06310 | NDUFA8a
SALK 145408 | At3g16480 | MPPa-2
SALK_062179C | Atlg79010 | NDUSF8a
SALK_129902C | Atlg79010 | NDUSF8a
SALK_008750C | At3g27240 | CYC1-1
SALK_083695C | At3g27240 | CYC1-1
SALK_084317C | At4g32470 | QCR7-1
SALK_010194C | Atlg47260 FPBP2
SAIL_1276_CO05| Atlg47260 FPBP2
SALK_115315C | At5¢13430 | UCR1-1
SALK_061350C | At5g13430 | UCR1-1
SALK_151958 | At5g63510 FPBP4
SALK_072274C | At5¢63510 FPBP4
SALK_140677C | At5¢g66510 FPBP5
SAIL_404_C10 | At5g66510 FPBP5
SALK_034578C | At3g62790 | NDUFS5a

SALK_133951C | At3g02090 | MPPB —

SALK_098106C | At2g20360 | NDUFA9

5.1. tablazat Csirazasi kisérletek eredményei
A csirazasi tesztek eredményei azt a valtozast mutatjak, hogy az adott vonal a vad tipushoz (Col-0)

képest hogyan viselkedett kiilonb6z6 koriilmények kozott

N nincs valtozas; - tolerans; - érzékeny, S  kissé érzékeny.

A legtobb mutans NaCl kezelésre érzékenyen reagalt. Azok a vonalak, amelyek 150
mM NaCl-ot tartalmazo taptalajon novekedtek és toleransak voltak, vagy hasonloan
viselkedtek a vad tipust névényekhez képest, a 200 mM-os NaCl kezelés hatasara ok is
érzékennyée, vagy kiss¢ érzékennyé¢ valtak. 0,1 uM paraquaton mar tobb tolerans vonal volt
megfigyelhetd, de ezek szdma is jelentésen lecsokkent a paraquat koncentracio
novelésével. A csirdzasi képességek alapjan kivalasztottunk 10 vonalat, és a késébbiekben

azokkal dolgoztunk tovabb (5.3.1. tablazat).
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5.3.Novekedési tesztek

Az eldzetesen kivalasztott 10 mutans vonallal novekedési teszteket végeztiink.
Elséként gyokérndvekedést mértiink. A magokat 1/2 MS taptalajon kicsiraztattuk, majd
amikor megfelelé méretiire nottek, atraktuk oket kiilonb6zo taptalajra, amiket 100mM ¢és
200 mM szorbitollal és 50 mM NaCl-dal kiegészitettiink. A novényeket fliggblegesen
novesztettilk ezek utan. Az atrakés napjat szamoltuk 0. napnak. Masnap, az 1. napon
megjeldltiik, hogy honnan fogjuk kezdeni a gyokérhossz novekedésének mérését. Ettdl a
naptdl kezdve 3 naponként jel6ltiik, hogy mennyit néttek a gyokerek. A kisérlet 12 napig
tartott, amikor a novényekrél digitalis felvételt készitettiink, és az ImaginJ programmal
kiszdmoltuk a hdrom napok alatti novekedést (5.3.1. dbra). A viszonyitas itt is a vad tipusu

novényekhez tortént.

mitokondrialis | gyokér novekedés friss tomeg

Salk azonosité gén fehérje komplex A
SALK_072274C | At5g63510 FPBP4 | n
SALK_098106C | At2g20360 | NDUFA9 | §
SALK_034578C | At3g62790 | NDUFS5a | r

SALK_062179C | Atlg79010 | NDUSF8a |

SALK_129902C | Atlg79010 | NDUSF8a |

SALK_008750C | At3g27240 | CYC1-1 1

SALK_083695C | At3g27240 | CYC1-1 1

SALK_145408 | At3g16480 | MPPa-2 "

SALK_133951C | At3g02090 MPPf "

SALK_115315C | At5g13430 | UCR1-1 "

5.3.1. tablazat: A csirazasi tesztek soran kivalasztott 10 vonal, melyekkel a novekedési
teszteket is elvégeztiik. A: 50 mM NaCl, B: 100 mM szorbitol; 'n : nincs lényegi kiilonbség 'S :
kissé érzékeny (10—15%). : érzékeny (>15%) r : kissé tolerans (10-15%) . > tolerans (>15%)

