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1. Bevezetés

A Fo6ldon a fotoszintetizdld organizmusok nélkiil nem johetett volna létre a jelenlegi
Okoszisztéma. A magasabb rendi élettani folyamatokhoz elengedhetetlen az oxigén jelenléte,
nélkiile nem tudna még az emberis€g sem létezni. Habar a fotoszintézisnek csak
mellékterméke az oxigén, nem szabad elfeledkezni arr6l sem, hogy egyediil a novények
képesek a napenergia kozvetlen felhasznalasaval a szervetlen széndioxid és viz segitségével
igen magas energiatartalmii szénhidrat molekulak elodallitasara. Ezen szénhidratok egyszerii
formajuk révén taplalékot nyljtanak szinte az Osszes alacsony illetve magasabb rendil
organizmusnak, komplexebb formajuk pedig, mint példaul a keményitd, celluloz, hosszabb
tavll energiatarolast tesz lehetové. Az emberiség miota elkezdte a keményitd tartalmu
novények termesztését, cé€lul tlizte ki azt is, hogy megprébalja novelni a hozamot,
kiterjeszteni a termelhet0ség hatérait, bevonva olyan teriileteket is, ahol vagy tul nagy
szérazsag, tul hideg vagy tal sos talaj korlatozza a haszonnovények névekedését. Ehhez nem
is olyan régen még csak a Kkiilonb6z0 keresztezési, nemesitési folyamatok alltak
rendelkezésre, melyek iddigényesek ¢s nem vart tulajdonsagok megjelenésével is jartak. A
modern molekularis ndvénybioldgia az elmult csaknem 20-30 évben egy olyan mértéki
fejlodésen esett at, aminek kdszonhetden a megfeleldé modellorganizmusok és technologidk
alkalmazasaval lehetdéség nyilik egy adott biokémiai folyamat tanulmanyozasara,
befolyédsolasara. Ezen kutatasok egyik f0 iranya a stresszbiologia, mely a stressz megértését,
stressztlirdbb novények eldallitasat tiizte ki célul. A stressz a fotoszintézisre is nagy hatassal
van. Jelen dolgozat egy uj vizsgéalati modszer haszndlhatosagat probalja bemutatni, mely
segitségével az ozmotikus stressz kovetkeztében megvaltozott fotoszintetikus aktivitassal

kapcsolatos géneket lehet azonositani.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Arabidopsis thaliana (ladfii)

2.1.1. Rovid torténete, szervezettani felépitése

Az Arabidopsis thaliana napjaink egyik leggyakrabban alkalmazott genetikai modellndvénye.
Felfedezése Johannes Thal német orvos-botanikus nevéhez fizodik, aki 1577-ben irta le
eloszor a novényt Pilosella siliquosa néven. Linné az Arabis nemzetségbe sorolta. 1842-ben
Gustav Heynold német botanikus javaslatara 1étrehoztdk az Arabidopsis (gorog eredetli szo,
jelentése: Arabisra emlékeztetd) genust, melybe atsoroltak a ndvényt.

A ladft egy, ritkdn kétéves ndvény, kifejlett allapotban 20-25 cm magassagot érhet el
ZarvatermO, a kétszikiieken beliil a keresztesviraguak (Brassicaceae) csaladjaba tartozik.
Hosszu, landzsas levelei a novény alapi részénél térozsaban allnak, szarlevelei szort allasuak.
Levelei apr6, haromagu szorokkel boritottak. Virdgai 3 mm atmérdjiiek, satorviragzatot
alkotnak. Széaraz allapotban felnyilé becéi 5-20 mm hossztiak, termésenként 20-30 magot
tartalmaznak. Gyokérzete egyszerl felépitésii: egy fliggdleges elhelyezkedésti fogydkérbol és
tobb kidgazo oldalgyokérbdl all.

A novény ¢letciklusa rovid, mindossze 6-8 hét. Az apikalis merisztémabdl kb. 1-3 hét utan jon
létre a viragzat. Fakultativ hossziinappalos névény I€vén reproduktiv hajtasainak Iétrejottéhez
14-16 orés megvilagitas az optimalis, de rovidnappalon is képes viragokat hozni (viszont
sokkal hosszabb 1d6 alatt).

Egyetlen kifejlett novényen akar tobb szaz becd is megtalalhatd, melyekben koriilbeliil 5000
darab, 0,5 mm hosszi mag van (Meinke és tarsai, 1998). Mészkeriild gyomtarsulasokban
fordul elé Eurdpédban, Dél-Amerikdban, de egyes Okotipusai megfigyelhetdk Kindban és
Afrika egyes terliletein is (Koncz és Rédei, 1999).

2.1.2. Ludfii, mint genetikai vizsgalati objektum

Biologusok és botanikusok mar a XX. szazad eleje ota vizsgaljak az A. thalianat. Az elsd
rendszerezett mutdnsgylijteménye 1945-ben késziilt (Reinholz, 1947). Az elmult évtizedek
soran a ludfii fontossaga a ndvénybioldgidban tovabb ndtt: a genetikai, populacidgenetikali,
evolucids €s noveényi fejlddésbiologiai kutatasok 6 célpontjava valt (az ecetmuslicdhoz vagy
a hazi egérhez hasonldé modell organizmusként hasznaljak).

Tobb tényezOnek is kdszonhetd az, hogy a ludfli, mely alapjaban véve a mezdgazdasag
szdmara értéktelen novény, ilyen fontos szerephez jutott. E10szor is —a ndvényeknél egyébként
nem ritka— poliploididval szemben a ludfii diploid, ami mind a géntérképezést, mind a DNS-

szekvencia meghatarozast sokkal egyszeriibbé teszi. Az 5 kromoszéman elhelyezkedd 157



Mb-nyi genomja a ndvények kozott az egyik legkisebb. Az Arabidopsis Genome Initiative
2000-ben fejezte be a teljes genom szekvendlasat, melynek legfrissebb verzidja jelenleg a
TAIR-on (The Arabidopsis Information Resource — http.//www.arabidopsis.org) érhetd el. A
ladfi kozel 27000 génnel rendelkezik, melyek 35000 fehérjét kodolnak. Az egyes 6kotipusok
szakaszosan ismétlodé DNS-szekvencidi jelentds kiilonbséget mutatnak. Ez lehetdvé teszi az
ezen alapuld genetikai kapcsoltsagi térképek elkészitését. A modellorganizmus nagy elénye,
hogy Agrobacterium tumefaciens segitségével beldle nagyszamua T-DNS inszerciot hordozé
transzgenikus vonalat lehet eldallitani; tovabba rendelkezik a modellorganizmusok mas
altalanos tulajdonsagaival is: rovid generacios id6 (6 hét), nagyszamu mag (Meinke és tarsai,

1998).

2.2. A novényi stressz

2.2.1. A stresszrol altalaban

A helyhez kotott €életmod miatt, a novényeknek tobbféle stratégiat kell kidolgozniuk arra
nézve, hogy a kornyezetiikben bekdvetkezd valtozasokra megfeleld valaszt tudjanak adni. A
novényeknek is hasonléan fontos a megfeleld belsé allapot megtartisa, mint barmely
tobbsejtli szervezet szadmdra. Minden olyan kiilsé koriilmény, mely ezen homeosztatikus
allapot felboritasaval jar, stresszet okoz. A stressz lényegében az ¢l0lény szamara nem
megfeleld koriilmények altal kivaltott allapot. A stressz kiilonb6z0 jelatviteli utakat aktivalhat
(Lang, 2007). A stressz jellegétdl fiiggden megkiilonbdztetlink biotikus €s abiotikus stresszt.
Elobbihez kiilonbozd €10 szervezetek altal kivaltott hatasok tartoznak (baktérium, gomba,
rovar, mas allattok altal okozott ragds), mig utobbi lehet barmely az optimalistol eltérd
kornyezeti faktor: meleg, hideg, tulzott mennyiségli viz, aszaly, toxikus anyagok jelenléte, a
talaj nem megfeleld iondsszetétele a pH megvaltozasa, tul nagy ozmotikus hatds (Ldng,

2007). Munkénk soran utdbbi tényezd Arabidopsis ndvényekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

2.2.2. Lepidium crassifolium (sziki zsazsa)

A kilonféle novények ozmotikus tolerancidja €léhely tipusonként eltérd. A NaHCO;-nak
koszonhetéen Na' ijonokban erésen gazdag, magas pH-ju (10-11), kotott agyagos talaji,
mezdgazdasdgi miivelés szempontjabdl értéktelen szikes teriiletek, melyek hazank egyik
specialis él6helytipusat adjak, egyedi novényfloraval is rendelkeznek. Egyike a szoloncsék (a
Arabidopsis thaliana-hoz hasonldéan szintén a keresztesviraguak csaladjdba tartozo — sziki
zsazsa (Lepidium crassifolium). Az egyedek kissé pozsgésak, sziirkészoldek, alacsonyak,

viragzatuk terebélyes, mely fehér szinli virdgokat tartalmaz. (Simon és Seregélyes, 2012).



