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1. BEVEZETES

Az élet, majd a ndvényi élet is, vizben jott Iéeviz kulonleges kémiai
tulajdonsagai  elengedhetetlenek az  életfolyamatok tikoohése
szempontjabol. A viz neutrdlis olddszer, kivalo lGinképs kdzeg (a
makromolekuldk kordli hidratburok gatolla azok dstspadasat),
hidrogénhid koétéseket képes kialakitani, fontos oxedagens (a
fotoszintézis védselektrondonora a viz), nagy faj- és parolggsipedig
a hbhaztartds szempontjabol fontos.

A szarazfoldi életmddhoz alkalmazkodas komoly evidisi
kihivast jelent a novényvilag szamara. A fotoszigeaz elnyelt
fényenergia mennyisédgtfligg, amit az asszimilalo felilet novelésével
lehet fokozni. A széarazfoldon azonban a felllet elése a parolgassal
elveszitett viz mennyiségét is noéveli, ami viszontaz ébhelyektl
fuggden kulonboad mértékben ugyan - de korlatozottan all rendelkezés
Ehhez a kényszerhelyzethez val6 alkalmazkodas émglrként alakult
ki a szarazfoldi novények vizgazdalkodasi képessédéeejott a
vizfelszivast végt gyokeérrendszer, a vizleadast védeveélzet és a keit
kozotti Osszekottetést biztositd szallitérendszér. vizgazdalkodas
egyensulyat a morfolégiai alkalmazkodas kulortbdnddozatain tal,

0sszehangolt élettani és biokémiai folyamatok Isitjiék.



Kedvedtlen kornyezeti feltételek kozott a vizgazdalkodas
egyensulya megbomolhat. llyenkor leall a sejtoszsod sejtndvekedés és
tobb fontos makromolekula szintézise, 0sszességébmikken a
novekedés mértéke. Ennek oka tobbek kozott a fintigzzrs csokkenése,
mivel a sztomak bezarédasaval csokken az assznaital CQ
mennyisége, a sejtek ultrastruktirainak karosoddgaedig csokken az
enzimek aktivitasa. Ezen kivll a vizmozgas csokkeng tapanyagok
mozgasat is korlatozza, és a nitrogén-anyagcsermsd@dasanak
kovetkeztébena fehérjeszintézis mértéke is csokken.

Globalis meéretekben a miggazdasagi termelés egyik
legfontosabb korlatozo ténye a vizhiany. Becslések szerint a vilag
novénytermesztésétéernszalykar mértéke meghaladja az évi tizmilliard
dollart. Az Egyesiilt Allamokban 1978 és 1995 kozéattszarazsag
szamlgjara irhaté atlagos termésveszteség mindeenéweghaladta az
1,2 milliard dollart. 1995 6ta harom kulonésen &gz: év sujtotta az
Allamokat. Az 1999-es aszaly csak a keleti orsz=apén 1,2 milliard
dollarnyi bevételil fosztotta meg a farmereket. Az 1998-as aszabl alt
okozott kar becsult mérteke 6-9 milliard dollartyohig az 199%széb|
1996 nyaran végig sujtd aszaly 5 milliard dollarnyiezigazdasagi
veszteséget okozott.

Kbdzismert, hogy aszalykarok a magyar Ggazdasagot is
gyakran érik. Az viszont talan kevésbé ismert, hdgy a jelenleg
tapasztalhatd kedvétten folyamatok nem véltoznak, és a globalis
felmelegedés tovabbra is ilyen Utemben folytatoddy 6tven éven beldl



az Alfold teljesen kiszaradhat, elsivatagosodhatEANSZ élelmezéstigyi
vilagszervezete, a FAO, a kdzelmultban a magyadlddt egy hosszu
tava ebrejelzési térképen a félsivatagi dvezetbe sorolta.

Az éghajlatvaltozas természete, jetedige, tényleges veszélyei
nem egyerteliiek, s ezért ezegyakran heves vitak targyat képezik. A
karos koérnyezeti tényék azonban, igy a vizhiany terméskorlatozé
hatasai, mar a jelenlegi helyzetben is komoly lkibktvjelentenek a
modern meé&gazdasadg szamara. Ennek oka az un. ,zold forradalom
kifulladasa. A 90-es években az élelmiszertermetdekedési rataja mar
kisebb volt, mint az emberi populacioé. Amennyiken a trend nem
valtozik nagyobb termés-potenciald és termés-stafil fajtak
kialakitasaval, ugy a XXI. szazadban komoly élearbidanyok
kovetkezhetnek be. Uj lendiiletet adhat a zo6ld @@i@mnak a
biotechnoldgia, és kilontsképpen a génsebészdiyeinalhagyomanyos
ndvénynemesités lelisgégei nagymértékben kitagithatdak. A termesztett
fajtdk tulajdonsagainak ugrassierjavulasa pedig hatékonyabb
agrotechnikai eljarasok alkalmazéasat teszi l®het Az USA-ban, és
néhany mas orszagban, mar jelenleg is tobb tiZmiliektaron
termesztenek genetikailag modositott, réviditve Gdjtakat.

Ismereteink a szarazségts bioldgiajarél rohamosarbwilnek. A
stressz-adaptacié bonyolult mechanizmusanak eggpikto§ része a
metabolikus folyamatok atalakitasa. A metabolikuslydmatok
mesterségesen egyrészt idegen gének beépitésésefsrt a szabalyozo
folyamatok optimalizalasaval modosithatok. Mindkaéiegkdzelitéssel



sikerllt mar termesztett névények streé<rtképességét génsebészeti
uton jelenbs meértékben javitani. Ezekkel az eljarasokkal neca
termésmennyiség fokozhatd, hanem annakésdge is, de kitolhatova
valnak a termesztéshe vonhatd terlletek foldrajztadai is.
Kdrnyezetvédelmi szempontbdl nem elhanyagolhat@mathzesi igény
csokkentéese sem. Amennyiben a GM fajtak bevaltjflozzajuk fizott
reményeket, és elterjedésik Aaltaldnossa valik, U(gy fokozott
szarazsagredi fajtdknak minden bizonnyal fontos szerep jut mejdv
mezgazdasagaban.

A godolibi Mezégazdasagi Biotechnoldgia Kutatékézpontban a
Dr. Banfalvi Zsofia altal vezetett Novényi Molekdk Biologia
csoportban, @S2 gén izolalasaval Silhavy Daniel kezdte el a viagia
molekularis biolégiajaval kapcsolatos kutatasokktivel a stressz-
tolerans  fajtak  biotechnologiai  d&lllitAsa  stressz-indukalhatd
promotereket igényel, aDS2 indukcidjanak vizhidny-specifikus
természete a gén szabdlyozasanak vizsgalataraitothaya figyelmet.
Ekkor csatlakoztam PhD hallgatoként a csoportbdyofstresszkutatasi
munkakhoz. Jelen dolgozatom az e terlleten végkéeérleteim

eredmeényeit foglalja 6ssze.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A vizhiany hatasa a burgonya termesztésére

Kisérleti novénylink a burgonyaS¢lanum tuberosumlL.), amely
hazankban a gabonafélék utan a legfontosabb kdkény. Szantéfoldi
koérilmények kozott termésatlagatsen befolyasolja szamos kornyezeti
tényed: a kulonbos kartew és korokozo szervezetek altal okozott karok
mellett a vizhidany és a maga$nmérséklet gyakran okoznak jelésat
termésveszteséget. A termesztett burgonyafajtgvetien az Eurépa és
Amerika északi teruletein uralkodo,iVds és csapadékban gazdag
eéghajlathoz akklimatizalédtak (VAYDA 1994). A ledid fajta
termesztéséhez az optimaligniérséklet 17-2&. Ezen fellil minden
tovabbi 5C emelkedés 25%-kal csokkenti a fotoszintetikusatrat
(BURTON 1981, DEMAGANTE et al. 1988). A émérséklet
emelkedését legtobbszor a csapadék mennyiségénkkeogse kiséri.
BEGG et al. (1976) szerint a burgonya sokkal émgébb a talaj
vizellatottsagara, mint a legtobb haszonndvény.

Amikor az érke# viz mennyisége kisebb, mint az
evapotranspiracio soran elvesztett vizé, a ternseéte®eg é€s a
talajnedvesség csokkenése kozott linearis kapcsolatathaté ki
(SHIMSHI et al. 1985). A vizhiany minden féglési stadiumban



csokkenti a fotoszintézis hatékonysagat és ezalgmofejpdést, de a
gumozas kezdeti szakaszaban bekovétlszarazsagnak kulondoserber
hatasa van a terméshozamra. llyenkor ledll a sztképzidés
(HAVERKORT et al. 1990) és a gumé kezdemények kidksa is
(MACKERRON et al. 1988a). A mar kialakult gumokemdnyek
novekedése is dramaian csokkenhet. A bennik fethmith szarazanyag
mennyiségének csokkenése mind a stresgzsségével, mind annak
idétartaméaval aranyos (VAN LOON 1981; MACKERRON et #988a,
MACKERRON et al. 1988Db).

2.2. A vizhiany altal kivaltott élettani és molekuéris valaszok

A mérsékelt 6vi ndvények a nem biotikus erédstresszek kozul
leggyakrabban a vizhianynak, illetve a sééégesen hideg vagy meleg
homérsékletnek vannak kitéve. A vizhiany mértékénekgli@eben
HOEKSTRA et al. (2001) szerint a karosodasnak,zészael szembeni
tolerancianak, két, biokémiailag alapien elté6 mddja kulonboztethét
meg. [1] Kb. 23% viztatartalomig a szabad citoplagmiz veszik el. Az
ilyen mértéki szarazsadgnak ellenalld rendszerek a makromolekulak
hidratburkat képesek uagy stabilizalni, hogy azoknfkomacioja ne
valtozzon lényegesen. [2] A tovabbi vizvesztéslésiéhez a hidratburok
vizmolekulait kell hidrogénhid kotések kialakit@sarképes mas
molekulakkal helyettesiteni. A majdnem teljes kisziés (deszikkacio)



tulélésének képessége gyakori a névényvilagbarhak, pafranyok, ezek
spérai; magasabb reinchévények pollenje és magjai; és bar ritkan, de
bizonyos egész zarvatesm ndvények is rendelkeznek ezzel a
képességgel. Ez utébbiak az egyes szaraz teritetad& Un.
poikilohidratiras névények, amelyeket az angol wiyeirodalomban
Lresurrection plants’-nak, azaz ,feltAmado” novéayek neveznek. Ezek
képesek ellenallni a majdnem teljes kiszaradasmelid rehidratacioval
gyorsan visszanyerik  életfunkcidikat. KozUluk a itdgbb
tanulmanyozott faj aCraterostigma plantagineungScrophulariaceae),
amelynek deszikkacié soran beindulé molekularis haezmusait
részletesen is jellemezték (CHANDLER et al. 1999).