Friss tomeg mérésekor a gyokérndvekedési kisérletben hasznalt, 12 napig
kiilonbozo stressz kezelésnek kitett novények tomegét mértiik le. A gyokérnovekedési és
friss tomeg teszteken mért eltérések joval nagyobbak voltak, mint a csirdzasi teszteken
mértek. A NaCl-ot tartalmazo taptalaj itt is egyértelmlien gatolta a nodvekedést, a

szorbitolos taptalajon viszont tobb vonal is toleranciat mutatott.
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5.4. Szekvencia vizsgalatok

A novekedési kisérletekben hasznalt 10 homozigota vonallal szekvencia
vizsgalatokat is végeztiink, hogy pontosan meghatarozzuk a T-DNS beépiilésének pontos
helyét. PCR reakcidban felszaporitottuk a T-DNS inszerciok koriili genomi DNS régiokat
(T-DNS specifikus primereket hasznalva, fiiggelék 1.1. tablazat), fragmentet izolaltunk,
majd a mintakat elkiildtiik a MTA Szegedi Bioldgiai Kdzpont szekvenald laboratoriumaba
(5.4.1. abra). Erre azért volt sziikkség, mert olyan vonalakat kerestiink, amikben a mutacio
csak egy gént érint, és az adott génbdl legalabb két kiilonboz6 mutans allélunk van. Igy
mar valoszinusithettiik, hogy a kisérletekben megfigyelhetd tolerancia, vagy érzékenység
valoban annak a mutacionak koszonhet6, amit mi vizsgaltunk. A szekvenalas eredményét
Osszehasonlitottuk a SALK Intézet altal megadottakkal. Az http://signal.salk.edu/cgi-
bin/tdnaexpress oldalon, génszam alapjan, online megtalalhatébak a T-DNS inszerciok
helyei. Ezt Osszevetettik az altalunk meghatarozottal, ezzel megtudtuk mekkora
szekvenciarészlet deletalodott Ki az inszercid létrejotte kozben. Amennyiben tGl nagy
delécio volt megfigyelhetd, az altalunk tapasztalt fenotipusos véltozds egy masik génben
okozott mutacié eredménye is lehetett, és nem csak az altalunk vizsgalni kivant gén

mutacidja okozhatta azt.

M12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

5.4.1. 4bra: A DNS fragment izolalds eredményének ellendrzése agaréz gélen torténéd
elvalasztassal

M: 1 kb DNS létra; 1-13: izolalt DNS fragmentek elvalasztasi képe piros nyillal jelélve az ndusf8a-
1 és ndusf8a-2 mutansokbol izolalt DNS szakaszt

A szekvenalasi vizsgalatok eredményeit Osszevetve az eddigi elsddleges

vizsgalatokéval és novekedési tesztekével, kivalasztottuk az altalunk ndusf8a-1 és ndusf8a-

2 mutansnak nevezett homozigdta vonalat mélyebb elemzésre. A kivélasztott NDUSF8A
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gén esetében nem volt semmilyen eltérés a SALK Intézet altal megadottak és az altalunk

meghatéarozottak szekvenciak kozott.

5.5. ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutansok jellemzése

A kivalasztott két mutans esetében a mutacié az Atlg79010 gént érintette, az
ndusf8a-1-nél (SALK_129902C) a promoter régioban, az ndusf8a-2-nél (SALK_062179C)
az elso intronban volt (5.5.4. abra). Az NDUSF8a fehérje a mitokondrium I komplexének
az alkotdja. Az elézetes csirazasi és novekedési vizsgalatok alapjan az ndusf8a-1 és
ndusf8a-2 ndovények kiillonbozé mértékben bar, de NaCl és paraquat érzékenységet
mutattak (5.1. és 5.3.1. tablazat). Szorbitollal szemben azonban mindkét vonal toleransnak
bizonyult (5.3.1. tablazat). Korabbi kutatasokbol tudtuk azt, hogy a mitokondrium I
komplex NDUSF4 fehérjéjét érinté mutacié (Meyer és mtsai, 2009) befolyasolhatja a so és
ozmotikus stresszre adott valaszokat. Ezért alaposabban megvizsgaltuk a ndusf8a-1 és
ndusf8a-2 novények NaCl és szorbitol kezelésre adott valaszait.