Csoportunk e novénybdl allitott el6 az elmult években egy teljes cDNS-konyvtarat, melyet
felhasznalva tobb mint 65000 fliggetlen Arabidopsis thaliana transzgénikus vonalat allitottak

eld, tovabbi vizsgalatok céljabol.

2.3. Egy indukalhato rendszer elméleti hattere

2.3.1. Az XVE-alapu 6sztradiol indukcio

Mind a biotechnologiaban, mind molekuléris biologiai alapkutatasokban sziikséges az, hogy
egy gént a megfeleld idében €s helyen tudjunk kifejezni. Mikrobakban ezen modszert mar
régota, jO6 hatasfokkal alkalmazzdk (pl. IPTG-indukcio). Tobb indukalhatd génexpresszids
rendszert eldallitottak mar novényekhez is, melyek altaldban valamilyen 4&llati eredetli
szteroid-receptoron, pl. patkdny gliikokortikoid receptoron (Adoyama és Chua, 1997), human
Osztrogén receptoron (Bruce és tarsai, 2000) vagy rovar ekdizon receptoron (Martinez és
tarsai, 1999) alapulnak. Az igy létrehozott kiméra transzaktivatorok ezutdn a megfeleld

hormonokkal, vagy mas agonista vegyiilettel indukalhatdak.

Ahhoz, hogy egy indukalhatd expresszids rendszer megbizhatd legyen, tobb kritériumnak
meg kell felelnie. Elséként a konstrukcionak nagymértékben indukalhatonak kell lennie. A
rendszernek specifikusnak kell lennie az indukaldszerére, azaz csakis a jelenlétében torténhet
génexpresszio az altala szabalyozott génrdl. A megbizhat6sadg harmadik eleme a génspecifitas,
ami annyit tesz, hogy indukci6 esetén csak a kivant gén vagy gének kapcsolddhatnak be, mig
masok expresszios szintjeit kozvetleniil nem befolyasolhatjuk a rendszerrel. Figyelembe kell
venni, hogy a rendszer egyik eleme (pl. indukdloszer) se hathat aspecifikusan a vizsgalt
¢lolényre (nem avatkozhat be kozvetleniil élettani folyamatokba, és katabolikus termékei

sincsenek, vagy ha vannak is, azok sem toxikusak az ¢llényre), csak a kifejezésre keriild gén.

Pgioso  LexA VP16  hER

Teg

SseB3871 Xhol Spel

1. abra: Az XVE vektor felépitése (Chua, 2000).

Oiexs46 NCS (GFP) Ty,

Kutatasunk soran egy XVE-alapu, 6sztradiollal indukalhat6 rendszerrel dolgoztunk (Chua és
tarsai, 2000; 1. dbra). A konstrukci6 harom transzkripcios egységbdl épiil fel. Az elsGben az
G10-90 erds konstitutiv promoéter szabdlyozza az XVE fuzids gén kifejez0dését, mely a
kovetkezd elemekbdl all: a LexA bakterialis represszor DNS-k6t6 doménjénbdl (DBD), a
VP16 doménbdl (a transzkripcid aktivaciojaért felelds), és a human Gsztrogén receptor

karboxil régi6jabol. A masodik egység nyolc példanyban tartalmazza a LexA operator



szekvenciajat, ezt pedig a 35S minimal promoéter koveti. A két transzkripcids egység kozott

szelekcios markergén talalhato.

Az eredeti pERS8-as (Chua és tarsai, 2000; 1. abra) vektor higromicin rezisztenciagént
tartalmazott, mig az altalunk hasznalt pTCO272 alapvektor, a nagyszdmi mutins gyors,

hatékony szelekcidja céljabol a bar rezisztenciagént (bialaphos herbicid ellen) tartalmazza.

2.3.2. Szabalyozott cDNS expresszios rendszer

A novényi genetikaban széles korben elterjedt a T-DNS inszercidk hasznélata, melyekkel
kiilonb6zd gének szabalyoz6 vagy koOzponti régidiba bejuttatott DNS-szakaszokkal
vizsgalhatjuk egy-egy gén miikodését, funkciovesztéses mutansok formdjaban. Egy madsik
lehetdség a génfunkcid tanulmanyozasara, hogy véletlenszertien kivalasztott, vagy modositott
cDNS-t juttatunk be egy masik ndvénybe Agrobacterium kozvetitette genetikai transzferrel.
Funkcioveszté- €s nyerd fenotipusi mutansok is megfigyelhetdek az ilyen kisérletek soran
(Ichikawa, 2006). Ezen rendszerek CaMV35S (konstitutiv kifejezddést biztositd) promoterrel
szabalyozott valtozatai mara széles korben elterjedtek (LeClere és Bartel, 2001).
Csoportunkban néhany éve kezdddott egy masik modszeren alapuld rendszer hasznalata. A
kontrollalt cDNS expresszids rendszer (tovabbiakban COS=Controlled Overexpressing
System) Iényege, hogy az altalunk bejuttatott gének csak megfeleld indukaldszer jelenlétében
fejezddnek (Chua, 2000). Az indukélhatdsag azért is fontos, mert bizonyos gének konstitutiv
taltermelése kiilonbozd fiziologiai jelenségek aspecifikus megjelenésével jarhat: példaul a
stresszvalaszok szabalyozasaban részt vevo gének folyamatos aktivacidja megzavarhatja a
sejtosztodast €s a ndvényi fejlodést, steril, torpe novényeket eredményezve. (Kasuga és tarsai,
1999; Gilmour és tarsai, 2000, Joseph és tarsai, 2014). Az igy bekapcsolt gének okozhatnak
mind funkcionyerésen alapuld (a teljes hosszisdgi cDNS overexpressziojaval), mind
funkciovesztéssel jard fenotipust (toredékes vagy antiszensz cDNS-szakaszok taltermelésével

a noveény egyes génjei gatolhatok; LeClere és Bartel, 2001).

A modszerrel lehetdség nyilik méas ndvényfajokbdl szarmazod szekvencidk szabalyozott
kifejeztetésére €s vizsgalatara pl. Arabidopsisban. Egy példa erre a Thellungiella salsuginea
nevii halofita (s6tlird) ndévény, melynek teljes cDNS-konyvtarat transzformaltak
Arabidopsisba, ezaltal lehetdséget biztositva sotlirésért felelds gének azonositdsara (Du és
tarsai, 2008). Hasonl6 logikat alkalmazva €s hasonlo céllal késziilt el laboratoriumunkban a
Lepidium crassifolium cDNS-konyvtara, melyet Gateway technologiat alkalmazva, a fent leirt
Osztradiol-indukalhatd vektorrendszerbe épitettiink. A kész konyvtarat Agrobacterium

kozvetitette genetikai transzferrel Arabidopsis thaliandba transzformaltuk (Rigo, 2012). A



transzformans novényeket Basta szelekciot kovetden felszaporitottuk, igy lehetdség nyilik

arra, hogy egy-egy vonalat tobbféle kisérleti rendszerben is megvizsgaljunk és teszteljiink.

A megfeleld kisérleti rendszerben azonositott cDNS-t, PCR reakcioval visszanyerhetjiik, majd
szintén a Gateway technikat alkalmazva mas ndvényi expresszios vektorokba épithetjiik. Ezen
vektorok jellegiiktdl fliggden tartalmazhatnak konstitutiv, vagy szerv, szovetspecifikus, illetve
stressz soran indukal6édo promotereket is. Ezaltal a 1étrehozott konstrukciok nem csak az
Arabidopsis modellndvény transzformaldsara hasznalhatok, hanem egyéb novényfajokban is

vizsgalhatok.