A novényekben az evollcié sordn kialakult szamadtari és
biokémiai védekaz mechanizmus fkodését a génexpresszios mintazat
jelentbs atalakulasa biztositja. Az utobbi 10-15 év sokambnboz
novényfajokbdl j6 néhany, a szarazsag hatasar&kahado gént irtak le
(6sszefoglalo: CUSHMAN et al. 2000, TABAEIZADEH 1®9BRAY
1997, SHINOZAKI et al. 1997; INGRAM et al. 1996).g¥ nemrég
megjelent kdzlemeény arrdl szamol be, hogy 1300 maicay analizissel
vizsgaltArabidopsiscDNS kdzil mintegy 44 expresszids szintje mutatott
emelkedést vizvesztés hatdsara, amelyek kozil B@égt nem irtak le
korabban (SEKI et al. 2001). A vizvesztés soranukatbdo geének
termékei a kovetkézfeladatokat latjak el (BRAY 1997, BRAY 1993):
[1] Enzimfunkciéval nem rendelkézfehérjék és kis molekulasulyu

vegylletek, amelyek egyarant biztosithatjdk a mémik és egyéb



makromolekulak stabilitdsat és a vizvisszatarteeképg fokozasat (LEA,
chaperone, proteaz gatlé fehérjek, ozmolitok). f2]felesleges ionok
megkotése (LEA). [3] A vizszdllitas hatékonysagangkvitasa
(aquaporinok). [4] A feleslegessé valo, vagy sulkamnosodott fehérjék

eltavolitasa (ubiquitinek, proteazok).

2.2.1.LEA fehérjék

A novények szarazsdgesének érdekes aspektusa, hogy a kiszaradas
tulélésének genetikai potencialja jelen van benmikel a legtébb faj
szaporodasa soran a keletkanagok ténylegesen kiszaradnak, majd a
csirazast megétéen rehidratalodnak. igy nem meglephogy a
vizvesztés soran indukalédd geének kozil sok indy&cileirtak az
embridégenezis soran is. A szarazsag-indukalt géeegkik nagy
csoportjanak neve is innen szarmazik: Late Embnyegie Abundant
(LEA) fehérjék. A LEA fehérjék szélesen elterjedi@knovényvilagban
Kb6z6s tulajdonsaguk magas hidrofilicitasuk és udbaktdsaguk, amelyet
gyakran még forralds utdn is ndegnek. Homologiajuk, konzervalt
aminosav doménijeik, altalanos jelenlétik és expi@sk specificitdsa
arra utal, hogy alapwétfeladatuk lehet a szarazsagts kialakitasaban,
ami feltehebleg a citoplazma makromolekularis struktarainak elgue.
Ennek alatdmasztasara azonban kevés kisérletthdandelkezésunkre.
Az arpaHVAL génjének kifejeztetése transzgénikus rizs novérsek
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azok sO és hidef@gtesének javulasat okozta (XU et al. 1996). A LEA
gének expressziojat indukaléo transzkripcidés faktordonstitutiv
termeltetése szintén jelésen noveli a nbvények toleranciajat kulonféle
stresszhatasokkal szemben (JAGLO-OTTOSEN et aB,1RASUGA et

al. 1999). Erdekes megjegyezni, hogy a LEA-6zfmhérjék génjei a
noveényvilagon kivil is megtalalhatéak és legtdbbszimotikus stressz
hatasara indukalodnak (GARAY-ARROYO et al. 2000) d¢leszében,
cyanobaktériumban (CLOSE et al. 1993) és nematdd&BROWNE

et al. 2002).

2.2.2.Aquaporin fehérjék

A sejtes vizszallitas fontos szer@phz aquaporin fehérjek (MAUREL et
al. 2001), amelyek a csatorna fehérjék egy kompkedadjat képezik.
Ezek a fehérjék a viz mozgasat segitik @ltranszmembran vizpotencial
gradiensek mentén, és akar 10-20-szoros vizperitéat@melkedeést is
eredményezhetnek. Expressziojukat és aktivitasukawizellatottsag
szabalyozza. Szamos aquaporin gént a dehidratéabitkal, ilyen példaul
az Arabidopsis rd28 gén (YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al. 1992),
vagy a paradicsomRAMPgén (FRAY et al. 19941. plantagineurban

is szamos aquaporin gén indukalodik a kiszaradébjainat soran
(MARIAUX et al. 1998).
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2.2.3.0zmolitok és oldhat6 cukrok akkumulacioja

A novények az ozmotikus potencial fenntartdsat igfisc alacsony
molekulasulyl szerves vegyiletek, ozmolitok sziis#®zl biztositjak.
llyen ozmolit példaul a prolin, trehaldz, glicintb@, mannitol, szorbitol,
fruktan (BOHNERT et al. 1995). Ezek a molekulak dienl
vizoldhat6ak és a sejt normdlis funkcibival szemheumtralisak, még igen
magas koncentraciokban is (YANCEY et al. 1982). irk&e Ugy
gondoltadk, hogy feladatuk élsorban az, hogy ozmotikus hatasuknal
fogva segitsék a sejtek turgoranak fenntartasat. Upgbb kisérleti
eredmeények viszont azt mutatjdk, hogy méar az oxwusti hatds
kialakitAsanal alacsonyabb koncentracid6 melletfjaidtjak a stressz-
toleranciat. Szerepuk valésiieg inkdbb a dehidratalodott
makromolekuladk szerkezetének stabilizalasa, mioigghazt azin vitro
kisérleti eredmények is igazoltdk (SANTORO et al.997,
PAPAGEORGIOU et al. 1995, HOEKSTRA et al. 2001).

Vizhiany kovetkeztében a prolin szintézist Wed2-5-CS gén
indukalddik. Ezzel parhuzamosan a lebont6 enzimégék EroDH)
aktivitdsa csokken, igy a sejtek prolintartalma keaik (YOSHIBA et
al. 1997). AP-5-CSgén konstitutiv termeltetése (KAVI KISHOR et al.
1995) és antiszensz gatlasa (NANJO et al. 1999)foepggn azt
bizonyitjak, hogy ez a vegyulet fontos szerepeizjitaz ozmotolerancia

kialakitdsaban.
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Régota ismert, hogy a nem redukal6 diszachatiethealdz, magas
koncentraciéban fordul &lolyan szervezetekben (pl. élegztamelyek
képesek a teljes kiszaradast tulélni (CROWE et18B2), és bar a
magasabb rerid névényekben folhalmozodasa ritka, jél kimutathatd
mennyiségben megtalalhatd néhany poikilohidratindgenyben is. A
trehaléz n vitro hatékonyan képes dehidratalt enzimeket és lipid
membranokat stabilizalni (CROWE et al. 1992, COLA€EDal. 1992).
HOLSTROM et al. (1996) aRUBISCO kis alegység génjének
promoterével éleséttrehal6z—6-foszfat-szintaZ PS) gént fejeztettek ki
transzgénikus dohany novényekben. A transzgénikudvények
szérazsagtolerancigja jelést mértékben megit. Erdemes azonban
megjegyezni, hogy optimdlis féfési korilmények kozott e ndévenyek
novekedeési ratdja 30-50% csokkenést mutatott, iggzeadk stressz-
indukalhaté promoterek alkalmazaséat javasoljak aakgsgtatban is
alkalmazhat6 novényfajtakdadllitasara.

A glicin-betain rendkivil hatékony ozmolit, amedkntermelésére
rendszertanilag nagyon tavoli fajok is képesek,dgyes, éleg szaraz és
soOs terileteken &l magasabb refidnovények is. Sok mégazdasagilag
fontos névény azonban nem termel glicin-betaint.r &b mint tiz
azoknak a kozleményeknek a szdma, amelyekben g@mi&ns novények
stressz-ellenallosagat glicin-betain szintéziséleltek (SAKAMOTO
et al. 2001).Mint azt tobb esetben is megallapitottak, a traésiqis
ndévények glicin-betain koncentracidja tul alacsomlt ahhoz, hogy
védbhatasukat ozmoregulatorként fejtsék ki. Sokkal sazidibb tehat,
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hogy a glicin-betain a membranok és komplex felkésj@bilizalasaban
jatszik szerepet.

Cukor-alkohol tipust molekulak, mint a mannitoARCZYNSKI
et al. 1993, SHEN et al. 1997), a szorbitol (TAO at 1995,
SHEVELEVA et al. 1998) és a D-ononitol (SHEVELEVA a&. 1997)
transzgeénikus szintézisére is tobb préobalkozasntrtA kedveé hatasok
mellett ezek az eredmények ugyanakkor arra is Vighkia figyelmet,
hogy a transzgén &ltal szintetizalt metabolitoknmi@lgas koncentracidban,
vagy nem megfelél szubcellularis lokalizacioval karositoan hathataak
novényekre.

A szacharéz-szintdzS(3 és a szacharéz-foszfat-szintd3p$
gének altal kodolt enzimek a szachardz-szintézisskmnzimei. E gének
vizvesztés soran tortérnindukcigjat tobb esetben leirtak (PELAH et al.
1997, DEJARDIN et al. 1999, GEINBERGER et al. 199@mi
egybecseng azzal, hogy a novényekben vizvesztésdnata oldhato
cukrok halmozédnak fel. A szarazségt C. plantagineumvizvesztés
soran 8 szénatomos cukorforrasat, a 2-oktuloztakitm szachardzza
(BIANCHI et al. 1991), amit aSus és Sps gének indukcioja kisér
(INGRAM et al. 1997, KLEINES et al. 1999). Az oldhacukrok szerepe
a stressz-valaszban, ozmotikus aktivithsuk melleakarcsak az
ozmolitoknak,fehérje stabilizaldo képesseégik lehet (CARPENTER et
1990).
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2.2.4.0xidativ stressz

Vizhiany kovetkeztében a sztomak bezarédnak, elérhet CO,
mennyisége csOokken a fotorendszerekben aramlé elektronok
elszabadulhatnak, és az oxigénnel reaktiv oxigékiikagi kepezhetnek.
gy tehat a vizhiany kovetkeztében oxidativ stredéphet fel
(TABAEIZADEH 1998). A no6vények szamos mechanizmlssa
rendelkeznek az oxidativ stressz elleni védekezéshevel az sok mas
biotikus (korokozok) és abiotikus eretdlestressz (hideg, & magas
fényintenzitas, egyes herbicidek) kovetkezményekénkialakulhat. A
reaktiv oxigéngyokok ellen két alap@etédekezési mechanizmus alakult
ki. [1] Az oxigéngyokok atalakitasa torténhet eraiikus uton: ilyen
enzimek a szuperoxid dizmutazok, katalazok. peéxo#t. [2] A reaktiv
oxigéngyokok eltavolitasat azok megkotésével ,gggk’ molekulak is
végezhetik, mint pl. a redukalt glutation, aszkosav, poliolok,
szénhidratok, tokoferol. Az enzimatikus mechanizokudatékonysaga
Iényegesen érzékenyebb a hidrataltsag fokara,amem enzimatikusoké
(HOEKSTRA et al. 2001). Transzgénikus novények d#me stressz
ellendliésdgat mind enzimatikus (MCKERSIE et al.99Q mind
gyokfogd (ROXAS et al. 1997) termésiehechanizmussal sikerilt mar

javitani.
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2.2.5.Toxikus termékeket hatastalanit6 mechanizmusok

A vizhiany koévetkeztében karosodott makromolekulébomlasakor
toxikus hatasu termékek is keletkezhetnek. Az ezdiatastalanitd
mechanizmusok szintén hozzajarulhatnak a tolerafakazasahoz. A
lipid lebomlas eredményeként példaul kéaros lipdiehidek
keletkezhetnek. OBERSCHALL et al. (2000) lucernadefi alddz-
reduktdz enzimet konstitutiv promoterrel fejeztettd transzgénikus
dohanyndvényekben. Ez az enzim a lipid-aldehideket karosito lipid-
alkoholokka alakitja, és igy a transzgénikus noe&njelends stressz-

toleranciat mutatnak.