Gyokérnovekedési tesztekben 100 mM és 200 mM szorbitol és 50 mM NaCl
kezelést hasznaltunk. 12 napig kovettiik nyomon a ndvekedést, majd a kontroll (1/2 MS)
taptalajon novesztett novények novekedéséhez viszonyitottuk az eredményeinket. Szorbitol
kezelés hatasara a vad tipusi novények mutattak nagyobb érzékenységet. Az ndusf8a-2
mutans gyokere 1,3-szor akkorara nétt, mint a vad tipusé (Col-0) (5.5.1. abra). Az ndusf8a-
1 mutansndl nem taldltunk lényegi eltérést. Az 50 mM NaCl kezelés hatdsira nem

tapasztaltunk megvaltozott gyokérndvekedést a mutansok esetében.

Gyokérnovekedés
1,8

N

a

o

<

‘Q

foi m Col-0

‘;° W ndusf8a-1
E ndusf8a-2
&

100 mM szorbitol 200 mM szorbitol 50mM NaCl

5.5.1. abra: Az ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutansok relativ gyokérnovekedése a kontrollhoz

képest 12 nap alatt
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A csirdzasi képességet is vizsgaltuk 100 mM szorbitollal kiegészitett taptalajon. Az

eddigiekkel 6sszhangban a mutansok jobban reagaltak szorbitolra, mint a vad tipus, tehat

hamarabb csiraztak ki (5.5.2. abra).

csirazas (%)

csirdzas (%)

100

80

60

40

20

100

80

60

40

20

Kontroll

I1dé (nap)

100 mM szorbitol

Vaa

[V,

I/

)/

/

2 3 4 5 6
1d6 (nap)

5.5.2. abra: Az ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutansok csirazasi tesztje

—Col-0
—ndusf8a-1
ndusf8a-2

—Col-0
—ndusf8a-1
ndusf8a-2

Csirazasi %: a 7 nap alatt kicsirazott ndvények aranya az adott napi eredményhez képest

A csirazasi tesztet természetesen elvégeztiik szorbitolt nem tartalmazd, kontroll taptalajon

is. Ha ehhez viszonyitjuk a kezelt novények valaszat, akkor még jobban latszik, hogy a

mutansok egyértelmiien toleransak az ozmotikus stresszt kivaltd szorbitollal szemben

csirazasi kisérletben a vad tipushoz (Col-0) képest.

Frisstomeg mérést is végeztiink 12 napig kezelt mutans és vad tipusti névényeken.
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Friss tdmeg

1,6
1,4 —
1,2 -
1,0 -
08 -
0,6 -
04 -
02 -
0,0 -

n Col-0
# ndusf8a-1
' ndusf8a-2

relativ névekedés

50 mM NaCl 100 mM szorbitol200 mM szorbitol

5.5.3. abra: Az ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutans novények relativ friss tomeg valtozasa a

kiilonb6z6 kezeléseknek megfeleléen

A legnagyobb toleranciat a novények az 50 mM NaCl-al, a legkevesebbet pedig a 200 mM
szorbitollal szemben mutattak (5.5.3. abra). Az eredmények hasonldak voltak az el6z6
csirazasi és novekedési teszteken kapott eredményekhez. A szorbitol ozmotikus stressz és
plazmolizis kialakulasat eredményezheti. Az igy stressz kezelt novények ndvekedési fazisa
rovidebb, mint a normal koriilmények kozt nevelteké (HL Wang, és mtsai., 1999). A
frisstomeg mérésnél is relativ értékeket szamoltunk a kontroll (1/2 MS) taptalajon
novesztett novényekhez képest. A szorbitol tartalmu taptalajon egyértelmiien jobban néttek
a mutansok, elsésorban az ndusf8a-2, mint a vad tipust névények. 100 mM szorbitol
mellett példaul masfélszerese volt a kontroll taptalajon mért novekedése az ndusf8a-2
mutansnak, mint a vad tipusi névényeknek. A 200 mM-os szorbitolon mar kevésbé voltak
toleransak a novények, de ott is egyértelmiien latszott a mutans vonalak nagyobb fokt
ellenallasa a Col-0-hoz képest (5.5.3. abra).