2.4. Klorofill fluoreszcencia hasznalata a sziirés soran

2.4.1. A Klorofill-a fluoreszcencia mérésérol

A fotoszintetikus aktivitds méréseére tobbfele lehetdségiink van. Mérhetjiik a keletkezd oxigén,
valamint a felhasznalt szén-dioxid koncentracidjat; figyelhetjik a biomassza szarazanyag-
tartalmanak valtozésat, esetleg csak a szénhidratok mennyiségét. Emellett rendelkezésre all az
60-as évek ota a klorofill-a fluoreszcencia vizsgalatinak modszere. Kimutathato, hogy a
sotétadaptalt levelek megvilagitassal indukalt fluoreszcencidja mérhetd modon korrelal a
szén-dioxid megkotés mértekével (Kautsky és Hirsch, 1960). Illy médon a fotoszintetikus
apparatus mikodése ¢s hatékonysdga konnyen €s gyorsan, mindenféle invaziv beavatkozas
nélkiil vizsgalhatova valt. A fluorometrias moédszerek mar onmagukban rengeteg informaciot

szolgaltatnak a ndvényi fényhasznositas allapotarol, de a vizsgalatok kiegészithetOk még a
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Kloraofill Hé
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2. abra: A PSII klorofill pigmentjei altal megkotott

energia hasznosulasanak harom lehetséges utja.

(Baker, 2008)



gazosszetétel-valtozas mérésével (Genty és tdarsai, 1992), valamint abszorpcids

spektroszkopiaval és infravords termometriaval.

A klorofill-a fluoreszcencia vizsgalatanak alapja viszonylag egyszerlien megérthetd. A
levélben taldlhato klorofill molekuldak altal elnyelt fényenergia sorsa haromféle lehet:
fotokémiai uton hasznositja a novény, vagy pedig hd, illetve fluoreszcens fény formajaban
kisugarozza (Butler, 1978). Ez a harom energiait egymassal ,verseng”, azaz azonos
megvilagitas esetén, ha az egyik hatasa nagyobb mértékben figyelhetd meg, akkor a masik két
Gtvonal felé kevesebb energia tavozik a klorofill-molekuldkrél. igy a novényélettani
szempontbol legjelentdsebb fotokémiai tvonalra jutd energiamennyiség a masik kettdbdl

kiszamithato (2. dbra).

Bar a klorofill-a fluoreszcencia aranya a novényt ért fényhez képest viszonylag kevésnek
mondhat6d (a teljes abszorbedlt fény 1-2%-a), a mérés viszonylag egyszerli. A fizikai
torvényszerliségeknek megfelelden az elnyelt fényhez képest a fluoreszcencia hosszabb
hulldmhosszon jelenik meg. Megjegyzendd azonban, hogy a mérés soran nem lehetséges a
teljes kibocsatott fénymennyiség detektalasa, igy a modszer csak 0Osszehasonlitd

elemzésekben hasznalhato.

A fluoreszcencia mérésében nagy attorést jelentett a PAM (Pulse Amplitude Modulation;
modulalt fényt alkalmazd) rendszerek megjelenése (Quick és Horton, 1984). Ezen
mérdeszkdzokben a megvilagitast végzd fényforrast egy elektronika nagy frekvenciaval
kapcsolja be-ki (igy a felvillanas elég révid ahhoz, hogy a n6vény fénybegyiijté komplexei ne
sériiljenek, de a rendszer telitddjon), mig a detektor a méréfény altal kivaltott fluoreszcencia
hullamhosszara van hangolva. Ezaltal lehetové valt nagyobb fényerejii kornyezetben (pl.

szant6foldon) is a mérések elvégzésere.

2.4.2. A jelenség hattere
Tobb mint fél évszdzada megfigyeltek, hogy ha barmilyen fotoszintetikus aktivitassal biro
mintat sotétbdl fénybe tesziink, 1 masodpercen beliil a fluoreszcencia szintjének novekedése

¢szlelhetd (Kautsky és tarsai, 1960).

A fotoszintetikus utvonal elektronakceptor elemei, melyek az elektrontranszport-lancban a
PSII utan taladlhatoak, a klorofillok altal megkdotott fényenergia hatasara gerjesztett elektronok
altal redukalodnak (foként a plasztokinon és a Q). A Qa redukalt form4ja egészen addig nem
képes ujabb elektron fogadédsara, amig nem oxidalodott. Ezt az allapotot nevezziik a Qa zart

allapotanak. Altalanossagban kijelenthetd, hogy minél nagyobb a zart allapotban 1évé



reakcidcentrumok ardnya a fotoszintetikus apparatusban, anndl alacsonyabb a fotokémiai
utvonalon torténd energiafelhasznalas, és annal inkabb eldtérbe keriil a fluoreszcencia (Butler,
1978), amennyiben a hdveszteséget valtozatlannak vessziik. Késébbiekben kimutattak, hogy a
héleadas mértéke is nagyban valtozhat, igy a mérésekkor ezt is figyelembe kell venni (Krause
és tarsai, 2004.)

A hirtelen megvilagitas utdn a névényt fényben tartva a fluoreszcencia szintje folyamatosan
csokkenni fog, mig elér egy stabil allapotot. A csdkkenés (fluoreszcencia-kioltas) két modon
magyarazhat6. Fény hatasara a szén-asszimilacioért felelds enzimek aktivalodnak, valamint a

sztomak kinyilnak. A CO,-megkdtéshez sziikséges energidt a novény a fény altal gerjesztett

http://www.queenmaryphotosynthesis.org/nield/psllimages/oxygenicphotosynthmodel.html r//’_\
(embryophyte) _ADP + Pi —>ATP + H,0

Carbon fixing
reactions A

NADPH NADP*

non-cyclic B
< transport —— Imm

|
Fd ——
Stroma —\—winE Fr T p— > S\
e XU B - e GLo!1 € €\l FNR e
(Lhmgmmylwgﬂg,g H W > s Fy E, K j B
i / i yt. ME
2%

Lo EXa
B QB0 A
»
Thylakoid 3 t
Membrane
Snm

Lhca2

Au\ Ay
3

Lhca4

(V)

-

PC Cy4 =50-100 rpm

)

Q beréc‘“hJAA b
. P700L L
\N5

Lumen

(CP47) (CP43)

PS II (psb) Cyt bﬁf(pﬁ) PS I (psa) ATP SynthaSC (atp)

3. abra: A fotoszintetikus apparatus részletes felépitése. A fluorometrids vizsgalatok

szempontjabol kiilonos jelentoséggel a PSII bir, azon beliil is a P680-ként jelolt klorofill-
reakciocentrum és a Q,, mely az elsédleges kinon elektronakceptor ezen a fotoszintetikus

rendszeren beliil. (Forrds: http://www.queenmaryphotosynthesis.org/)

elektronokbol szerzi, melyek transzportja a fent emlitett 15-20 masodperc alatt megindul a
PSII és PSI kozott. A fluoreszcencia-csokkenés ezen médjat fotokémiai kioltdsnak nevezzik.
Fényben emellett megfigyelhet6 a hdleadds ndvekedése is, ami a nem-fotokémiai kioltas

(NPQ; non-photochemical quenching) részeként észlelhetd.



2.4.3. A fluoreszcencia-gorbék elemzése
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4. abra: Egy tipikus PAM-gérbe, mely egy vad tipusu Arabidopsis mérésekor késziilt (Brooks és
Niyogi, 2011).
A mérés soran harom kiilonb6zd intenzitdsu fényt alkalmazunk: a gyenge mérdfényt (<0,1
umol foton/m’/s) a kozepes intenzitasa (0-3000 pmol foton/m?/s), fotoszintetikusan aktiv
aktinikus fényt és a legersebb szaturacids pulzust (<18000 pmol foton/m?/s) (Brooks és
Niyogi, 2011). Sotétadaptalt levélben eloszor az Fy érték mérheté meg, amely a PSII
klorofilltartalménak alap fluoreszcenciajat adja meg abban az esetben, ha a Qa-centrumok
mind nyitott allapotban vannak. Ennek mérésére a leggyengébb intenzitasi mérdfényt

alkalmazzuk, melynek a fotokémidra nézve elhanyagolhat6 hatdsai vannak. (4. abra)

A fluoreszcencia mértéke csak akkor alkalmazhat6 a fotoszintetikus apparatus
teljesitményének mérésére, ha elkiilonitjiik egymastol a fotokémiai €s nem fotokémiai kioltas
értékeit. Ennek legcélravezetobb modja, ha az egyik kioltast (altaldban a fotokémiait)
kikapcsoljuk, igy a fluoreszcencia meértekébdl kovetkeztethetliink a nem fotokémiai kioltasi
folyamatok allapotara, amibdl a fotokémiai jellemzOk is visszafejthetdek. Egyik lehetOség a
fotokémiai kioltas kiiktatasara a Diuron (DCMU) nevii gyomirtd vegyszer alkalmazéasa, mely
PSII-gatloszerként nullara csokkenti a fotokémiai aktivitdst. Ennél az irreverzibilis
modszernél sokkal praktikusabb egy rovid ideig tartd, erds intenzitdsu, szaturacios pulzussal
valo besugarzas, mely ideiglenesen képes redukalni a PSII 6sszes reakcidcentrumat (Quick és

Horton, 1984).