2.3. A génexpresszio szabalyozasa vizhiany soran

Minden éblény adaptiv mechanizmusainak alagveilajdonsaga, hogy
kulsé hatasra indukalédik, és igy a szervezéfarasait csak szikseéeg
esetén mozgositja. Ennek megfédl a névények szamos mechanizmust
fejlesztettek ki, amelyekkel a kornyezeti stressxbekat érzékelik, a
jelzéseket kozvetitik, 6sszehangoljak, hogy rajuknegfeleb modon
reagaljanak. A kulonb&z kdrnyezeti hatasok tdbbféle jelatviteli, an.
szignal transzdukcios uton keresztll szabalyozzalgéaexpresszio

mintazatat. Ezek a szignal transzdukcidos utak sganielyen
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kapcsolodnak egymashoz, aminek kovetkeztében dgiviteli halozat

jon létre.

2.3.1.A vizhiany érzékelése

A vizhiany tobbféle fizikai valtozast okoz, mint Ipéul a csokked
vizpotencidl, csokkeénturgor, kis és makromolekuldk koncentraciéjanak
valtozasa, vagy a sejt térfogatanak valtozasamolekularis szint
valaszfolyamatokat ezek felismerése indithatjad&IAO 1973).

Alacsonyabbrenifl szervezetek ozmoérzékelési mechanizmusait
genetikai mutansok felhasznaldsaval vizsgalEdcherichiacoli-ban 30
kulonféle, an. ,két-komponensrendszer (two-component system) - egy
szenzor és egy valasz regulator (response regulat@gzi a kérnyezeti
allapotok felismerését (MIZUNO 1998). A szenzoly &g 0zmoszenzor
EnvZ is, egy membréanfehérje, amely aktivaldsakgelet intracellularis
hisztidin autokinaz domeénjén keresztul tovabbija.foszfat csoport
azutan a valasz regulatorban a hisztidliegy aszparaginsav aminosavra
kerll. Az ozmoérzékeléskor aktivalédd valasz reigujaaz OmpR, egy
DNS-kob fehérje, amely két kilsmembran porin fehérje, az ompF és az
ompC transzkripcidjat szabalyozza.

Hasonldé két-komponefis rendszer rikédik Saccharomyces
cerevisiaeben is. A folyamat azonban amit elindit, mar ediyblépcés
His-Asp foszfotranszfer folyamat (OHTA et al. 1993y éleszé Sinl
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fehérje egy ozmoszenzor, amely a két-kompofhemndszer mindkét
komponensét egy fehérjében tartalmazza. Amikor A ®zmotikus
stresszt érzékel, inaktivalodik, ez pedig kozvewgy MAP kindz
kaszkadot (lasd kébb) aktival (WURGLER-MURPHY et al. 1997).
Ehhez a MAP kindz kaszkadhoz élésen egy masik, fliggetlen
ozmoszenzor, a Shol fehérje is kapcsolédik (MAEDAI€1995).

Feltehebleg a ndvényekben is az élggdtez hasonld érzékelési
mechanizmusok tikddnek. URAO et al. (1999) egy, az Sinl-hez hasonl6
két-komponens erzékeb molekula génjetATHKY) irtdk le Arabidopsis
bol. Az ATHK1-nek két transzmembran domeénje, egsztiiin-kindz
doménje, és egy, a valasz regulatorokhoz hasontbéd@ van. Az
ATHK1 komplementélja az élesz6SLN1mutanst. URAO et al. (2000a)
harom potencidlis foszforilaciés kozvétit fehérje (phosphorelay
intermediate) génjét ATHP1-3, és 4 potencialis valasz regulator
(ATRR1-J génjét klonoztak, amelyek kozil az ATHP1 élédatt-hibrid
rendszerben képes egydutitkddni az ATHK1 fehérjével. Ez alatamasztja
az élesat-szefi modell létezését, amit ugyanakkor azonban
megkérdjelez az a tény, hogy az ATHP1 két masik ismerténgv
hisztidin-kindzzal is képes egyutikbdni, mig az URAO et al. (2000a)
altal klonozott ATRR fehérjék egyikével sem. Eggsait-szeki rendszer
mikodését mégis elképzellbge teszi az a tény, hogy awrabidopsis
genom sok mas olyan annotalt szekvenciat tartalraamlyek valasz
regulatorokat kddolhatnak (URAO et al. 2000b).
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2.3.2.A vizhiany szignaltranszdukcioja

A novényvilagban szamos jelmolekula, és szabalyeh@&rie végzi a
kilénbod kornyezeti szignalok tovabbitaséat. llyen jelmoleként valt
ismertté pl. a kalcium ion, a cGMP, a NO, lipidekyagy éppen a
kilénb6 ndvényi hormonok, kdzottlik a stressz-valasz syabakaban
kiemelkeden fontos abszcizinsav (ABA). A szabalyozé fehéikékuil a
legfontosabbak a protein foszforilaciot és defosloiot végd kindzok

illetve foszfatazok.

2.3.2.1._ MAP kin4zok

Elesztben és allatokban a MAP (mitogen-activated protkiniz
kaszkadok jol ismert szignaltranszdukcios mechansok, amelyek
parhuzamosan képesek kulonbgeleket tovabbitani, és igy a sejtciklust,
vagy éppen a stresszvalaszokat, szabalyozni. A MiaBzok (MAPK)
aktivizalasat MAPK-kinazok (MAPKK), azok aktivaldggedig MAPKK-
kindzok (MAPKKK) végzik. Ez utobbiak ttbb-keveselditétellel a
plazma membran szenzor molekulakkal allnak kaptsata(BOGRE et
al. 2000). MAP kindzok ndvényekben is talalhatdaizottik olyanok is,
amelyeket ozmotikus stressz aktival. ICHIMURA et @000) harom
olyan MAPK-kinazt irtak le, amelyekrabidopsisban sé, hideg, sebzés
€s egyéb kdrnyezeti szignalok hatasara enzimatikusktivalddnak.
Lucerna sejtekben a ,salt-stress-inducible MAP &aia (SIMK)
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aktivalodik ozmotikus stressz hatasara (MUNNIK eb 4999).
Dohanyban egy hasonlé MAPK aktivalodik ozmotikuseessz hatasara,
ez a SIPK (salycilc-acid-induced protein kinaseKRALAJCZYK et al.
2000). Tovabba, eggrabidopsisfehérje, amely keresztreakciot mutat a
dohany MAPK antitesttel, szintén aktivalodik ozrkos stressz hataséara
(HOYOS et al. 2000). Izolaltak egg lucerna SIMK-t aktivalo MAPK-
kindzt (KIEGERL et al. 2000), és egy, a dohany SiRK kodlcsdnhato
MAPKK-t is (LIU et al. 2000). A MAP kinaz kaszkadakhat a novényi
stressz-szignal atvitelboen is részt veszneBzerepik pontosabb
feltérképezéseéhez azonban tovabbi,éssban funkcionalis analizis

szilkséges, kulonos tekintettel a kaszk&dok ,,oudpal{” mibenlétére.

2.3.2.2. Kalcium és kalcium szabalyozott fehérjék

Bar a sokféle szignal transzdukcios folyamat nagyok ponton
kapcsolddik egymashoz, nincs még egy olyan sokdf@tayezeti ,input”
kozvetitésében résztwevszigndl komponens, mint a kalcium. llyen
példaul a voros fény, abszcizinsav, gibberellinnotikus stressz, hideg,
meleg, érintés, gomba elicitorok, oxidativ stresdQD faktorok
(SANDERS et al. 1999). A sejtek citoplazmas szabad koncentracidja
([Ca?"].) alapéllapotban jéval millimolaris koncentracié alagn, ami
azonban a koérnyezeti hatasokat kdeet gyorsan megemelkedik. A
kialakul6 valaszt feltehéteg egyitt befolyasolja az emelkedés kinetikaja,
mértéke és a CGh sejtbeli forrasa (KNIGHT et al. 2001). A [Ex
valtozasai CH-regulalt fehériéken keresztill fejtik ki hatasukiizek
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legfontosabb csoportjai a kalmodulinok, kalciumgé@gorotein-kinazok
(CDPK-K) és kalcium-regulalt foszfatazok.

A kulénbod jelatviteli utak kozoétti specificitas szétvalaszban
szerepet kaphatnak e fehérjék kulonbdzoformai (HEO et al. 1999,
SHEEN 1996) is. AzArabidopsisgenomban tébb mint 40 CDPK gén
talalhatd, ami Bséges teret biztosit a specifikus feladatok elkité$ere
(HARMON et al. 2000). A [CE]. a szerin/treonin-foszfatazokra
(PPazok) szintén hat. Egyikik, az SOS3 s6 strgmszfikus, €s a nagyon
jol feltérképezett SOS (Salt Overly Sensitive) @itban vesz részt (ZHU
2001). Természetesen a specifikus folyamatokonatzila tény, hogy a
[Ca®]. nagyon sok kornyezeti hatas kovetkeztében megenik|ke
valoszirisiti azt, hogy ez az egyik olyan pont, ahol a kktix szignal
utak csatlakozhatnak (KNIGHT et al. 2001).

2.3.2.3. Abszcizinsav

A sok novényélettani folyamat szabalyozasabartvégz nbvényi
hormon, az abszcizinsav (ABA), szerepe mar tobhzédé intenziv
kutatas targya (6sszefoglalé: SEO et al. 2002, HERFIGTON 2001,
SHINOZAKI et al. 2000, GRILL et al. 1998; LEUNG eatl. 1998;
BONETTA et al. 1998). Az ABA-nak doét szerepe van a kés
magfejbdés szabalyozasaban, valamint a koérnyezeti stiassze
(vizhiany, so6, hideg) adott novényi valaszok kialdakaban. Az ABA
koncentracié az embriéféllés kési stadiumaban, nem sokkal a mag
kiszaradasa és a dormancia kezdetét ehegemelkedik. A csirdzas
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folyamataban a gibberellinsav antagonistajakéiikadik. ABA-deficiens
mutansokat korai csirdzasu mutansok izolalasakalisk ebszor. ABA-
antitestet termél transzgénikus dohanynévények gyakorlatilag szabad
ABA mentesek és magjaik féfési rendellenességeket mutatnak
(PHILLIPS et al. 1997).

Emellett vegetativ szévetekben az ABA bioszintéarszhiany
kovetkeztében is meginduh szérazsdg stressznek kitett levelek ABA
koncentraciéja magas szintet mutat. Ennek az dsggésnek a
felismerése sugallta @zor, hogy az ABA stressz-valasz koz\etit
hormon. Valoban, a legtdbb ABA-deficiens mutanshaizzartasa seértilt,
sztomazarédasuk szabalyozasa rendellenes, viztddszaképességuk
csokkenése kovetkeztében hervadasos tlneteket nakitat A
gyokerekben termelt ABA felteh#deg hosszu tavu szignalként hat
talaj kiszaradasanak megindulasaval a levelekha jkitvaltja a sztomak
zarddasat, igy a novény a csokketizforras mellett csokkent mértékben
folytatia a parologtatast is. A szarazsag-tolemntiechanizmusaihoz
szorosan kapcsolodé modon az ABA részt vesz a s lideg valasz
kozvetitésében is, valamint a sebzés é§ stiessz jelatvitelében is. @.
plantagineundeszikk&cio tolerancigjanak kialakitdsaban isderszerepe
van az ABA-nak.C. plantagineumkalluszkultirak 4 napos ABA
elokezelést koveien képesek tulélni a kiszaradast, mig ABA nélkithne
(BARTELS et al. 1990).