A novekedési vizsgalatok utan az ndusf8a-1, ndusf8a-2 és vad tipusu névényekbol
RNS-t izolaltunk és génkifejezodési vizsgalatokat végeztiink. Az izolalt RNS-bol cDNS-t

irtunk at, ¢s PCR segitségével (RT-PCR) atir6do szakaszokat vizsgaltunk meg.
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A

ndusf8a-1 ndusf8a-2

F1 R1 F2 R2
—> < —> <«

ATG TGA

Col-0
ndusf8a-1
ndusf8a-2

F1+R1
F2+R2 " S

UBQ10F + UBQ10R - e

5.5.4. abra:

A T-DNS inszerciok helye a ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutansokban és a mutansok RT-PCR
analizise

A: T-DNS inszerciok helye az At1g79010 génben. Az abran nyilakkal jeloltiik a génspecifikus
primerek (F1, F2, R1, R2) elhelyezkedését az inszerciokhoz képest, melyeket RT-PCR analizishez
hasznaltuk.

B: Az ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutansok és vad tipusu (Col-0) ndévények RT-PCR analizise.
Kulonb6z6 primer kombinacidkat hasznalva vizsgaltuk az Atlg79010 gén kifejez6dését a

transzgenikus ndvényekben UBQ10 bels6 kontroll mellett

Ennél a kisérletnél arra voltunk kivancsiak, hogy az Atlg79010 génbdl mi és
hogyan irodik at; képzddik-e a T-DNS inszercio helye utan transzkript, s ha igen,
mennyisége a vad kontrollhoz képest mekkora. Abban az esetben, mikor az F1 és Rl
primereket hasznaltuk, mindkét mutansnal van egy nagyon alacsony transzkript szin, F2 és
R2 primerek hasznalatakor az ndusf8a-2 mutansnal nincs transzkript (5.5.4. abra). Ezért
valoszintsithetjiikk, hogy az ndusf8a-1 mutans esetében a MRNS valoszintileg teljes

hosszaban atirodik, mennyisége eltér a vad tipushoz képest.
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5.6. Klorofill fluoreszcencia valtozas mérése