A fotokémiai kioltds inaktivalasdval sotétadaptalt levélben megkaphatd a maximalis
fluoreszcencia (Fy,) értéke. Az Fy, €s Fo kozotti kiilonbség a valtozé fluoreszcencia (Fy). Ezen
értékekbdl megbecsiilhetd a csak ,nyilt” reakcidcentrumokat tartalmazod PSII maximalis
kvantumhatékonysaga (F,/Fy,). Utdbbi érték normal koriilmények kozott fejlodé ndvényekben
0,83 koriili atlagot mutat (Bjorkmann és Demmig, 1987), mely stresszhatds esetén jelentOsen

leeshet (Woo és tarsai, 2008).

Mint azt mar Kautsky és tarsai is felismerték, a fotoszintetikusan aktiv fénnyel valo
megvilagitds utdn a kezdeti magas fluoreszcencia érték (F',) fokozatosan visszaall az
aktinikus fényben megfigyelhetd ,,steady-state” szintre (Fs). Az F'n, és F kozotti kiilonbséget
szokas az irrodalomban F'-nek jeldlni, ami a fotokémiai kioltast jellemzi. Az F'(/F'y, (legtobb
helyen ®pgi-ként szerepel) érték a PSII kvantumhasznositasat adja meg a szaturacios pulzus
hasznalata el6tt; megmutatja, hogy a novény milyen hatékonysaggal tudja fotokémiailag
hasznositani azt az intenzitdsi fényt, amelyhez adaptalédott a mérés sordn. Masképp
fogalmazva a fotoszintetikusan aktiv fényben milkodo levelek esetében ez az érték
megegyezik azzal a fénymennyiséggel, melyet a PSII klorofill molekuldi megkotnek és
tovabbadnak a fotoszintetikus transzportlanc felé, tehat egyben a linedris elektrontranszport
meértekét is jellemzi, €s igy ez az érték alkalmas a PSII miikodési hatékonysadganak leirdsara
1s. Normal koriilmények kozott a Dpgyp kdzel egyenesen aranyos a szén-dioxid asszimilacio
mértékével. (Genty és tarsai, 1989). Az ettdl vald eltérések kiilonbozo stresszhatasokra

utalhatnak (Fryer és tarsai, 1998).

Bar a mérés és a kiértékelés soran csak két paramétert vettiink figyelembe a fentiek koziil,
mivel ezek kontrollhoz viszonyitott valtozasai jelezhetik leginkabb az ozmotikus stresszre
vald rezisztenciajat egy ndvénynek (Woo és tarsai, 2008), megemlitendd még néhany mas

érték, melyet a PAM-technika segitségével nyerhetiink.

Az elektrontranszport-rita (ETR) a PSIl-n atdramlé elektronok mennyiségét jelzi.
Kiszamithat6 a J=®pg;; x PFDa X 0,5 képlettel, ahol a PFDa az abszorbealt fény mennyiségét
jelenti, a 0,5-0s szorzd pedig a két fotokémiai rendszer kozotti egyenld energia-megoszlast

feltételezve keriilt az egyenletbe. (Maxwell, 1999)

A fotokémiai kioltds (qP) a qP=(F'n —F)/(F'm—F'0) képlettel szdmolhato ki. Mig a ®pgyy a
megkotott energia fotokémidban felhasznalt részét adja meg, addig a qP-vel megbecsiilhetd
PSII nyitott reakcidcentrumainak szama. Mivel qP maximalis értéke 1, igy az 1-qP megadja a

zart reakcidcentrumok mennyiségét.
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A gL ugyancsak a fotokémiai kioltds egyik mérdszama, azonban mig a qP az Ugynevezett
»puddle (toécsa)” modellen alapul, addig a qL a ,,lake (t6)” modellen. EI6bbi szerint a kiilon
egységet alkoté PSII-k antennapigmentjei kozott nincs, utdbbi szerint van kapcsolat. A

qL=(F'¢/F'y)(F'/F') képlettel szamolhato ki az fotokémiai kioltas ezen mérészama (0<qL<1).

Ezen paraméterek mellett megemlitendé a nem-fotokémiai kioltas is, mely az alabbi képlettel
szamolva megadja a xantofill-kozvetitett hokisugarzas mértékét (Bilger és Bjorkmann, 1990):
NPQ = (Fi-F'n)/F'm. Ertéke nullatol végtelenig valtozhat, altalaban 0,5-3,5 koriili értéket vesz
fel, novényfajtol €s az egyed eldéletétdl fiiggden (Maxwell, 1999). Hasonld paraméter a qN

(0<gN<1), melynek kiszamitasdhoz az F sziikséges (van Kooten és Snel, 1990).
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3. Célkitiizések

A munkdm célja egy Imaging PAM fluorometridn alapulod vizsgalati rendszer alkalmazasa,
mely segitségével a fotoszintetikus apparatust €rd stressz mérséklésében szerepet jatszo gének
azonositasara nyilik lehetdség egy cDNS konyvtarbol.

Az elozbleg az Arabidopsis Molekularis Genetikai Csoport altal eldallitott, sziki zsdzsa
(Lepidium crassifolium) cDNS kdnyvtarat tartalmazo 6sztradiol indukalhaté vonalakat PAM
késziilék segitségével szurtiik. Ezaltal olyan ¢DNS-eket kivantunk azonositani, melyek
szerepet jatszhatnak az ozmotikus stressz okozta fotoszintetikus karosodas csokkentéseében.
Hogy az inszertek funkcidit jobban megértsiik, a cDNS-ek szekvencidit Osszehasonlito
analizisnek vetettiilk ala, valamint uj, 0sztradiol fliggetlen génkonstrukcidkat hoztunk Iétre
(35S, RD29), melyeket vad tipusi Arabidopsis thaliandkba juttattunk be. Az igy késziilt

transzformans vonalakat szelektaltuk és felszaporitottuk.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Vegyszerek, miiszerek, enzimek és egyéb készitmények

ACCU Gene, AppliedBiosystems, BD (Becton, Dickinson), Biocenter Kft.,Bio-Rad,Biosan,
Duchefa Biochemie, Eppendorf, Fermentas, Fluka, Greiner, Heraeus, Invitrogen, Lasergene,
Lonza, Merck, Millipore, Molar, MultiTarget Pharmaceuticals, Reanal, RETSCH GMBH,
Roche, Sefar GMBH Sigma-Aldrich, Sorvall, Stratagene, ThermoFisher Scientific Inc.,
Whatmann, Walz GMBH.

4.2. Médszerek

4.2.1. Bakterialis technikak

Kémiai kompetens sejt transzformalasa

E.coli esetében un. ,,hésokk™ transzformaciot alkalmaztunk, Sambrook és tarsai, (1989)
leirasat kovetve. Kisérleteink soran a DHS5a [F~ endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96
deoRnupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17 (tK-mK+), A—] (Hanahan 1985)

torzset hasznaltuk.

Baktériumok szaporitasa
Agar tartalma szildrd LB médiumot hasznaltunk (Sambrook és tarsai, 1989) az E. coli

novesztéséhez 37°C-on, a plazmidnak megfeleld antibiotikummal, melyek koncentracid a
kovetkezdk voltak: Kanamicin 25mg/liter, Spectinomicin 50mg/l. Folyadékkultara esetében a
fent leirt agarmentes LB médiumot hasznaltuk a megfeleld antibiotikummal, a ndvekedéshez
sziikséges optimalis homérsékleten 250-300 fordulat/perc (rpm) sebességgel 24 O6ran
keresztiil. Kisérleteink soran a GV3101/pMP90-es Agrobacterium térzset hasznaltuk, melyet
28 °C-on YEB médiumban (Koncz és tarsai, 1994) novesztettiink a plazmidnak megfeleld

antibiotikum jelenlétében: Gentamicin 25mg/l, Spectinomicin 100mg/1.

Agrobacterium haromsziilos konjugacio (Cindy és mtsai, 1994)
A binaris vektort tartalmazo donor E. coli torzset és az Gn. "helper” torzset HB101-pRK2013

(Ditta és tarsai, 1980) 37 °C-on a megfeleld antibiotikumot tartalmazo6 szilard LB médiumon
novesztettilk 24 ordn at. A fogadd (donor) Agrobacterium torzset GV3101/pMP90 (Koncz és
Schell, 1986) 2 napon keresztiill 28 °C-on novesztettiik szilard agart tartalmazo YEB
médiumon. A donor, helper és a recipiens baktérium térzsekbdl egyenld mennyiséget LB
szilard téaptalajon Osszekevertiink, majd 28 °C-on tartottuk egy ¢éjszakan at. Masnap kis

mennyiséget szélesztettiink a binaris vektornak megfeleld antibiotikumot tartalmazé YEB

13



médiumra a transzformalt Agrobacterium szelektalasa céljabol. A lemezeket 28 °C-on taroltuk

a telepek megjelenéséig. Ezutan a szélesztést még egyszer megismételtiik.