Az ABA indukalt szignal transzdukcié elemei koziitenziv
kutatasok ellenére is csak viszonylag keveset ignkerFeltehdtleg az
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ABA-nak létezik mind plazmamembran, mind pedig beteceptora,
ezeket azonban még nem sikerdlt izolalni (HETHERT®I 1999). Az
ABA inszenzitiv mutdnsokapi) izolélasa, jellemzése és klonozésa mind
pozitiv, mind negativ szabélyozé elemek azonodit&édmeényezte.
Kozuluk azabi3-5gének transzkripcios faktorokat kédolnak.

A magasabb szifit szabalyozasban a fehérje foszforilacié és
defoszforilacié minden bizonnyal jelést szereppel bir. Erre kdzvetett
bizonyitékot eleinte széles spektrumu protein-kigaddk (pl. K-252a)
hasznalata nyujtott, mivel igy gatolhaté az ABA4Rdlt sztomazarodas
€s génexpresszio (HEY et al. 1997, SCHMIDT et 8B5] WU et al.
1997). Ugyanakkor kindz gatlok alkalmazasaval destralidk azt is,
hogy protein-kindzok negativ regulatorként idikidnek (PEI et al.
1997). Kégbb sikertlt is tébb, az ABA hatasaban kozii&ado protein-
kindzt azonositani. llyen példaul egy zarésejt-dipeis fehérje-kinaz
(AAPK), amelynek nikddése nélkiulozhetetlen az ABA-indukalt
sztomazarddashoz (LI et al. 2000), vagy a PKABA1ak| amely részt
vesz az ABA-figgd génexpresszi0 szabalyozdsaban MEXO
CADENAS et al. 1999).

Az ABA jelatvitelében szerin/treonin protein-fost#aok is részt
vesznek. Az okadainsav egyes csoportjaik inhibikiéna hat. Okadainsav
kezeléssel a novényi ABA-valaszt csokkenteni ésoZak is lehetett
(SCHMIDT et al. 1995, HEY et al. 1997, PEI et a89%, KUO et al.
1996), vagyis ezek a foszfatdzok pozitiv és negatjulatorként egyarant
részt vesznek az ABA hatasanak kifejtésében.
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Az abil és abi2 mutansok analizise tarta fel a PP2C-tipusu
foszfatazok szerepét az ABA jelatvitelében. Ez & Aébidopsisbdl
izolalt ABA-inszenzitiv mutans (KOORNNEEF et al. 8® pleiotrép
fenotipikus valtozdsokat okozott. llyen volt péld@az ABA-rezisztens
csirdzas és hajtasndvekedés, valamint a gazcsésskyiabnormalis
mikodése. Azabil-1 és abi2-1 mutansok tovabbi intenziv vizsgéalata
soran kiderult, hogy a mutaciok két homol&P2C gént érintettek.
Funkci6juk meghatarozasat azonban nehezitette #nyy hogy ezek
dominans mutansok voltak (MEYER et al. 1994, LEUNGal. 1994
LEUNG et al. 1997, RODRIGUEZ et al. 1998). A &Bb izolalt
recesszivabil mutansok viszont nem ABA-rezisztensek, hanem éppen
ellenkedleg ABA-hiperszenzitivek voltak, csakugy, mint acessziv
abil és recessziwbi2 dupla mutansok. Tovabba az ABI1 és ABI2
foszfatazok aktivitasa ABA hatasara fokozodik (GOST al. 1999,
MERLOT et al. 2001). E mutédnsok analizisének eregmeéz a modell,
miszerint részben &tfédfunkcioval, az ABI1 és ABI2 foszfatazok az
ABA valasz negativ regulatorai, egy negativ vissasmasi hurokban.

Elesztben csak 5 PP2C talalhatod, ezzel szembeArahidopsis
genomban harmincnal is tobb PP2C-8zgén van. A recessziabil és
abi2 dupla mutansok vizsgélata azt mutatta, hogy az ARAkalt
foszfataz aktivitasnak csak mintegy 50%-a tulajtaatd e két enzimnek
(MERLOT et al. 2001). Valészintehat, hogy az ABA-indukalt szignal
transzdukciéban mas PP2C foszfatazok is részt ekszn
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2.3.3.A vizhiany-indukalt gének promoterei és transzkbpéaktorai

A vizhiany érzékelésével aktivalodott szigndl tehscids
mechanizmusok egy sor gén expressziojat megvalj@iztaA vizhiany-
indukalt gének kozul sok promoterét izolaltdk, d@sonter génekkel
igazoltak azok stressz-indukalhatésagat. A promemkvenciakban a
transzkripcidés faktor fehérjék kiilését un.ciszelemek biztositjak,
amelyek rovid (altalaban <10 nukleotid), de nagyamzervativ DNS
szekvenciak. Ezek kozil, és a hozzajuk kapcsol@h@rjek kozul is

viszonylag sokat izolaltak és jellemeztek mar.

2.3.3.1._b-ZIP fehérjék

A bazikus leucin cipzér (basic leucine zipper,|B)dehérjek egy
bazikus aminosavakban gazdag DNS 6kdadomént, és egy vele
szomszédos leucin cipzéar fehérje dimerizaciés dorstalmaznak. Az
ABRE (ABA-responsive element) tipusgiszelemeket k&t b-ZIP
faktorok bizonyara fontos szerepet jatszanak az ARjkalt
génexpresszidban. llyen példaul a buza EmBP1 (GINEAN et al.
1990), a dohany TAF-1 (OEDA et al. 1991), a rizs B28
(NAKAGAWA et al. 1996) és OsZIP-1a (NANTEL et al9g6). UNO et
al. (2000)Arabidopsisbal izolaltak két ABRE-kdt b-ZIP fehérjét kodolo
cDNS-t (AREB1-2), amelyek transzkripcionalisan a&tddnak vizhiany,
s6 és ABA hataséra. Mindkét fehérje képes ABREI &rabalyozott
riporter gént ABA hatasara indukalni. Aabi5 ABA-inszenzitiv
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mutacioért feléls gén is AREB-szérfehérjét kodol (FINKELSTEIN et
al. 2000). Ezelidl fuggetlenul izolaltdk az ABF (ABA-responsive elent
binding factor) csalad tagjaifrabidopsisbél, amelyek szintén részt
vesznek az ozmotikus stressz jelatvitelében (CH@I. €000).

2.3.3.2._Myb és Myc fehérjék
A Myb fehérjék egy altaldnosan elterjedt konzerua@nszkripcios

faktor csalad. Novényekben is nagyon sok Myb fehédglalhaté a
funkciok széles skalajaval. A Myb motivum haromkssaz nem tokéletes
ismétbdéeséll all, amelyek egy helix-turn-helix-sZemotivumot hoznak
létre. Minden isméfidé szakaszban 18-19 aminosavanként harom
triptofan talalhatd, ezek alakitjiak ki a funkciosalMyb domén
masodlagos szerkezetét (MEISSNER et al. 1999). Zhiany-indukalt
Arabidopsis Atmyb-2 az ABA- és vizhiany-indukalhatdd22 gén
expresszidjdnak pozitiv szabalyozoja (ABE et al97)9 Myb-szefi
géneket Craterostigmabdl is kl6noztak: a gyokeér-specifikugpm?
vizhiany-, mig apm10ABA-indukalhaté (ITURRIGA et al. 1996).

A Myc fehérjgk bHLH (basic helix-loop-helix) domén
tartalmaznak, ami két szubdoméhBll: egy, a b-ZIP-ekben talalhatéhoz
hasonl6 bazikus régid, amely a DNS kotésért delelés egy, a
dimerizacioért feléls helix-loop-helix (HLH) domén. A vizhiany-, s6- és
ABA-indukalhatd Arabidopsis rd22BPIgen, amely egy Myc homolég
transzkripcids faktort kodol, szintén részt veszd22 gén aktivadlasaban
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(ABE et al. 1997). Azd22BP1lexpresszioja megéti azrd22 génét, ami

alatdmasztja fikodésuk hierarchiajat.

2.3.3.3. AP2/EREBP domén

Arabidopsis vizhiany- és hideg-indukalhaté gének vizsgalata

vezetett az un. C-repeat motivum (CCGAC) felfedéaés Ugyanez a
motivum megtalalhatd a DRE (dehydration-responsieisgelemben is,
amit a vizhiany- és hideg-indukalhatd29A gén promoterében irtak le
elészor (YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al. 1993). Kashb két, ehhez
specifikusan kapcsolddoé fehérje faktort (DREB1A,EBRA) is izolaltak
(LIU et al. 1998). A C-repeat hideg-indukalhaté eénpromoter
régioiban is difordul. STOCKINGER et al. (1997) izolaltak egy cDNS
kliont (CBF-1), amely egy C-repeat/DRE-&daktort kédol. A DREB és
CBF fehérjék AP2/EREBP domént tartalmaznak, antramszkripcios
aktivator faktorok jellemé&e. Funkciéjuk alapjan a DREB faktorok két
csaladra oszthatoak: a DREB1/CBF faktorok a hidegy a DREB2
faktorok a vizhiany szignal-transzdukcidjaban vegzn részt
(SHINOZAKI et al. 2000). SEKI et al. (2001) cDNS caroarray
analizissel 12 stressz-indukalhaté potencidlis DRAB célgént
azonositott. Kdzuluk 6 korabban ismeretlen volt.

DREB1A/CBF kifejeztetése transzgénikus névéenyekhéwmelte
azok fagy, vizhiany és so tolerancigjat, mikozbesgemelte a DREB1A
célgének expresszidjat (LIU et al. 1998, KASUGAakt 1999). A35S
promoter altal kifejeztetett DREB1A azonban stressuentes
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koérilmények kozoétt a kontroll novényeknél komolylddési hatranyt
okozott. A stressz-indukalhatd29A promoter hasznalata minimalizalni
tudta ezt a karos hatastétS az rd29A promoter hasznalata nagyobb
mértéki toleranciat biztositott a vizhiany, s6 és fagyaokité hatasaival
szemben, mint a35S promoteré. Azrd29A:DREBI1A rendszer egy
Ongerjeszi rendszer, ami stressz hatadsara expresszélja a DREB
fehérjét, és ez végll is a célgének nagyobb méegkresszidjat okozza.
Ez a rendszer egy nagyon elegans példa arra, hoggss-specifikus
szabalyoz6 elemek felhasznalasa milyen potendeistiségeket hordoz

a stressz tolerancia biotechnoldgiai fokozasara.