Ezekkel a mérésekkel nyomon kovethettiik azt, hogy a 15 perces sitétadaptaciot
koveten a 24 ¢és 48 oran at kiillonbozo stressznek kitett novények milyen mértékben tudtak
feldolgozni az Gket érd hatasokat, ez mennyiben befolyasolta a fotoszintézist, pontosabban
milyen fiziologiai allapotban van a II fotokémiai rendszeriik (PSII). A kisérlet és a mérés
beallitasainal arra torekedtiink, hogy a méré fény a nevelési fénnyel megegyezzen. A
mérés folyaman a sotét adaptalt novényeket el0szor folyamatos fény éri 402 masodpercig,
majd a sotét szakasz kovetkezik pulzald (mérd) fénnyel. A magokat kontroll (1/2 MS 0,5
% szachar6zzal) taptalajon novesztettilk. A névények 12 napig néttek, majd 400 és 600
mM-os szorbitollal kiegészitett szachardéz nélkiili 1/2 MS taptalajra tettikk at, illetve
ugyanebben az idében 1 pM-os paraquat oldattal lefujtunk szachar6éz nélkiili 1/2 MS
taptalajra atrakott novényeket. A méréseket a kezeléstdl szamitott 24 és 48 o6ras inkubacio
letelte utan kezdtiik el. A mérés soran, az Imaging-PAM késziilékkel Osszekapcsolt
szamitogépen, nyomon kovethettiink tobb mint tiz féle paraméter valtozasat. Szamunkra
ezen kisérletek alatt fontos volt a maxmalis kvantumhatasfok (Fv/Fm) és a linearis elektron
transzport hatékonysagat leird (Y (1)) érték. Az Fv/Fm érték a valtozo fluoreszcencia
pillanatnyi értéke a maximalishoz képest, a maximalis fotoszintetikus aktivitasbol mennyit
képes a novény az aktudlis kezelés mellett hasznositani. A kiilonb6zd szorbitol kezeléseket
a mutans vonalak ismét nagyon jol toleraltak. Mind a 400 mM, mind 600 mM-os szorbitol
kezelés esetében az Y (II) értek valtozdsa ezt bizonyitotta. Mig a kezelés nélkiili
novényeknél a kiilonbség nem volt sokkal nagyobb a vad tipushoz képest, a 400 és 600
mM szorbiol kezelés utdn mar enyhén latszott a mutans vonalak nagyobb tolerancija 24
ora utan (fliggelék, 1.3. abra). Ez a kiilonbség a 48 oras kezelést kovetd méréseknél még
nyilvanvalobb (5.6.1. abra) lett. Az eltérés a mérés sotét szakaszat érintette (402 masodperc
utan). Paraquat kezelés hatasara nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a névények
kozott. Az Fv/Fm értékek valtozasat megvizsgalva a 400 és 600 mM szorbitol kezelésnél
latszik, hogy a kontrol novény ellendlld képességét mutatd gorbe sokkal meredekebben
esik, mint a mutans vonalaké (5.6.2. abra). Ez azt jelenti, hogy az ndusf8a-1 és ndusf8a-2
vonalak ellendllé képessége kevésbé csokkent, mint a vad tipusnak a 24 és 48 oras kezelés

hatdsara. Paraquat kezelés hatdsara most sem talaltunk 1ényegi eltérést.
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600 mM szorbitol

—Col-0
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5.6.1. abra: Klorofill fluoreszcencia mérés ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutansokban és vad tipusu

novényekben 48 ora stressz kezelés utan

Fény szakasz: 0-402 masodperc, sotét szakasz: 402-820 méasodperc.
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5.6.2. abra: Az Fv/Fm értékek valtozasa a két mérési idopont kozott eltelt 24 6raban

A szorbitol kezelés utan kapott eredményeinket a kdvetkezOképpen magyarazhatjuk:

1: Y(II) kiilonbség: a kiilonbség az Fv/Fm kiilonbségbdl adodik, a gorbék eltolodtak
egymashoz képest az ozmotikus stressz hatasara, a II fotokémiai rendszer adott
fényintenzitdsra vonatkoztatott kvantum hasznositasdban kiillonbséget talaltunk. A
fényszakaszban a linedris elektrontranszport hatékonysaga még megfelelden miikodik azon
a fény intenzitason, amihez adaptalodott, mig a s6tét szakaszban (a PSII altalanos
allapotara utal, itt torténik a regeneracio a fényszakasz utan) a regeneracio sebessége ugyan
olyan, csak a minimum és maximum értékekben van kiilonbség, amibdl kiindult és amihez
visszatér - ez az Fv/Fm.

2: Fv/Fm kiilonbség: ozmotikus sztessz hatdsara a maxmalis kvantum hasznositasa a Il
fotokémiai rendszernek a két mutans esetében jobb volt a vad tipushoz képest. A
mutansokban 24, 48 ora alatt szignifikansan nem valtozott az Fv/Fm, mig a vad tipusnal
20-25 %-o0s csokkenést tapasztaltunk. A rovid tava (24, 48 ora) ozmotikus stresszel

szemben az ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutans toleranciat mutatott.

5.7. Lipid peroxdacio mérése

A ROS sok féle utvonalon karosithatjdk a sejteket. Egyik kovetkezménye a

zsirsavak oxidacioja. Igy azzal, hogy megéllapitjuk mennyire sériiltek a lipidek,
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kovetkeztetni tudunk a felhalmozodott ROS mennyiségére. Az ozmotikus stressz
kovetkeztében is képzodhetnek ROS. A stressz tird képesség tehat vizsgalhato, ha a
lipidperoxidacid6 mértékét megnézziik. Mi malondialdehid (MDA) mennyiségét mértiik
fotometralisan két hullamhosszon (600nm, 532 nm). A mintak MDA tartalmat 24 oras
200mM és 400mM szorbitol kezelés utan vizsgaltuk. A kiértékelésnél az adatokat a vad
tipusu (Col-0) ndvények kontroll (1/2 MS) koriilmények kozott kapott értékét figyelembe

véve szamoltuk ki (5.7.1. abra).