4.2.2. Novényi anyagon alkalmazott technikak

Arabidopsis thaliana magvak feliileti sterilezése, nevelése

A magokat 1,5 ml-es eppendorf cs6ben fertdtlenitettiik. 4-5%-0s Domestos oldatban 10-15
percig razattuk. A maradek fertOtlenitdszert, 6tszor megismételt 1 ml steril vizes mosas
segitségével tavolitottuk el a magokrol. A csirdzas szinkronizalasa céljabol a magokat 1-2
napig 4°C-on tartottuk. Ezutén a kiszélesztettiik a magokat 2 (MS)AR médiumra (2,2 g/l MS
salt, Duchefa Biochimie-Kat. szdm: M0231, 5 g/l szachar6z, pH= 5,7-5,8; agar 8 g/l). A
lemezeket termosztat szobaban tartottuk az alabbi koriilmények kozott: 55% relativ
paratartalom 12 ora fény, 12 o6ra sotét periodus, illetve a kiiiltetést kovetden tiveghazban 23

°C-on 16 6ras megvilagitas alatt neveltiik.

PAM Kkisérleti nevelési koriilmények
Az Arabidopsis magokat a fent emlitett modon feliileti sterilizaltuk. Négyszogletes

petricsészébe 2 (MS)AR médiumot ontéttiink amennyiben a kisérleti rendszer megkovetelte,
a médiumot kiegészitve 5 uM oOsztadiollal (Sigma E2758). Dermedés utan elore
meghatarozott méretre vagott steril Sefar fatyolt helyeztiink (Sefar PETEX 07-20/13) a
médium felszinére, majd a magokat meghatarozott sorrend szerint egyesével kiraktuk. A
fentebb emlitett nevelési koriilmények kozott tartottuk a petri csészéket 9-10 napig 140 pE
erosségli fényben. Ezt kovetden, ha a médium 0Osztradiolt tartalmazott, a novényeket steril
koriilmények kozott az alabbi oldattal permeteztiik: 10 uM 06sztradiol, 0.01%-os Silwet L-77
vizben oldva. Ezutan visszahelyeztiik a ndvényeket a termosztatszobaba tovabbi 1-2 napig.
Négyszogletes petri csészékbe 2 (MS)AR médiumot ontottiink, de a taptalaj szachardzt nem
tartalmazott, mert az hatéassal lenne a fotoszintetikus apparatus miikodésére. Az ozmotikus
stresszt 600 mM szorbitollal modelleztiik, és ha sziikséges volt a taptalajt 5 uM Osztradiollal
is kiegészitettilk. A novényeket a fatyollal egyiitt atraktuk az 0j) médiumra, majd

visszahelyeztiik tovabbi két napra a termosztatszobaba.

PAM mérés
A 2 hetes novényeket Imaging Maxi-PAM Chlorophyll Fluorimeter (Walz, Németorszag)

késziilékkel mértiik. Mérés eldtt a lemezeket 20 percig sotétadaptaltuk, majd a petri csészek
tetejét eltavolitottuk. A késziileket az alabbiak szerint allitottuk be: aktinikus fény intenzitasa:

145 nE, szaturicios pulzus intenzitasa: 2000 pE. Mérési modnak a fluoreszcencia kinetikat
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valasztottuk. Az F, érték felvétele utan 350 masodpercig 145 pE aktinikus fényen mértiink €s
40 masodpercenként adtuk a szaturacios pulzusokat. Ezutan a regeneracids fazis kovetkezett
ahol az aktinikus fény hidnyaban folytattuk a mérést és ahol a szaturacios pulzusok idében
egyre ritkabbak voltak a késziilek beépitett protokolljanak megfelelden.

A mérés kiértékelésekor a teljes novényt vizsgaltuk. Vonalanként 10-20 db novényt mértiink.
Az ImagingWin (Walz) szoftver altal kiszamolt értékeket exportaltuk és Microsoft Office

Excel 2007 programmal elemeztiik tovabb.

Arabidopsis thaliana viragzat infiltracios transzformalasa (Clough és mtsai, 1998)
A kisérlethez liveghazban nevelt, 4. thaliana (Col-0) viragzé novényeket hasznaltunk. A

kivant konstrukciot hordozd Agrobacterium-ot a transzformaciot megel6z6 napon oltattuk le a
megfeleld antibiotikumokat tartalmaz6 YEB médiumban ¢és 28 °C-on razattuk. A
baktériumsejteket 20 perc 6000 rpm-mel torténd szobahdmérsékletli centrifugalassal
gyljtottiik Ossze. Ezt kovetden a sejteket az ugynevezett infiltracios médiumban (5%
szachar6z, 0.01% Silwet L-77) szuszpendaltuk fel Ggy, hogy az ODgoonm €rtéke 0.8-1 kozott
legyen. A ndvények virdgzatat az Agrobacterium-ot tartalmazé infiltracids oldatba meritettiik
par percig, majd 24 6ran keresztiil lefedve taroltuk. A fent leirt virdg transzformacio teljes
folyamatat 7-10 nap malva megismételtiik. A magokat beérésiiket kovetden dsszegyiijtottiik,

majd par hetes szaradas, érés utan szelektaltuk.

Transzformans Arabidopsis vonalak szelekcidja:
A virag transzformacioja utan 6sszegyljtott €s kitisztitott magokbol 500-500 pl-t beaztattunk

40-40 ml 100 uM gibberellin (GA3, Sigma) vizes oldatba. A magokat 2 napig hidegszobaban
vernalizaltuk, majd ezt kovetden, tiiveghazban vermiculit (10:1) keverékét tartalmazo
viragfolddel teli 60X40cm szaporitd ladak felszinére egyenletesen kijuttattuk. A csirazast
kovetden a 300mg/l glufozindt-ammoénium tartalmt oldattal (Finale 14SL) hdromnaponta
permeteztiik, amig a transzformans novényeket egyértelmiien azonositani tudtuk. Vonalanként

24-24 rezisztens novényt egyedileg szétiiltettiink magfogés céljabol.
4.2.3. Molekularis biologia modszerek

Plazmid DNS tisztitasa baktérium sejtb6l
Plazmid DNS-t Sambrook és mtsai (1989) Gtmutatasait kovetve izolaltunk 3 ml egy éjszakan
at nott E. coli kultarabdl, amit a folyamat végén 50 pl RNaz tartalmt TE (10 mM Tris-HCl

pH=8.0; 1 mM EDTA pH=8.0) oldatban oldottunk fel. Felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
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DNS fragment tisztitasa agaroz gélbol
A PCR reakcidt kovetéen a mintakat 0,8%-os agardz gélen ellendriztiik, ahol a kiilonbdzd

méretli DNS darabok elkiiloniilnek egymastol. A megfeleld fragmenteket gélbdl kivagtuk, és
steril 1.5 ml-es Eppendorf csdbe helyeztiik. A tisztitast GenelJet Gel Extraction Kit (Thermo
Scientific K-0692) segitségével végeztiikk el a kitben leirtak szerint. A tisztitott DNS

koncentracidjat NanoDrop (ThermoFisher Scientific Inc.) késziilékkel hataroztuk meg.

BP/LR klonaz reakcio
BP vagy LR Clonase (Invitrogen) enzim mixet hasznalva és a gyartd utmutatasait kdvetve

végeztik el.

Novényi DNS tisztitas

Az in vitro koriilmények kozott nevelt novényekbdl kb. 50-100 mg-ot lefagyasztottunk
folyékony nitrogénben egy 3mm-es csapagygolyoval egyiitt, 1.5 ml-es Eppendorf csében. Ezt
kovetden a RETSCH MM301 razogép segitségével a mintakat porszertivé homogenizaltuk. A
DNS izoladlasdhoz az AquaGenomic (MultiTarget Pharmaceuticals) oldatot hasznaltuk,
kovetve a gyartd utasitdsait. A DNS csapadékot Ovatos széritds utan 50ul TE oldatban
oldottam fel, €s -20°C-on taroltuk felhasznalasig. Az DNS mindségét gélelektroforézissel,

koncentracidjat NanoDrop (ThermoFisher Scientific Inc.) késziilékkel hataroztuk meg.