2.3.3.4_HD-ZIP fehérjék

Homeodomeén-leucin cipzar (homeodomain-leucine ezippiD-

ZIP) géneket eddig csak novényekben azonositoftakaltaluk kdédolt
fehérjék fejbdési és kdrnyezeti valaszok szabalyozasdban veseések
A HD-ZIP fehérjékben egy DNS-kéithomeodomén mellett egy leucin
cipzar motivum talalhato. A stressz-indukalhBio-ZIP gének bizonyara
szerepet jatszanak a stressz-gének expresszitgaablidlyozasaban, bar
ilyen HD-ZIP fehérjék altal szabalyozott célgéneketdig nem sikerdlt
azonositani. Craterostigmabol két, kéthibridrendszerben kdlcsdnhato
HD-ZIP fehérje génjét izolaltakCPHB-1, CPHB-2 FRANK et al. 1998).
Mindkét gén indukalhato volt vizhiany altal, ABAzZedésre azonban csak
a CPHB-2 transzkriptum szint emelkedése indult nheipetséges tehét,
hogy a két fehérje ABA-fudg és ABA-flggetlen jelatviteli utak
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kapcsolodasi pontjan itkodik. Arabidopsisban harom vizhiany-
indukalhat6 HD-ZIP gént azonositottakTHB-7 (SODERMAN et al.
1996),ATHB-6(SODERMAN et al. 1999) éaTHB-12(LEE et al. 1998).
Mindharom gén ABA-flig§ modon reagélt a vizhidnyra, és AZHB-7

nem volt indukalhatd ABA bioszintézis mutans novay.

2.3.4.A szignal transzdukcids utak hal6zata

A sokféle kornyezeti hatas altal kivaltott adapd&cifolyamatokat a
génexpresszidés mintazat ,atprogramozasa” biztosi@a a folyamatot
szamos szignal transzdukciés mechanizmus iranyfjastressz- és
hormon-indukalhaté gének vizsgalata soran azonkigerilt, hogy
kulonbo®d kornyezeti stimulusok gyakran ugyanazokat a géneke
indukaljak. A szignal transzdukcios folyamatok ed#nek vizsgalata
pedig azt mutatta, hogy ugyanazok az elemek tobtKéinyezeti hatas
kozvetitésében is részt vehetnek. Mindélaz kdvetkezik, hogy ezek az
utvonalak nem kdlonallo egységek, hanem inkdbb égyyolult
jelatviteli halézat részei, amelyben a specificithkabb kivétel, mint
szabaly. igy lehéwé valik az adaptiv valaszok finomhangolasa, itetv
sokféle lehetséges kidlshatas jelatvitele is viszonylag csekély szamu
atvivé elem kombinacidjaval biztosithatd. Természetesedtedéseket
az is magyarazza, hogy a kulonb&resszhatasok gyakran azonos gének
mikodésbe |épését teszik szilkségesseé.
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Stressz valasz és stressz tolerancia

1. abra. A kezdeti vizhiany, illetve hideg stressz-szignés a
génexpresszids valtozasok kodzotti szignal transzdekmechanizmusok
Arabidopsisban. Folyamatos nyilak a vizhiany, szaggatottakyd hideg
szignal transzdukcidjaban résztéemnechanizmusokat jelolik. (Atvéve:

Shinozaki et al. 2000)

A stressz-reguldlt szignal transzdukciés utvondlakotti kapcsolatok, az
an. ,cross-talk” intenziv vizsgalati teriletté vadtz utdbbi idben
(6sszefoglalo: FINKELSTEIN et al. 2002, KNIGHT etl. a2001,
GAZZARRINI et al. 2001, ZHU 2001, SHINOZAKI et al2000,
JENKINS 1998, SHINOZAKI et al. 1997).
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A vizhiany jelatvitele kapcsolatban van tébbek &ba fostressz,
az anaerbiozis, az oxidativ stressz, a sebzéstilén e#agy a cukor
jelatviteli folyamataival, de kiléntésen sok figyedtrkaptak a vizhiany, a
sostressz és a hidegstressz szignal transzdukce&hamizmusainak
Osszefluggései. Ezek szerint legaldbb hat szigaakidukcios utvonal
létezik a kezdeti vizhiany vagy hidegstressz szigisaa génexpresszio
valtozasai kozott (1. abra). A vizhiany altal indlikgének tébbsége
indukalhatdé ABA-kezelés vagy hideg hataséara is,aésilyen tipusu
jelatviteli mechanizmusok elemei megleisgn jOl ismertek. Sernisz
elemet, sem mas, magasabb szistzabalyozd elemet nem sikerlt
azonban azonositani azon az utvonalon, amie@d gént indukalja
Arabidopsisban, és amelyik fiiggetlen mind az ABA-, mind a€yd

indukalhaté gének szabalyozasi mechanizmusaitol.

2.4. AzASR gének és DS2

A vizhiany altal indukalt gének jo része ABA kezelgatasara, vagy a
termésérés soran is indukalédik. llyen a paraditgdnizolalt ASR1
(ABA-, stress- andipening-induced) gén is (IUSEM et al. 1993). Kldls
kidertlt, hogy az ASR1 egy kisebb géncsalad tagjdASR1-ASR4
AMITAI-ZEIGERSON et al. 1994, GILAD et al. 1997). zZAASR
génekhez homoldg gének széles korben elterjedtekvanyvilagban.
llyen géneket izolaltak ferdpél (CHANG et al. 1995), oriascitrombdl
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(CANEL et al. 1995), kajszibarackbdl (MBEGUIE-A-MEBRJIE et al.
1997), kortéBl (ITAI et al. 2000) és liliombol (HUANG et al. 200 is.
Béar elterjedésik nagyon &ltalanosnékik, az Arabidopsisgenomban
nem talalhatbASRhomoldg szekvencia. A fefigdl izolélt Ip3 gén,
hasonléan a paradicsom génekhez, szintén egy kigénlesaladhoz
tartozik, amelynek eddig 4 tagjat ismerjuk (PADMARKHAN et al.
1997). Kulénleges tagja a géncsoportnak a burgamyabpan hideg
tarolas soran akkumulélodi21l (VAN BERKEL et al. 1994), amelynek
két szorosan kapcsolt génje vabli21A és Cl21B (SCHNEIDER et al.
1997).

Szintén ASR homoldg a S. chacoensevad burgonya fajbdl
csoportunk altal kordbban izolalt DS2 cDNS (SILHAWY al. 1995). A
DS2 hasonlban azASR génekhez, vizhiany kovetkeztébenssen
indukalodik, viszont azokkal ellentétben nem ABAhikalhato.

A j6l konzervaltanASRhomolog szekvencidban a 29. és a 147.
aminosavak kozott a DS2-ben egy inzert talalhatbelp az ebsen
hidrofii  GDDNK/TYGEKTSYG konszenzus szekvencia 1Mhem
tokéletes isméddéséll all. A kajszibarack cDNS szintén hordoz egy
ismétbdo mintadzatu inzerteASRhomolog részei kozott. A fefiyp3-ban
és a liliomLLA23ban is van egy-egy kisebb inzert, ezek azonban nem
ismétbdo szerkezdiek. A killonbdd inzert szekvenciak nem homoldgok
egymassal, d&6zos tulajdonsaguk hidrofil jellegik. AASRhomolog
gének funkciéja nem ismert, aminosav szekvenciajakapjan

valdsziriileg a-hélix strukturakat alakitanak ki, és a fehérjetekma
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sejtmagban lokalizalodik (GILAD et al. 1997). BS2 C-terminalisan
talalhatd egy sejtmag lokalizaciés szignal, amidsainisiti, hogy ez a
fehérjetermék is a nukleuszban akkumulalédik.

A DS2 N-terminalisaba inzertalodott isntéld szerkezet
szekvencia szakasz valos#izg an. ,random coil” szerkezetet alakit ki.
Ez a szerkezet a LEA fehérjék 1. csoportjara jetterkzeknek a hidrofil
LEA fehérjéknek feladata feltelédeg a citoplazma makromolekularis
struktarainak a védelme a kiszaradas®lszerkezeti hasonldsag és a
sejtmag lokalizaciés szignal alapjan SILHAVY et(@l995) szerint a DS2

fehérje hasonl6 funkciot lathat el a sejtmagban.

Mindezek alapjan munkank célja kitvolt:

[1]: A DS2 vizhianyban betoltétt szerepének igazolddaS? konstitiv
kifejeztetésével, illetve antiszensz gatlasavahdzgénikus burgonya

novényekben.

[2]: A DS2 szabéalyozasanak vizsgalata, egyrészt a gén kizdnbaz
ozmotikus stresszel kapcsolatba hozhaté - stressaila altali
indukalhatésaganak vizsgéalataval, masrészZDS2 gén promoterének

izolalasaval és jellemzésével.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Vegyszerek

Kisérleteinkhez a Reanal, Sigma, Serva és Flukakcédtal gyartott
vegyszereket és az MBI Fermentas, Appligene OnsoPrémega altal

gyartott enzimeket hasznaltuk.

3.2. Plazmidok

A munkank soran hasznalt kiindulasi klbnoz6 veklitatoés plazmidokat
az 1. tébldzatban foglaltuk Ossze. Az ezek alappfiteszitett, és
kisérleteinkhez felhasznalt plazmid klénokat a dbldzatban foglaltuk

0ssze.

3.3. Taptalajok

Az Escherichia colibakteridlis és fag munkdkhoz LB, NZY és NZY top,
Agrobacterium tumefaciensmunkdkhoz LB és YEB taptalajokat
(SAMBROOK et al. 1989) hasznaltunk, amelyeket a felet

antibiotikumokkal egészitettink Ki.
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1. tablazat.

Vektorok és plazmidok

A

vektor/plazmid

neve forrdsa tipusa

A DASH I Stratagene, La Jolla, USA A fag ,replacement”

vektor

pBluescript Il KS

Stratagene, La Jolla, USA

E. coliklébnozo

vektor
pGEM7 Promega, Madison, USA E. coliklonozé
vektor
pDS2 SILHAVY et al. 1995 cDNS klon
pDV437 DALLMAN G (MBK, GUS:NosT fuzios
Go6dolb), nem kozolt vektor | konstrukcio,
pBluescript Il KS
vektorban
pCP60 RATET, P (CNRS Institut des| binaris névény-
Sciences Vegetales, Gif-sur- | transzformacios
Yvette, Franciaorszag), nem |vektor
kozOolt vektor
pGA/35N PALKOVICS et al. 1995 binaris novény-

transzforméacios
vektor
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2. tablazat.

A munkank soran létrehozott plazmid klonok

A plazmid klén vektor inzert
neve
sDS2 (szensz DS2) pGA/35N DSZHnl- Xba
aDS2 pGA/35N DS2 cDNS, forditott
(antiszenszDS2) orientaciéban,
Kpnl-Xbal
DS2G pBluescript Il | DS2-vel hibridizal6 burgonya
KS genomi DNSEcaRI-Hindlll
DS2H pBluescript Il | DS2-vel hibridizalé burgonya
KS genomi DNS,
HindllI
DS2J pBluescript Il | DS2-vel hibridizalé burgonya
KS genomi DNS,
EcoRI-Pvul
CP/GUS pCP60 GUS:NosT, BanHI-Notl
GGUS pCP/GUS 234 hpS2promoter Xba-Sma
HGUS pCP/GUS 498 bpS2promoter HindllI-
Smd
JGUS pCP/GUS 1140 WpS2promoter HindllI-
BanHl|

3.4. Baktériumtorzsek
A klonozasi munkakhoz akE. coli DH5a (HANAHAN 1983) vagy

JM109 torzseket (YANISCH-PERRON et al. 1985) halmka A
Lambda DASH Il vektorban létrehozott genomi kloraénplifikalasdhoz
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€s vizsgalatahoz a gyartd Stratagene cég altaalfoayottE. coli XL1-
Blue MRA (P2) gazdatorzset alkalmaztuk.