Lipidperoxidacio
160

140 I

120

100

—_—

| mCol-0
—| M ndusf8a-1
- ndusf8a-2

MDA tartalom (%)
D [0:]
o o

D
o

N
o

Kontroll 100 mM 200 mM
szorbitol szorbitol

5.7.1. abra: A lipid peroxidacié mértéke a kiilonféle kezelések hatasara az ndusf8a-1 és
ndusf8a-2 és mutansokban.

100 % : 1/2 MS taptalajon (Kontroll) novesztett Col-0 novények MDA tartalma

crer

emelésével egyiitt nétt a lipidperoxidacio mértéke is. A legkisebb relativ valtozast az
ndusf8a-1 mutans mutatta, aminél végeredményben 1,26-szorosara emelkedett a MDA
szint, mig a vad tipusban 1, 47-szeresére. Ez azt jelenti, hogy ha a novények valaszat csak
novekedésével megegyezd aranyban nott-e benniik a MDA, akkor a legkevesebb
novekedést ebben a vonalban tapasztalhatnank. Ennél a vonalnal mar a kontrol és a 200
mM szorbitolos kezelés eredményében is joval kisebb volt a lipid peroxidacié mértéke. A
vad novényekben atlagosan 1, 31-szeresére, mig a vizsgalt mutans vonalban csak 1,13-
szorosara novekedett a MDA. Az ndusf8a-2 lipid peroxidacids vizsgalatakor sem a 200
mM sem a 400 mM szorbitol kezelés hatdsara nem alakult ki olyan magas MDA szint,

mint a vad tipusi ndvényben. Tehat az ndusf8a-2 novényekben az ozmotikus stressz
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kovetkeztében a lipidek karosodasanak a mértéke kisebb volt, mint barmelyik masik itt

vizsgalt vonal esetében.

5.8. H,O; kvantitativ meghatarozasa

A H;0; nem tartozik a legerdsebb, legreaktivabb ROS kozé, viszont kdnnyen
kimutathat6, akkor is, ha kisebb mennyiségben van jelen, illetve oxidativ stresszt
indukdlhat. A H,0, tartalom kimutatisakor 100mM és 200 mM szorbitol kezelést

alkalmaztunk. A mintdkat ugyanugy 24 oran at kezeltik, mint a lipid peroxidacios

vizsgélatoknal.
H,O, tartalom
0,03
@ 0,025
@
o]
% 0,02
S M Col-0
S~
S 0,015 B ndusf8a-1
o
8. M ndusf8a-2
~ 0,01
T
©
g. 0,005
0
Kontroll 100 mM 200 mM
szorbitol szorbitol

5.8. abra: H,O,tartalom mérés eredménye
Kontroll: 1/2 MS taptalaj

A HyO; mennyiségének valtozdsa 4&ltaldban Osszefliggésben van a lipidperoxidéacio
mértékével. Ez kovethetd a mi méréseinkben is. A lipidperoxidacid6 mérésekor a
legkevesebb MDA az ndusf8a-2 mutansban keletkezett (5.7. abra). Ugyanigy itt, a H,O;
mérésben is ebben a vonalban keletkezett a legkevesebb H,0O, (5.8. abra). Az ndusf8a-1
mutans mar érzékenyebben reagalt. MDA ¢és H,0, is tobb keletkezett, mint a ndusf8a-2
mutansban. Ugyanakkor még mindig kevesebb, mint a vad tipusban. Ez féleg a magasabb
szorbitol koncentracional volt megfigyelhetd. A H,0O, tartalom mérése alatdmasztotta az
eddigi eredményeinket, vagyis az ndusf8a-1 és ndusf8a-2 eltéré mértékben bar, de

toleranciat mutatott ozmotikus stresszel szemben.
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6. OSSZEFOGLALAS