4.2.4. PCR technikak

A beépiilt cDNS fragment azonositasa novényi mintan

A fentebb leirt modon izolalt genomi DNS szolgalt PCR templatként a kovetkezd reakcioban.
A PCR reakcio soran a Phusion nagy masolasi hiiségli polimerazt (Thermo Scientific) €s a
pTCERS8A ¢és pTCERS8B primerpart hasznaltuk. A kapott DNS fragmentet gélbdl izolaltuk a
fentebb leirt modon, majd a koncentraciomérés utdn a p35S2 primert hasznalva, az SZBK
Szekvenald Laboratérium segitségével meghataroztuk a nukleotid-sorrendet. Bioinformatikai

alkalmazasok segitségével kiértékeltiik a kapott adatokat.

Kolonia PCR
Ez egy egyszerli és gyors modja annak, hogy eldontsiik, vajon a kérdéses konstrukcio

tartalmazza-e az altalunk beklonozott DNS fragmentet. A PCR reakcidelegybe, amely
tartalmazza a megfeleld primerpart, Taq enzimet, puffert ¢s dANTP mixet, kis mennyiségi

baktériumot juttattunk, és a reakciot agaroz-gélelektroforézissel értékeljiik ki.
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4.2.5. Bioinformatikai alkalmazasok
A munkank soran a kovetkezo alkalmazasokat hasznaltuk: 1., DNS szekvencia elemzésre a

Chromas lite  (http://technelysium.com.au/), Lasergene ¢és Vector NTI demo

programcsomagokat, valamint internetes honlapokat, a 2., DNS é&s fehérjeszekvencia

vizsgélatokhoz,  irodalomgytjtéshez:  NCBI  (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/),  TAIR

(http://www.arabidopsis.org/index.jsp) internetes honlapokat. 3., A Walz Imaging-PAM

késziilék haszndlatdhoz, valamint a mérésbdl kapott képek elemzéséhez a gyartd altal
fejlesztett Imaging Win 2.40b szoftvert hasznaltam. CSV-formatumba torténd exportalas utan
az adatokat Microsoft Excel 2007 ¢és LibreOffice Calc 4.2 téablazatkezeld szoftverekben
értékeltiik ki.

A statisztikai szamitasokat is utdbbi irodai programcsomagok hasznalataval végeztiik el. A
kétmintas kétszelli T-proba segitségével minden mérés esetében 10 vad tipustt vonalat

hasonlitottunk 6ssze 20 transzgenikussal (szignifikancia-szint: 0,05).
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5. Eredmények

5.1. El6zmény: a cDNS-konyvtar eloallitasa és a transzformalt novények szelekcidja

Az Arabidopsis Molekuldris Genetikai csoportban az elmult években tobb folydiratban is
jelentek meg publikaciok, melyek az Osztradiollal indukalhatd cDNS konyvtar széleskori
felhasznalasi lehetdségeirdl szolnak (Joseph és mtsai, 2014, Pérez-Salamo és mtsai, 2014,
Papdi és mtsai, 2008). Jelen dolgozatban Rigd Gabor altal eléallitott sziki zsazsa (Lepidium
crassifolium) cDNS konytarral transzformalt ndvénypopulacioval dolgoztam. A konyvtar
kiilonb6zd tipusu ozmotikus stressznek kitett novényi anyag (gyokér, levél és szar
felhasznalasaval) késziilt. A konyvtar készitéséhez steril petricsészeés, illetve tiveghazi
koriilmények kozott nevelt novények levelét, szarat és gyokerét hasznaltuk fel. A mintagytijtés
magas ozmotikum, sé, illetve szaritdsos stresszkezelés utan tortént. Egy cDNS konyvtarat
tartalmazo ndvénypopulaciobdl lehetdség nyilik a kiilonbdzd folyamatok befolydsolasaban
szerepet jatszd gének izoldlasara. Az Arabidopsis Molekularis Genetikai Csoportban az elmult
években kidolgoztak egy nagy ateresztoképességli rendszert egy cDNS konyvtart tartalmazo
novénypopulacio hatékony sziirésére, melynek fobb elemeit a kdvetkezd abra szemlélteti. A

"roorer 99

csoport munkajahoz a ,Megerdsités” fazisaban csatlakoztam (5. abra).

g g
plexs = c¢DNA £
g E—
RNS forras: ™ o
Lepidium crassifolium - RE - ‘
Stresszelt ndvények liveghazban /
es petri csészén.

Nagymérteka Basta szelekcié
Arabidopsis-transzformacio. Uveghézban

2

Magok begyiijtése
és 5 vonalat tartalmazo poolok
eltkészitése.

Részletes jellemzés

Ujraklénozas - Megerdsités Sziirés J

Az azonositott cDNS AT3-as vonalak ellenGrzése A 25 vonalat tartalmazo
Gjraklénozésa: Imaging PAM készilékkel. poolok vizsgalata
RD29, 355 konstrukciok. Atartalmazott cDNS azonositasa. Imaging PAM keésziilékkel.

Novenytranszformacio, szelekcio.

5. abra: cDNS-konyvtar alkalmazasa stressztolerancidért felelos gének azonositasaban.

18



6. dbra: cDNS-inszerciot tartalmazo névények sziirése Imaging PAM technikaval. A

jobb felsé sarokban a Columbia (vad tipus), a jobb alsoban pedig a pozitiv kontroll
novenyek lathatok. Az ésszes tobbi egyed cDNS-inszerciokat tartalmazo transzformans
(a képen ozmotikus stesszre nézve mind hiperszenzitiv, mind tolerans egyedek is

megfigyelhetok).

Munkatarsaim el6zdleg a cDNS konyvtarral torténd transzformacié utdn Basta szelekcioval
valogattak ki a lehetséges transzformans vonalakat. Az o6tosével felszaporitott fliggetlen
transzformans novényvonalakbol 6t6t egyenletesen Osszekeverve eldallitottak a 25-6s poolt.
Ez a tipusi magkeverés lehetdséget ad egy adott magpopulacido tobbféle mdédon valod
szlirésére. Példaul, ha egy populacioban taldltak egy bizonyos stresszre jol reagald vonalat,
anélkiil, hogy egy generaciot varniuk kellett volna, mas koriilményekre is megvizsgalhattak az
adott magpopulaciot.

Jelen esetben az ozmotikus stressz fotoszintetikus folyamatokra vald hatdsainak
tanulmanyozasat tliztiik ki célul. Valkai I1dikd az elmult évek folyaman optimalizilta azt a
kisérleti rendszert, mely segitségével a rovidtavii ozmotikus stressz hatasat tudtuk vizsgalni
steril kontrollalt, konnyen reprodukalhaté koriilmények kozott Arabidopsis thaliana-ban

Imaging-PAM késziilek segitségével. A 6. dbran ennek a modszernek gyakorlati kivitelezése
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lathato, az elsddleges, 25-6s ndvénypopulacion bemutatva. A kisérleti rendszer ugy lett

beallitva, hogy egy-egy Petri-csészén lehetdség volt 25 novény utddainak vizsgalatara.

5.2. A fotoszintetikus rendszerek vizsgalata Imaging PAM késziilékkel

7. abra: Az alabbi mérések soran alkalmazott elrendezés. Bal

oldalon (sarga keretben) a vad tipusu Columbia, mig jobb

oldalon (piros keretben) a tesztelt vonal lathato.

A 4.2.2. pont alatt emlitett koriilmények kozott nevelt novényeket Walz Imaging PAM
keésziilék segitségével (a késziilékhez tartoz6 MAXI-detektor haszndlataval) vizsgaltam. Tobb
fliggetlen méréssorozatot is végrehajtottunk, az eredmények pontosabb kiértékelése celjabol.
Az utolsé méréseket teljes mértékben egyediil végeztem, a tobbi Valkai I1dik6 sajat munkaja,
illetve kozosen végrehajtott mérések voltak. A 7. dbrdn a ndvények elrendezése lathatd a

kisérletek soran alkalmazott lemezeken.