NoOvény-transzformacidbhoz és tranziens expressaészéhez
pGV2260-t hordozA®A. tumefaciengC58C1 torzset (DEBLAERE et al.
1985) hasznaltunk.

3.5. Novények
A kisérleteink soran felhasznalt névényfajokat @&gsakat a 3. tablazat

foglalja 6ssze.

3. tablazat.

Novényfajok és fajtak

Novényfaj Fajta

Solanum tuberosum cv. Désirée
cv. White Lady

Solanum brevidens

Lycopersicum esculentyrov. K252

cv. Korall

sitiens(ABA bioszintézis mutans vona

)

Nicotiana benthamiana
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3.6. A ndvények nevelése és fenntartasa

A Kkisérletekhez hasznalt novényeket cserepekbemadda B tipusu
virdgféldben, Giveghazban vagy fitotronban tartattk Gveghazban tartott
novényeknél téli ifiszakban két Oras mesterséges potmegvilagitast
alkalmaztunk. A fitotronban tartott névényeknél 86h fény/sotét
fotoperiédust, 99-100% relativ paratartalmat ées’C24hsmérsékletet
allitottunk be. In vitro novényanyagokat szarszegmenékkvegetativ
modon szaporitottunk MS taptalajon (MURASHIGE et #062), 16/8 h

fény/sotét fotoperiodus és 22 homeérseklet mellett.

3.7. A ndvények kezelései

A kezelések soran mindig a novények fdliiimasodik-harmadik
levélszintjéél vettiink kul$leg egészséges, feszes turgoru, leveleket.
Szarazsag stresszt kétféle modon idézink ehgy levett levelet
széritottunk 30% tOmegvesztésig, vagy egész cserap@venybl
megvontuk az 6ntdzést 7-10 napig. Kémiai anyagokédérd kezelés
esetén a levélnyelet alameritve, levett leveleki@otiunk a megfeld
oldatokba: 20%-0s PEG oldatban 24 o6raig, 200 mM INddatban 4 és 8
oraig, 200uM ABA oldatban 24 o6raig és 30aM cikloheximid oldatban

8 ordig. Oxidativ stressz kivaltasahoz PERL-TREVESal. (1991)
szerint Uveghazi cserepes ndvényeket permeteznakjpat oldattal (kb.
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15 ml/névény), majd 90 perc €s 4 Ora utan vettimkakat. Hipoxikus
stresszhez a cserepeket 4-5 cm-rel viz ala méktétvagy 12 oOraig.
Homeérsekleti stresszeket fitotronban idéztink €°C-on 3 és 6 0raig
(héstressz), vagy“€-on 48 oraig (hideg stressz).

Kontrollként minden esetben az adott névéhgzarmazo egy-egy
levelet azonnal lefagyasztottunk folyékony nitroigeém, illetve a kémiai
kezelések mellett pArhuzamosan desztillalt vizlethlink.

3.8. Molekularis biolégiai médszerek

3.8.1.Novényi DNS tisztitasa

Novenymintainkbol DNS-t SHUREet al. (1983) mddszerének nyoman
vontunk ki. Kordlbelll 0,2 g mintat 2 ml-es Epperfdosdben, folyékony
nitrogénben elporitottunk, kivono puffer (0,6 M NaQ,1 M Tris pH 7,5,
40 mM EDTA, 4% Sarcosyl, 1% SDS) : 10 M urea 14ngti keverékével,
majd kétszer 1:1 aranyu fenol-kloroform eleggyeltraxaltuk, és
izopropanollal  (végkoncentracio: 40%) kicsaptuk. Asapadékot
visszaoldottuk (altalaban 2Q@ TE, azaz 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 8,0 pufferben) majd 2Qg RN-az A-val kezeltik (3T, 1 h) és

felhasznalasig - AC-on taroltuk.
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3.8.2.Novényi RNS tisztitasa

Novénymintainkbdl 6ssz-RNS-t STIEKEMA et al. (1988)dszerének
nyoman vontunk ki. Koérulbelul 0,2 g mintat dorzsreéxban, folyékony
nitrogénben elporitottunk, kivoné puffer (0,2 M Heetat pH 5,2, 1% SDS,
10 mM EDTA) : fenol 1:1 aranyu keverékével, majdskér 1.1 aranyu
fenol-kloroform eleggyel extrahdltuk, és LiCl-dai@koncentracié: 2,5 M)
kicsaptuk. A csapadékot 75%-0s etanolban kétszetukovisszaoldottuk

(altalaban 2Q4 steril desztillalt vizben) és felhasznalasig®G@n taroltuk.

3.8.3.Plazmid DNS tisztitasa

Bakteridlis plazmid DNS-t az un. alkalikus lizis dsaerrel tisztitottunk
(SAMBROOK et al. 1989). Amennyiben DNS szekvenciegimatarozasa
volt a cél, a DNS oldatbdl 209 RN-4z A enzimmel degradaltuk az RNS-
t (37°C, 30 perc), majd a DNS-t 13%-0os PEG 6000, 10 mMCMg
oldattal kicsaptuk, 75%-0s etanolban kétszer mostzdritottuk és 20-50

ul desztillalt vizben oldottuk vissza.
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3.8.4.Emésztés restrikciés endonukleaz enzimekkel

Plazmid DNS-eket 10-2@l reakcio-térfogatban, a gyarté altal javasolt
pufferben és émérsékleten 15-60 percig emésztettik. A ndvényi DNS
mintakat szintén a megadott optimalis pufferbehdmsérsékleten, 200l

reakcio-térfogatban, 100-150 U enzimmel egy éjsaaitankubaltuk.

3.8.5.Polimeraz lancreakcigPCR — Polymerase Chain Reaction)

PCR reakciokat 5@l végtérfogatban kb. 100 ng DNS templatot, 1,5 mM
MgCl,-ot, 30-50 pmol primert, 0,4 mM dNTP keveréket, heéd
puffert és 1 U Taqg polimeraz enzimet tartalimaz@gyel végeztink. A
reakcioelegyet ets lépésben denaturaltuk (5 pe@4°C), majd 30-35
cikluson at 94C-on 30 s-ig, a megfekelanellalasi tmérsékleten 30 s-ig
eés 72C-on 1 percig inkubaltuk, végul a keletkezett tekatéegyszer 10
percig 72C-on elongaltuk.

3.8.6 DNS fragmentumok elvalasztasa és izolalasa

A restrikcios emésztés és a PCR soran kelétkeyS fragmentumokat 1
vagy 2%-os agarO0z gélben valasztottuk el 1 mg/liwti-bromidot
tartalmazé6 TBE (90 mM Tris-HCIl, 90 mM bdrsav, 20 mEDTA)

pufferben és UV fényben tettik lathatéva. A kivBNS fragmentumokat
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az agaroz getd szikével kivagtuk és a gyarto utasitasait kove@QREX
Il Gel Extraction Kittel (QIAGEN) izolaltuk.

3.8.7.DNS klénozas

Izolalt DNS fragmentumokat a megfdielrestrikciés endonukleazzal
emesztett plazmid vektorokba épitettiik. Kivételestekben, amikor a
kivant konstrukcio létrehozasahoz nem Aallt rendsikee megfelél
restrikciés hely (mint pl. a 4.2. fejezetben leiggyes ndovényi
transzformaciés vektor konstrukcidéknal) ragadésiivégsitasi helyre
tompa vég§ fragmentumot kl6noztunk. Ilyenkor a vektor DNS-t
restrikciés emésztés utan feltoltottik: az izol@ktor DNS-hez 200 nM
dNTP keverék jelenlétében 2,5 U Klenow enzimet iakita megfeld
pufferrel, majd 37C-on 30 percig inkubaltuk.

A ligélasi reakciokba 10pl veégtérfogatban kb. 100 ng
fragmentumot, tizszeres molaris tobbletben vekiot, T4 ligaz enzimet
és a gyarto altal mellékelt puffert vittink. Eztyegjszakdn keresztil

16°C-on vagy 4C-on inkubdltuk.
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3.8.8.Plazmid DNS bejuttatasa baktérium sejtekbe

Az E. coli sejtek transzforméalasat INOUE et al. (1990) modszazerint
vegeztik. A kompetens sejt szuszpenziét 100 vag9 @Benkeént
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és 2=Q@n taroltuk a
felnasznalasig. Transzformacidé utdn a sejteket bititktum-mentes
folyékony tapoldatban 3T-on razattuk, majd a szelekciés markernek
megfeleb antibiotikummal kiegészitett szilard taptalajraélszztettik.
Amennyiben a vektor konstrukcio a kék-fehér szatekehetve tette, a
szilard taptalajra ezt med@eben 10 pul 1 M izopropil-tio-5D-
galaktozidot (IPTG) és 40 20 mg/ml 5-brormo-4-kloro-3-indolil#D-
galaktozid-ot (X-gal) szélesztettlink.

Noveny-transzforméaciés vektor plazmidokat coli sejtekidl A.
tumefaciensejtekbe pRK2013 ,helper” plazmid (FIGURSKI et H979)
segitségével haromssil keresztezéssel juttatunk at DITTA et al. (1980)
modszere szerint. A ,donor”, recipiens” és ,helpeédrzseket szilard
taptalajrol antibiotikum-mentes szilard taptalaphottuk ugy, hogy a
harom oltasi csik egy pontban metssze egymast, majd
szobalbmeérsékleten inkubéltuk. Miutan a koldnidk &itek, a metszeési
pontbdl atoltottunk a megfetelkét antibiotikummal kiegészitett szilard

taptalajra, és szelektaltunk a vektort horddzdéumefaciensejtekre.
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3.8.9. DNS fragmentumoknukleotidsorrendjének meghatarozasa eés

analizise

A DNS klonok egy részének nukleotidsorrendjét SANRGE al. (1977)
dideoxy lancterminacios eljarasat alkalmazva, USBjugnase Version
2.0. kittel hataroztuk meg. A reakciétermékeket @8opoliakrilamid
gélen TBE pufferben valasztottuk el, majd a gékdlapra szaritottuk és
rontgen filmre exponaltuk. Bizonyos klonok esetélggmybe vettik az
MTA Szegedi Biolégiai Kozpont DNS Szekvenald Latkéram
szolgaltatasat. A DNS szekvenciak analizisét a GBEn€omputer Group
(Wisconsin, USA) programcsomagjaval, valamint a FASPEARSON
et al. 1988) és BLAST (ALTSCHUL et al. 1997) progizkkal végeztik.
Promoter szekvencia analizishez ezen kivil a RlamActing Regulatory
DNA Elements (PLACE; HIGO et al. 1999) és a PlanREA
(ROMBAUTS et al. 1999) adatbazisok programjaitasinaltuk.