A novényeket érd stressz hatasok koziil a s6-, az 0zmotikus- és a szarazsagstressz is
olyan nagymértékii lehet, hogy az egyed pusztulasat eredményezheti. gy napjainkban
azoknak a noOvényeknek, amelyek az ilyen jellegi hatdsokkal szemben toleranciat
mutatnak, jelentés mértékben megndtt a szerepiik példaul mezdgazdasagi hasznositasok
terén. Ezen stressz folyamatok végeredményeként a novényekben oxidativ stressz
alakulhat ki, aminek hatasara ROS halmozodhatnak fel a szervezetben. Ezek
kialakuldsdnak egyik legfontosabb sejten beliili kozpontja a mitokondridlis 1égzési lanc.

Kisérleteinket T-DNS inszerciés mutans Arabidospsis thaliana novényeken
végeztik melyekbdl a csirdzasi ¢és novekedési tesztek sordn két olyan mutanst
valasztottunk alaposabb vizsgalatokra, melyek ozmotikus, s6- és oxidativ stressz
kezelésekre eltéréen reagaltak a kontrollként hasznalt Columbia vad tipustol. Ezek a
mutansok az ndusf8a-1 és ndudsf8a-2 mutansok. Benniik a mutacié az Atlg79010 gént
érinti, aminek terméke a mitokondrialis 1égzési lanc 1. komplex alkotdja. A csirazasi és
elsédleges novekedési teszteken az ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutansok NaCl és paraquat
kezelésekre, eltéré modon ugyan, de érzékenységet mutattak, mig a szorbitollal szemben
toleransabbnak bizonyultak. A friss tomeg mérése is alatdmasztotta ezeket az
eredményeket. Ott az ndusf8a-2-es mutansnal masfélszeres novekedés is volt
megfigyelheté a vad tipushoz képest 100 mM szorbitol kezelés hatdsdra. A mutaciok
hatasara az ndusf8a-2 esetében nem irddik at a teljes mRNS, mig az ndusf8a-1-nél igen, de
mennyisége nem egyezik a vad tipuséval. A Kklorofill fluoreszcencia valtozas mérésnél is
megfigyelhetdé volt a mutans novények ozmotikus stresszel szembeni tolerancidja. A
szorbitollal kiegészitett taptalajon a mutdns vonalak ellenalld képessége sokkal tovabb
fennmaradt, mint a vad tipusnak. A lipid peroxidacio és H,O, tartalom méréseknél az
ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutansok egyikében sem keletkezett annyi MDA ¢és H,0,, mint a
vad tipusban.

Mivel az ndusf8a-1 és ndusf8a-2 novényekkel végzett kisérleteink mind ugyanazt
az eredményt adtak, miszerint a mutansok egyértelmii toleranciat mutattak az altalunk
alkalmazott kiilonb6z6 szorbitol kezeléssel szemben, feltételezhetjiik, hogy a mutacio altal
érintett gén és terméke fontos szerepet tolthet be a novények ozmotikus stressz elleni

védekezésként aktivizalodo folyamatiban.

35



7.NYILATKOZAT

Alulirott Kiss Tiinde, Biologia BSc szakos hallgatd, kijelentem, hogy a TDK
dolgozatomban foglaltak sajat munkaim eredményei, és csak a hivatkozott forrasokat
(szakirodalom, eszk6zok, stb.) hasznaltam fel. A dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil
a kovetkezoket végeztem el:

% novénynevelést

7
A X4

feliileti magsterilezést

% genomi DNS izolalast

% polimeraz lancreakciot

% DNS fragmentizolalast

% RNS izolalast és génkifejezodési vizsgalatokat
% H,0, tartalom meghatarozasat

% lipid peroxidacié mérését

¢ szekvencia vizsgalatokat

% klorofill fluoreszcencia valtozasanak mérését

Szeged, 2012.11.04. e ————
Kiss Tiinde
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10. FUGGELEK