5.2.1. PL142P06

A kontroll 2 AR-es és 2 AR+0sztradiolos lemezeken se F./Fy, se Y(II) alapjan nem
figyelhetd meg szignifikans (p<0,05) kiilonbség. Szorbitolon §sztradiol hianyaban a vartnak
megfeleléen mindkét paraméter értéke jelentdsen visszaesett. Ozmotikus stressz és az
indukaloszer egyiittes jelenlétében egyértelmiien megjelenik a vonal toleranciaja az inszertet
nem tartalmazd vad tipusi Columbidhoz képest mindkét vizsgalt paraméter alapjan. Az

Osztradiolfiiggés itt tehat jo1 megfigyelhetd. (1. tablazat)
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Columbia PL142P06

Atlag SE Atlag SE
v, AR Fv/Fm 0,802 0,004 0,800 0,003
Y(IT) ss 145PAR 0,313 0,010 0,283 0,007
% AR Fv/Fm 0,790 0,004 0,788 0,004
+E Y(II) ss 145PAR 0,319 0,008 0,312 0,005
S Fv/Fm 0,709 0,011 0,701 0,007
Y(IT) ss 145PAR 0,257 0,008 0,245 0,005
StE Fv/Fm 0,662 0,007 0,752* 0,010
Y(IT) ss 145PAR 0,234 0,007 0,270* 0,006

1. tablazat: A Columbia és a PL142P06 fotoszintetikus paramétereinek osszehasonlitisa (a

sargaval kiemelt értékek esetében a t-proba szignifikans kiilonbséget mutatott).

5.2.2. PL39P04 és PL120P04

A PL39P04, valamint a PL120P04 vonalakat egy lemezen teszteltiik le (2. tabldazat). A
kontroll lemezeken 1-2 szdzadnyi eltérések voltak megfigyelhetOk a Columbia és a vonalak
kozott mind Y (II)-ben, mind F,/Fn,-ben, melyet a t-préba mar szignifikans kiilonbségként
jelzett. Szorbitolos, nem indukalt korilmények ko6zott a vonal még rosszabb értékeket is
mutatott, mint a vad tipus, de a kiilonbség a szamitasok alapjan itt nem volt jelentds.
Osztradiol jelenlétében egyértelmiien latszik mindkét vonal javulasa mind a PSII maximalis
kvantumhatékonysagaban, mind a kvantumhasznositdsaban, mig a Columbia alacsonyabb

értékeket mutat.

Columbia PL39P04 PL120P04
Atlag SE Atlag SE Atlag SE

1, AR Fv/Fm 0,792 0,002 0,810 0,001 0,805 0,001
Y(II) 0,280 0,006 0,270 0,007 0,282 0,007

2 AR Fv/Fm 0,789 0,002 0,810 0,002 0,798 0,002
+E Y(II) 0,289 0,013 0,294 0,007 0,296 0,006
S Fv/Fm 0,710 0,012 0,694 0,008 0,693 0,007
Y(II) 0,253 0,009 0,239 0,004 0,239 0,004

S+E Fv/Fm 0,688 0,010 0,757 0,002 0,748 0,004
Y(II) 0,248 0,007 0,286 0,004 0,290 0,004

2. tablazat: A Columbia, PL39P04 és PL120P04 fotoszintetikus paramétereinek
osszehasonlitdsa.

5.2.3. PL15P05
Az els6é mérésben az F,/F,, értékeket tekintve ozmotikus stressz nélkiili koriilmények kozott
kb. hasonlo értékeket mutat mind a Columbia, mind a PL15P05 vonal. Szorbitolon a PL15P05

jelentésen jobb maximalis kvantumhatékonysaggal rendelkezik, mint a vad tipus. Ez a
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kiilonbség Osztradiol hatasara még nagyobba valik. A Y(II) értékekben jelentds eltérés csak az

osztradiol nélkiili /2 AR-nél észlelhetd a Columbia javara (3. tabldzat).

Columbia PL15P05

Atlag SE Atlag SE
v, AR Fv/Fm 0,803 0,003 0,804 0,008
Y(II) ss 145PAR 0,315 0,009 0,279 0,011
% AR Fv/Fm 0,799 0,007 0,814 0,002
+E Y(II) ss 145PAR 0,253 0,006 0,263 0,006
S Fv/Fm 0,705 0,014 0,732 0,017
Y(II) ss 145PAR 0,210 0,005 0,204 0,008
StE Fv/Fm 0,705 0,020 0,774 0,003
Y(II) ss 145PAR 0,236 0,007 0,222 0,004

3. tablazat: A Columbia és a PL15P05 fotoszintetikus paramétereinek osszehasonlitdsa.
5.3. A stressztoleranciaért felelés gének azonositasa
A fentebb emlitett Osztradiol indukalhatd rendszer minden eleme ismert, ezért megfeleld
primerparok tervezésével lehetdség nyilik arra, hogy a tartalmazott cDNS-t visszanyerjiik. A

stratégiat a 8. abra szemlélteti.

ERBA5' p35S2 LEXA3'
RB — —> <«
XVE bar LexA LB
ex
P35S2 Cab22L PSSuAra cDNA
. . {3A
358 a7 attB1 attB2

8. abra: Az osztradiol indukalhato konstrukcio sematikus rajza a felhaszndlt primerek

feltiintetésével.

Munkank soran petri csészén felnevelt ndovényvonalakbol genomi DNS-t izolaltunk, az
Anyagok ¢és modszerek fejezetben leirtak szerint. Az 8. dbrdn lathatd ER8AS’ és a LEXA3’
primerparok segitségével az alabbi PCR reakciot hajtottunk végre, magas masolasi hiiségii
Phusion DNS polimeraz hasznalataval: 98 °C 1 perc; 35X [98 °C 15 sec, 60 °C 30 sec, 72 °C
1 perc], 72 °C 4 perc, 4°C .

A kapott termékeket agardz-gélelektroforézissel valasztottuk el (0.8% Agardéz 0.5XTBE)
ismert molekulastlyt markert hasznalva viszonyitasi alapként. A DNS fragmenteket etidium-

bromid festéssel tettlik lathatova UV megvilagitas alatt. A kapott eredmény a 9. abrdn lathato.
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A DNS darabot steril szikével a lehetd legkisebb agar6z kockaként a gélbol kivagtuk, majd az

Anyagok és modszerek részben leirtak alapjan genomi DNS-t izolaltunk. A tisztitott

crcr

hasznalva, az SZBK Szekvenald6 Laboratorium segitségével meghataroztuk a nukleotid-

sorrendet. A nukleotid szekvencidk alapjan a TAIR adatbazis BLAST homolégia kereso

PL15P05

PL39P04_1

P1.39P04_2

N BYEE

-t
<
ol
=]
I3
—
]
=

FL127P041
FL142P06

SMO311

9. abra: A méret szerint eldlasztott DNS fragmentek az SM0311 molekulalétra mellett.

szolgaltatasanak segitségével azonositottuk a géneket. Altalanossagban elmondhat6, hogy az

azonositott Lepidium gének 83-91% azonossagot mutattak a megfeleld Arabidopsis génekkel,

ami a két faj kozeli rokonsagara utal.

Mivel a vizsgalt ndvényvonalak egy ipari projektbdl szarmaznak, az érvényes szerz6dés miatt

a génekre vonatkozd adatokat nem kozolhetek. Az aldbbiakban igy csak egy altalanosabb

leirast adhatok az inszertekrdl, melyek a 4. tabldazatban lathatdak.

Vonal neve PCR fragment | Gén | Arabidopsis gén cDNS R/S vonal
mérete (kb) homologia (%) szama
PL15P05 0,7 kb A 83 Teljes 20
PL39P04 1,1 kb B 90* Teljes 21és22
PL120P04 1,0 kb C 94 Teljes 23
PL127P04 0,8 kb D 89 Teljes 16
1,2 kb E 91 Teljes 17
PL142P06 :
? F 81%* bizonytalan 18

Megjegyzések:

4. tablazat: Az azonositott Lepidium cDNS klonok jellemzoi.

1) A PL15P05, PL39P04, PL120P04 ¢és PL142P06 vonalakrol a PAM-mérést
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2)

3)

4)

5)

készitettem, valamint én végeztem az Ujraklonozasukat 35S- ¢€s RD29-promotert
alkalmaz6 konstrukciokba.

A PL39P04-bdl két parhuzamos ujraklonozast is végrehajtottam. Az inszert mindkét
esetben ugyanaz.

A PL142P06-ban két inszert is talalhat6. Az F-jelt esetében a kapott szekvencia nem
tiszta, igy annak nukleotidsorrend-meghatarozasat meg kell ismételniink.

A homoldgia értékei az ORF megtalalasa utan készitett vart fehérjeszekvencidkon
alapulnak, kivéve a csillaggal jelolteket, melyek esetében csak nukleotidsorrend-alapt
0sszehasonlitasokra volt lehetdség.

Az R/S az RD29, valamint 35S promotert alkalmazé konstrukcioba klonozott és azzal

transzformalt vonalak rovid neve.