3.8.10.Hibridizacios technikak

3.8.10.1 Southern hibridizacio
A novényi DNS mintakbol 10-1fg-ot emeésztettiink, majd 0,8%-

0os agaréz gélben, alacsony feszlltség mellett, égyakan keresztil
elvalasztottuk, utana 0,25 M HCl-ban razattuk 1fCige majd kétszer 15
percig 0,4 M NaOH-ban razatva neutralizaltuk. A BN&4 M NaOH
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oldattal Hybond N+ (Amersham) membranra blottol(S8RMBROOK et
al. 1989) és egyben fixaltuk is.

3.8.10.2. Northern hibridizacio
A novényi RNS mintdkbdl LOGEMANN et al. (1987)

modszerével 20-2Qg-ot denaturaltunk és formaldehid tartalmi 1%-os
agaroz gélben elvalasztottunk. A gélt 20 percigS®R-ben (3M NacCl,
3,3 mM tri-Na-citrdt, pH 7,0) mostuk, majd 10xSSél-\blottoltuk
Hybond N vagy N+ membranra, végil UV cross-linke¥skilékkel
fixaltuk.

3.8.10.3. Plakk hibridizacio
A burgonya White Lady genomi klontar vizsgalatahanegfeled

mennyisé§ fagot a gazdatbrzzsel egyitt NZY top taptalajpadYN
taptalajra szélesztettulSAMBROOK et al. 1989). A plakkok
megjelenése utan azokra Hybond N+ membrant helykztinajd a
megtapadt plakkokat feltartuk (7 perc, 0,5 N NaQkhb M NacCl),
neutralizaltuk (&5 perc, 0,5 M Tris pH 7,5, 1,5 M NaCl), végil Uv

cross-linker késziilékkel fixaltuk.

3.8.10.4. DNS jel6lése radioaktiv izotoppal

A Southern és northern hibridizaciokhoz*’P-dCTP-vel jeldlt,

tisztitott DNS fragmentumokat hasznaltunk. A jedblgrandom priming”
mobdszerrel végeztik (FEINBERG et al. 1983).
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3.8.10.5. Hibridizaciés korilmények

A kulonb6d blottolasi technikakkal készilt membranokat azonos
maédon hibridizaltuk. A jel6lt prébat a CHURCH et &1984) altal leirt
pufferben (0,5 M N#HPQ,, 7% SDS, 1mM EDTA, 1% BSA, pH 7,2),
forgd hibridizaciés tégelyben, 85-on, 20 6ran at inkubaltuk a
membrannal. Utana a nem specifikusan megtapadtapr@i% SDS,
2xSSC oldatban, 68&-on, kétszer 20 perces mosassal tavolitottuk el.
Végul a membrant rontgen filmre exponaltuk majd apdit képet
,scannerrel” digitalizaltuk, és az Adobe SystemsoBe Photoshop

programjaval formaztuk és feliratoztuk.

3.9. Burgonya transzformacio

A burgonyanovenyek transzformaciojat DIETZE et @995) levél-

transzformacioés modszerével Kondrakné CsanakiadDadiyezte.

3.10. Tranziens génexpresszios esszé

Tranziens Agrobacterium infiltraciés esszét KAPILA et al. (1997)

nyoman végeztink. A transzformécids vektort hordéz&umefaciens

torzseket 5,6 pH-ju, acetosziringonnal kiegészitéEB tapoldatban
(DIETZE et al. 1995) logaritmikus fazisig novesui&t (OD,s:=0,8),
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majd centrifugalas utan MMA tapoldatban (KAPILA ei. 1997)
hadromszorosisiisédire szuszpendaltuk. A szuszpenziét 1-2 6raitC22
on allni hagytuk, majd injekciés fecskdival infiltraltuk a levelek
fonakja febl. A bakteridlis szuszpenzid sikeres bejutasattaetekbe jol
lathatéva tette azok szinének elsotétiiléseGUAS gén expresszidjat a

levelekben két nappal kétsb hisztokémiafestéssel vizualizaltuk.

3.11. GUS aktivitds meghatarozasa

Fluorimetrias meérésekhez JEFFERSON (1987) modszeréa
vizsgalando szovetb nyers fehérjekivonatot készitettiink, amihez 4-
metilumbelliferil-R-D-glikuronid (MUG) szubsztrat@adtunk. A GUS
enzim aktivitasdnak kovetkeztében keletkez-metilumlliferon (MU)
termék mennyiségét ismert koncentracioju standaedleth hataroztuk
meg 365 nm-es gerjesztési és 455 nm-es emisszZidsnhosszokon. Az
0ssz-fehérje mennyiségét BRADFORD (1976) szerintrtiké és a
fluorimetrias aktivitasokat erre, illetveddgységre kivetitve fejeztik ki.
Hisztokémia festés céljabol a mintakat 5-bromdetdc3-indolil-
B-D-glikuronsav (X-Gluc) szubsztrat oldatba martottlEFFERSON
(1987) szerint, és 8C-on inkubaltuk. A reakcio utan a keletkezett kék
termék (5,5-dibrom-4,4’-diklor-indigd)  észlelésétgatld  klorofillt

tobbszori 70%-0s etanolos moséassal tavolitottuk el
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4. EREDMENYEK

4.1. A DS2-vel homolég gének jelenléte és kopiaszanfolanaceae

fajokban

A DS2 cDNS klont munkacsoportunkSa chacoensead burgonya fajbdl
izolalta (SILHAVY et al. 1995). Southern hibridizéeal megvizsgaltuk
taldlunk-e aDS2vel homolog géneket mas, & chacoenseel rokon
fajokban is. Két termesztett burgonya fajtat, egg burgonya fajt, &.
brevidenst, két termesztett paradicsom fajtat, és egy \@thdy fajt, a\.
benthamiana teszteltlk (2. &bra). Esetleges kereszt-hibdiciizk
elkertilése céljabdl hibridizacids probaként a DSBS kldn 68-440 bp
kozotti szakaszat izolaltuk és jeloltik meg radtbakzotoppal. Ez a
fragmentum csak aDS2 ASR génekhez nem homoldg inzertjét
tartalmazza. A novényi DNS mintakdEcdRIl, Hindlll vagy Xba
restrikciés enzimekkel emésztettik. White Lady buasg fajtaban,S.
brevidensben, és a Korall és K252 paradicsom fajtak esetésak egy-
egy ebsen hibridizalé jelet kaptunk. Désirée burgonyaatzgn Xbd
emésztés utan egy ésebb, migEcoRl vagy Hindlll emésztés soran
harom-harom egyefil intenzitasi, de viszonylag gyengébb jelet
detektaltunk. A legtavolabbi rokonban,Na benthamiandan csak egy
nagyon gyenge, éppen csak lathatd hibridizaciét jehptunk. ADS2
génnel efsen homoldg gének tehat egy, vagy alacsony kopidsad
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jelen vannak a vizsgalt fajokban. A rendszertanil@yolabbi N.
benthamiangban viszont csak nagyon gyenge kereszt hibridizaci
képes szekvencia talalhatd, ami feltéheg olyan kismérték homologiéat
jelent, hogy az mar nem igazan tekintheDS2génN. benthamianabeli
valtozatanakDeésirée-ben &S2 gén vagy toébb kdpiaban vagy nagyobb
polimorfizmussal van jelen, mint a masik vizsgalirgonya fajtaban, a
White Lady-ben. Ez utébbi lehitéget valdsziisiti az, hogy a burgonya
tetraploid és nagymértékben heterozig6ta, és anhhiboridizalo jel kdzul
az egyik méretében mindkét esetben megfelel azt aelotimmel

emeésztett White Lady mintdban detektalt jelnek.

4.2. Kisérletek aDS2 gén funkciéjanak meghatarozasara

Munkank kezdetén egyik Kizott célunk aDS2 gén funkcidjanak
megéallapitasa volt. Ennek egyik lehetséges kisdrlegkdzelitése olyan
transzgénikus burgonya novényekoadlitasa, amelyek a gént vagy
konstitutiv médon expresszaljak, vagy annak expgiégsbennik a gén
forditott irAnyban tortéh megnyilvanitadsaval, antiszensz RNS-sel gatolt.
Amennyiben a DS2 fehérjének lényeges szerepe vaszddazsag-
tolerancia kialakitdsaban, ugy varhatéan az azertakb novények
szarazsag-tolerancigja valamilyen meértékben fegrig az antiszensz-
gatoltaké csokken. Mivel az eredeti DS2 cDNS csdklka volt, az 5’
végénl 14 nukleotid hianyzott, igy ezt nem hasznalhatigén
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2. abra. A DS2 gén jelenlétének vizsgélata kilonBoSolanaceae
fajokban:S. tuberosunev. White Lady (S.t.WL.), cv. Désirée (S.t.DS,
brevidensg(S.b.),L. esulentunctv. Korall (L.e.K.), cv. K262 (L.e.2.) <.
benthamiana(N.b.). A genomi DNS mintakaEcdRl (E), Hindlll (H)
vagy Xba (X) enzimekkel emésztettik, blottoltuk, mdps2specifikus
prébaval hibridizaltuk.

konstitutiv expressziojahoz. Helyette a DS2G (l4stl fejezet) genomi
eredeti klén inzertjét épitettik a pGA35N novény-transmiécios
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vektorba, Kpnl-Xba fragmentumként, a konstitutiv85S promoter
kontrollja ald. A DS2 cDNS antiszensz orientaciaj@miztositasahoz
elss 1épésként a pBluescript vektorb&itaRl-Xhad helyekre klénozott
cDNS-t athelyeztik a pGEM7 vektorba.kfonl és Xba helyek ebben a
vektorban azZcadRl és Xhd helyek pBluescript-beli helyzetéhez képest
éppen forditva helyezkednek el. Tehat a keletkggeEM7 alapu klonbdl
Kpnl-Xba emésztés utan izolalt fragmentum, a pGA3BNnI-Xba
helyeire ligalva egy antiszensz orientaltsagu trmmacios vektort
eredményezett.

A transzformacios vektorokkal burgonya White Ladgjtat
transzformalva, 15 szensz és 25 antiszensz kowgiued transzformalt
vonalat regeneraltunk. A regeneransokoéfigise, morfolégiaja nem volt
elté a vad tipustol. ADS2gén expressziojanak mertékét a transzgénikus
vonalak levelében northern hibridizacioval edlamtik. Hibridizacios
prébaként ugyanazt @S2specifikus probat hasznaltuk, mint a Southern
hibridizacidk soran. A szensz vonalakbdl megteldkellatottsag mellett
RNS-t izolaltunk, majdS2probaval hibridizaltuk. A 15 vonalbdl 12-ben
igen magas szifitDS2 alapexpressziot mutattunk ki, tehat ezekben a
novényekben a konstituti85S promoter biztositja #S2 magas szirit
transzkripcidjat (3.a abra). A 25 antiszensz vodeaklédl megfeleb
vizellatottsag mellett és szaritas utan is izofMttRNS-t, és ezeket
szinténDS2 prébaval hibridizaltuk. A legtdbb vonalban aztdaptaltuk,
hogy transzformalatlan kontrollhoz hasonléan a letlem névényekben

nem, mig a szaritott mintdkban nagy mennyiségbdh jelen a DS2
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transzkriptum. Négy olyan noévényt talaltunk csalebiinen az antiszensz
gatlas hatasos volt, azaz a szaritott mimd&2 mMRNS szintje jeledsen
csokkent (pl. 3.b &bra 3 szadmu vonal), illetve tezteljesen el isint (3.b
abra 1 szamu vonal). Mivel az antiszensz RN8S$ promoter iranyitja,
azt vartuk, hogy a ket szaliDS2prébaval a kezeletlen mintakban nagy
mennyiséf antiszensDS2 RNS-t detektalunk. Ezt azonban, - ismeretlen
okbdl - egy esetben sem tapasztaltuk. Legfontosafbogatasi
szempontunk azonban a vizhiany-indulk®2 expresszié csokkenés volt,
és ezt 4 vonalban meg is kaptuk. Ezt a 4 vonalazri@tuk a tovabbi
kisérletekhez.