T-DNS specifilus primerek:

név szekvencia (5' — 3') referencia
Fish2 CAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCA SALK, RB
LBbl GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT SALK, LB
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC SALK, LB
LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG SALK, LB
Génspecifikus primerek:

név szekvencia (5' — 3') gén
MPPa-2salk-F GCCAAAGCAGCAACAAAATC At3g16480
MPPa-2salk-R CCGAAGAGAAGAAATACGCAAC At3g16480
CYC1-1-F2 CCGCTGTGTCATCGTGGAACT At3g27240
CYC1-1-R2 GCCGAAAATAGACAACAAAATCAGAG | At3g27240
UCR1-1-F2 CGAAGCTGTCAAAACGCCTAAC At5g13430
UCR1-1-R GCGATGGATAAACGAAGATTGA At5g13430
FPBP4-F AAGGTCTGGATTTGTTTTGTTTGT At5¢63510
FPBP4-R GTTTCTTCGTTGGTTAGGGTTCT At5g63510
NDUFS5a-F CCTCAAAAGTTCACACGCAAG At3g62790
NDUFSb5a-R TCTAATCCACCAACAAGTCAAACA At3g62790
MPPB-F2 GAAATGCCAACAATCAACAGAA At3g02090
MPPB-R2 CTCTTCCTCCAACGCTCTCAC At3902090
NDUFA9-F1 GGAGAAGGAGCACGTATAGAAAGG At2g20360
NDUFA9-R1 AAATCAGAGGAAACACACAAAATCA At2g20360
NDUSF8A-F TGTTTATGCTCCGTTCAAAGACTAC Atl1g79010
NDUSF8A-R ATTCCTAGTTCTCGTTTCACCAACT At1g79010
NDUSF8a-RT-F1 | CAATCGCAGTGAAGAAGGAAG Atl1g79010
NDUSF8a-RT-R1 | GTCGAGCACGGAGAGTATTCAG At1g79010
NDUSF8a-RT-F2 | GCAGCAACAAAGATGATGAAGA At1g79010
NDUSF8a-RT-R2 | TACTTGAGGGTCAGCGACAAAC Atl1g79010
UBQ10F GGACCAGCAGCGTCTCATCTTCGCT At4g05320
UBQ10R CTTATTCATCAGGGATTATACAAG At4g05320

1.1. tablazat: A Kkisérleteink soran hasznalt primerek listaja.
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Homozigota vonalak (19 db):

MNe72027
M520960
MNe45408
MB53253
MNB53451
MB54052
MNB66573
MB55670
MNe60705
ME79130
MNB63730
MNe70799
MNe66407
MB51958
MNB67491
MBB2587
MNG674402
MNGB78996
MNB54316

1.2 tablazat: A PCR technika segitségével megtalalt 19 homozigota vonal.

24 QCRe-2

At2g01090 SALK,_125126C

18 NDUFABa At3g06310 SALK_080960

3 MPPa-2
21 NDUSF8a
3 NDUSF8a
1 cYci-1

2 CYC1-1

5 QCR7-1
1 FPBP2

1 FPBP2

2 UCR1-1
2 UCR1-1
1 FPBP4
20 FPBP4

2 FPBPS

3 FPBPS
25 NDUFS5a
4 MPPB

3 NDUFAS

At3g16480 SALK_145408

At1g79010 SALK_062179C
At1g79010 SALK_129902C
At3g27240 SALK_008750C
At3g27240 SALK_083695C
Atdg32470 SALK_084317C
At1g47260 SALK_010194C
At1g4T260 SAIL_1276_CO5
At5g13430 SALK_115315C
At5g13430 SALK_061350C
At5g63510 SALK_151958

At5g63510 SALK_072274C
At5gE6510 SALK_140677C
At5g66510 SAIL_404_C10

At3g62790 SALK_034578C
At3g02090 SALK_133951C
At2g20360 SALK_098106C
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1.3. abra: Klorofill fluoreszcencia mérés ndusf8a-1 és ndusf8a-2 mutansokban és vad
tipusi novényekben 24 ora stressz kezelés utan

Fény szakasz: 0-402 masodperc, sotét szakasz: 402-820 masodperc
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