5.4. A cDNS-inszertek ujraklonozasa 35S és RD29-promotert tartalmazé vektorokba

Annak érdekében, hogy az inszertek stressztolerancidban vald részvételét alaposabban

jellemezhessiik, az dsztradiol indukalhat6 rendszeren kiviil két masik konstrukci6 létrehozasa

is a tervek kozott szerepelt. Ennek els6 Iépéseként, mivel a fragmentek rendelkeztek a

Gateway klonozo kazettaval, a gyart6 ajanlasait kovetve a pDONR222 vektorba juttattuk dket

a BP Clonase enzim segitségével, létrehozva a megfeleld cDNS-t tartalmazo ugynevezett

pENTR222 klont (10. abra).

! Eca R
Bard i Bt 0
1A | M3

I“ﬁ’ﬂs' coNA Insert 5[l <

10. dbra: A cDNS-t tartalmazo pENTR

konstrukcio sematikus abrazolasa.
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21. abra: Balrdl jobbra 4-4 fiiggetlen kolonia PCR analizise
lathato: PL15P05, PL39P04/1, PL39P04/2 valamint a PL120P06.

A legutolso sorban az SM03 11 molekula létra futott.

A BP reakciot kovetden a reakcioelegyet Escherichia coli DH50 kompetens sejtbe juttattam
kémiai transzformacié utjan. A transzformans baktériumokat kanamycin-tartalmi taptalajon
szelektaltam.

A felndtt telepekbdl konstrukcionként 4-4 telepet kolonia PCR segitségével ellendriztem az
MI13REV(-26) és M13 UNIV primerpar alkalmazasaval, az alabbi reakciokoriilmény szerint:
95 °C Sperc, 35X [95 °C 15 sec, 55 °C 30 sec, 72 °C 1 perc], 72 °C 4 perc, 4°C . A kapott
PCR terméket agaroz-gélelektroforézist kovetden értékeltiik ki, melynek eredményét a /1.
dbra szemlélteti.

A felné6tt telepekbdl az Anyag €s mddszer részben leirtak alapjan plazmidot izolaltunk, majd

R ColE1 ‘a ColE1
RDZ%a prométer -i . 355 promdter 1 e
e Ve —
attB1 attB1 -
N o~
cDNA B cDNA
F ! 4
.-;’_ 1 I.'.I- 1
£ pVS1ori bl | pVS1ori
attB2 = pTCO272 RD29 cDNA attB2 T pTCO272 355 cDNA |
T355 13kb N T3ss' 13kh
3'g‘.r"‘ 3‘9?"‘
bar = bar =
PSSuhAra g ||' . SmiSp PSSulra '|r i SmiSp
LB LE

12. abra: Az RD29, illetve 35S promotert tartalmazo vektorok fizikai térképei.
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szekvenaltatassal ellendriztiik a nukleotidsorrendet. Ezt kdvetden a hibatlan konstrukciokbol a
cDNS-inszertet a gyartd utmutatasait kovetve LR Clonase enzim segitségével kétféle novényi
expresszids vektorba vittem at: az egyik a stressz indukalhaté RD29 promoétert, a masik egy
konstitutiv expresszidt biztositd 35S promotert tartalmazott. Ezutan az el6zével megegyezd
médon transzformaltuk a plazmiddal a kompetens E. coli sejteket. A transzformans
baktériumokat sztreptomicinen szelektaltuk. A kész konstrukciok sematikus abrazolasa /2.
abran lathato.

A felnétt telepekbdl konstrukcionként 3-3 telepet kolonia PCR segitségével ellendriztem, az
primerparok hasznalatdval: pTCO272 RD29-es konstrukciok: RD29B5’¢s a T35S3°, a
pTCO272 35S konstrukciok esetében 35Snew5’ és T35S3” primerpart haszndltam az alabbi
reakciokoriilmény szerint: 95 °C Sperc, 35X [95 °C 15 sec, 55 °C 30 sec, 72 °C 1 perc], 72 °C
4 perc, 4°C oo. A kapott PCR terméket agardz-gélelektroforézist kovetden értékeltiik ki,

melynek eredményét a /3. dbra szemlélteti.

Eriday, April 04, 2014 - 10:38 AM
13. abra: A felsé sorban az RD29 promoteres konstrukciok, mig az

alsoban a 358 konstrukciok kolonia PCR képei lathatoak. Balrdl jobbra
PL15P05, PL39P04/1, PL39P04/2 valamint a PL120 P06. A legutolso
sorban az SM0311 molekula létra futott.

Konstrukcionként egyet-egyet szekvenaltatassal ellendriztiink a plazmidok izolalasa utan. A jo
konstrukcid kivalasztadsa utdn az Anyag és modszer részben leirtak szerint az ugynevezett
Agrobacterium haromsziilés konjugacid modszere segitségével juttattuk be a kivant

konstrukciot a Gv3101/pMP90-es Agrobacterium térzsbe. Az Agrobacterium vonalakkal vad
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tipusu Arabidopsis thalina-viragot transzformaltunk infiltracidés technikaval. A hatékonysag
novelése céljabol a folyamatot ugyanazokon a novényeken 10 nap elteltével megismételtiik. A

14. abran az infiltracio gyakorlati kivitelezése lathato.

14. abra: Az infiltracios novénytranszformacio

gvakorlati kivitelezése.

A transzformacion atesett ndvények magjait Osszegyiijtottiikk, szaporitoladakba elvetettiik,
majd a csirazads utan a transzformansok kiszelektalasa érdekében glufozinat-ammonium
tartalmu oldatot alkalmaztunk (15. abra). Az életben maradt ndvények koziil 24-24 ndvényt

kiilon cserepekbe iiltetve felneveltiink (melyek azota magot hoztak, jelenleg ezek begytijtése
folyik).

o0000OS ’.............G"{;‘.
15. abra: Transzformans névények szelekcioja

szaporitoladaban.
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6. Osszefoglalas

A novényi fotoszintetikus folyamatok érzékenyen reagalnak a kiils6 kornyezeti tényezdok
megvaltozasara és kiillondsen az abiotikus és biotikus stresszhatasokra. A kutatocsoport
melynek munkajaba bekapcsolodtam azt a feladatot tlizte ki c€lul, hogy egy ipari projekt
keretében a szdrazsag tlirésben szerepet jatszo 1 géneket azonositsanak. Ehhez egy olyan
cDNS konyvtarat allitottak eld, mely egy extrém szikeseken €16, a magas pH-t tolerald
novény, a sziki zsazsa (Lepidium crassifolium) génkészletét tartalmazta. Ezt a konyvtarat
Arabidopsis thaliana Columbia O0kotipust novényekben fejeztették ki egy Osztradiol altal
indukalhat6 expresszios rendszer alkalmazasaval.

Az eldallitott novényanyagot tobbféle modon sziirtek tobbek kozott moderalt ozmotikus
stressz kezelést is alkalmazva. Az ozmotikus stressz novényekre gyakorolt hatasat vizsgalva
kidolgoztak egy klorofill-a fluoreszcencia alapu szlirési modszert mellyel tobb vonalat is
azonositottak. Ezek koziil a vonalak koziil kaptam meg néhanyat (PL15P05, PL39P04,
PL120P04, PL142P06, PL127P04) tovabbi vizsgélatok elvégzése céljabol. Az altalam végzett
mérések is kimutattdk, hogy az dsztradiol indukcid kovetkeztében a ndvények fotoszintetikus
paraméterei kevésbé valtoztak az ozmotikus kezelés hatdsara. Tobb paramétert is vizsgaltunk,
de az irodalmi adatokkal Osszhangban csak a PSII maximdlis kvantumhatékonysagaban
(FW/Fm) és a PSII adott aktinikus fényintenzitdson mért hatisfokdban talaltunk mérhetd
valtozast, mely a szlirés alapjaul szolgalhatott (mas paraméterek is valtoztak, azok azonban
nem voltak alkalmasak a sziirésre). Mig a vadtipusu Col-0 novények estében 48 6ra 600mM
szorbitol  kezelés kovetkeztében kozel 15%-al csokkent a  PSII  maximalis
kvantumhatékonysaga, addig a kivalasztott vonalak esetében ez csdokkenés csupan 4-5% volt.
Az Y(II) értekekben nem volt ilyen hatarozott a kiilonbség, de a szignifikans kiilonbségek
reprodukdlhatoak voltak. A PL39P04 és a PL120P04 esetében az indukcids rendszer
bizonytalansaga miatt a teszteket tobbszor is megismételtiik. A leellen6rzott vonalakbol
sikeresen izolaltuk, azonositottuk és ujraklonoztuk a beépiilt Lepidium cDNS fragmenteket.
Az adott gének részletesebb jellemzésére a Iétrehozott 35S illetve RD29 promoteres

génkonstrukciot tartalmazo transzgenikus novények lesznek megfeleldek.
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