A DS2tultermeb és géatolt vonalak levett leveleinek vizvesztését a
sulycsokkenés meérésével analitikai mérlegen vinsgdA transzgénikus
vonalak vizvesztése azonban, varakozasunkkal élleart, megegyezett a
vad tipuséval. A kivalasztott vonalakat ezutanzletesebb, és a
sulyvesztésnél érzékenyebb, a szara#ségt biofizikai paramétereit
detektalé vizsgalatok céljabol a Kertészeti és rigteripari Egyetem
Noveényélettani Tanszékén Dr. Horvath Gabor, és arAMSZBK
Novenybioldgiai Intézetében Dr. Vass Imre rendeflsgze bocsatottuk.
Sajnos azonbandk sem tudtak semmilyen valtozdst kimutatni a
transzgénikus vonalak stressz-toleranciajaban.

Bar vizsgalataink szerint @S2 rendszertanilag nagyon (&
kérben van jelen, aASRhomoldg gének, k6zottik nem egyP&2hoz

hasonléan hidrofil inzerttel, széles kdrben eldigé a ndvényvilagban.
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3. abra. (a) A DS2 gént 35S promoter kontrollja alatt konstitutivan
kifejez6 15 transzgénikus burgonya vonal northern analizisd5:
transzgénikus volak, D: transzformalatlan Désiréetioll.

(b) 35S promoter kontrollja alatt antiszend2S2 RNS-t expresszalo
transzgénikus burgonya vonalak northern analizisé: kezeletlen
transzgénikus volak, 1Sz-6Sz: szaritott transzgénikvolak, D:
transzformalatlan Désirée kontroll. Az 1. mintabgyakorlatilag nem
indukalédott aDS2 a 3.-ban indukcidja jelegen csokkent. Osszesen 25
jelolt vonalat vizsgaltunk, az abran bemutatott Bten reprezentalja a
DS2 expresszioban megfigyelt valtozasokat. A 3.-hogohld meértek
csokkenés még 2 esetben volt megfigyélhet

Az alsé panelekben a megfélel28S rRNS-eket mutatjuk be, az
egyenletes mintafelvitel, és RNS épség szemléheres
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Vizhiany-indukalhaté expressziojuk alapjan indokak ftinik a
feltételezés, hogy szerepuk van a vizhiany-adapéclyamatokban. A
DS2 expresszid megvéltoztatasaval azonban nem siké&iititipusos
valtozast dlidéznink. Ennek oka feltelédtg a nagy mérték
redundancia, ami a sokféle stressz-indukalt fete(@. LEA) jellem? a
novényvilagban. Ezt alatamasztja az is, hogy istegte szerint nagyon
kevés (pl.: XU et al. 1996) olyan kdzlemény szitetmely arrél szamol
be, hogy ismert enzimfunkcioval nem rendetkezstressz-gén
expresszigjaval transzgénikus noévények stressratotedjat sikerdlt
befolyasolni.

A DS2 fehérje jelenlétét, illetve mennyiségének taAdsait,
antitest hianyaban nem tudtuk kimutatni. igy csakaaszkripcios szint
vizsgalatara, mint kdzvetett bizonyitékra tamashiabtink a vizsgalt
vonalak kivalasztasakor. Elképzelhdehat, hogy esetleg nem sikerilt a
DS2 fehérjeszintet hatékonyan befolyasolni, amntén okozhatta a
fenotipusos valtozas hianyat.

4.3.DS2 gén expresszidja kulonbod kornyezeti hatasok soran
A DS2gén expressziojat burgonya és paradicsom ndvéepekbrthern
hibridizacidval vizsgaltuk. Hibridizacios prébakétitis ugyanazt &S2

specifikus prébat hasznaltuk, mint a Southern Hibéiciok soran. A

megfeleben ontozott ndvények leveleiberD&2 transzkriptum nem volt
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kimutathatd, mig légszaritott levelekbemd&2 mMRNS szint nagyon é&s
indukciojat tapasztaltuk. Ezzel szemben ABA kezdiétdsara @S2
expresszidja csak jelentéktelen mértékben emelkéthetabra). Az ABA
szerepét aDS2 szabalyozasdban egy ABA bioszintézabd) mutans
paradicsom vonal, aitiensvizsgalataval is teszteltik. Az ABA hianya
miatt a sitiens névények megfelél 6ntézés mellett is hervadasos
tineteket mutattak. Amint a 4.b abra northern Hibéci6jan lathato
sitiensnovényekben jeletis DS2 expresszio volt detektalhaté nemcsak a
légszaritott levelekben, és az egy hétig ontozettarényekben, hanem a
szokasos vizellatasban részésiumnintdkban is. A Kkisérletet négy
alkalommal ismételtik meg, kulénds figyelmet fovdite novények
megfeleb ontdzésére, de mindannyiszor ugyanezt az erednkapytik.
Ennek feltehdlleg asitiensndovények elégtelenil #hddé vizhaztartasa
az oka. A DS2 expresszigjanak magas szintie egy ABA-mentes
névényben azonban aldtdmasztja azt, hogy a géalgaahsa nem ABA-
flggo.

A DS2 indukcidja tehat nemcsaR chacoenséen flggetlen az
ABA-t0l, hanem a termesztett burgonyadban és pasadiban is,
ellentétben a tobbiASR homoldg génnel, amelyek viszont ABA-
indukalhatéak. A szekvencia homoldgia alapjan aAhiis hogy aDS2és
a toébbi ASRhomoldg gén funkcidja hasonlo lehet, azonban kdkot
meégis figyelemre mélté kulonbség mutatkozik a g@nesszid

szabalyozasaban.
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A szignal transzdukcidés utvonalak kozotti atfedégglkorisaga
miatt a vizhiany mellett mas stresszek hatasat egvimsgaltuk. So,
hypoxia, oxidativ stressz, hideg vagyé hkezelések ugyanolyan
jelentéktelen hatassal voltakX52 expressziéra, mint az ABA kezelés
(4.a abra). Ugyanezeket az eredményeket kaptukbanokz estekben is,
amikor a 4. abran bemutatott kisérleteknél az Anymsg modszer
fejezetben leirt rovidebb idej stressz-kezeléseket alkalmaztuk. Az
ozmotikus aktivitasa miatt vizvesztést okozdé PEG&ekes viszont
ugyanolyan meértédk DS2 indukciét okozott, mint a légszaritas. Tehat a
DS2expresszibjara csak a kiszaradas van |ényegesshata

Az ABA szerepe a vizvesztés-indukalt génexpressziolol
ismert, csakugy, mint a vizhiany és a hideg jelél®ikozotti kapcsolat
(1. abra). Legalabb négy utvonal vesz részt a amhivalaszban: ket
ko6zluluk ABA-kozvetitett, ket pedig nem. Ismertek az ABA-kOzvetitett
Gtvonalak ciszelemei, a MYCR/MYBR és ABRE elemek, valamint
azonositottdk az ezeknek megféldYC/MYB és b-ZIP transzkripcios
faktorokat is. Tovabba a magasabb ferjdlatviteli géenek kozétt is
vannak részletesen jellemzettek, mint példawdlziz-2 vagy azera. Egy
masik utvonal ABA-tél fliggetlenil szabalyozza péildazrd29, azlti78
és acorlb5a géneket, amelyek promotereiben DRE/CRiEzelemek
taldlhatdéak. Ez az utvonal 6sszefut egy hideg-iathét6 atvonallal, és
mindketty transzkripcios faktorai, a DREB1-2, és a CBF fahto
valamint tovabbi jelatviteli gének is ismertek (fsfoglalé: SHINOZAKI
et al. 2000).
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(a)

(b)

4. abra. (a) A DS2 gén expresszids analizise burgonyaban és parathesn
kulonboz kornyezeti feltételek mellett. Sz: |égszaritottdiek; -: kezeletlen;
viz: desztillalt viz; NaCl: 200mM NacCl; 8 h, hypaxihypoxia 12 h &rasztassal,
PQT: 100puM paraquat, 4 h; ABA: 20QuM ABA soététben, 24 h; hideg:
hidegkezelés, °C, 48 h; I6: hokezelés, 42, 6 h; PEG, 20 %-os PEG oldat, 24
h.

(b) DS2expresszié egy ABA bioszintézis mutans paradicgonalban gitiens.

-: kezeletlen, hervadt: 1 hétig ontdzetlen novédyszar.: |égszaritott levél.

(c) Cikloheximid hatasa &S2 expressziora burgonydban és paradicsomban.
Levett leveleket 8 oraig vagy 3@ cikloheximidbe (CHX) vagy desztillalt
vizbe (viz) Allitottunk. CHX — Sz jeldli azokat avkleket, amelyeket
cikloheximid kezelés utan, viz — Sz pedig azokatlgeket viz kezelés utan
légszaritottunk. -: kezeletlen, Sz: |égszaritotitkall.

Az als6 panelekben a megféeP8S rRNS-eket mutatjuk be, az egyenletes
mintafelvitel, és RNS épség szemléltetésre.
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Létezik azonban még egy utvonal, ami mind az ABA-mind
hidegtl fuggetlen: ez szabalyozza Arabidopsiserdl (KIYOSUE et al.
1993),rd19 ésrd21 (KOIZUMI et al. 1993) expresszidjat. Aerdl egy
CLP protedz regulator alegységet kodol, rdd9 és azrd21l pedig
kulonbo® tiol proteazokat. Azrdl gén egy 0,9 kb promoter szakasza
GUS riporter gént vizhiany és sO hatasara indukaitabba fejppdési
kontroll alatt is all, mert szeneszcens levelekbgnmikodésbe [ép
(NAKASHIMA et al. 1997). Azerdl-et szabalyoz0 szignal transzdukcios
mechanizmusbdl azonban sesiszelemet, sem transzkripciés faktort,
sem mas jelatviteli komponenst nem ismerink (SHIN®Fet al. 2000).

A 3.a abran lathaté northern hibridizacidk az mjakathogy aDS2 gén
burgonyaban és paradicsomban hasonld irdnyitag alat mint az
Arabidopsis erd1l gén, $t specificitasa némileg nagyobb, hiszen soé
hatasara sem indukalhato.

A novények természetes kdzegében a vizhiany gyapéaosul
magas Bmérsékletekkel. Emellett a vizhiany okozta sztomadds miatt
csokken a C@ellatottsag is, igy a fotoszintetikus elektronggwortbol
elszabadult elektronok reaktiv oxigéngyokoket kép&z ami végul is
oxidativ stresszt okoz. Habéar az elarasztds neemtjelizhianyt, az igy
kialakul6 alacsony oxigén ellatottsagu allapot @wip) az endogén ABA
szint emelkedését eredményezi (ZHANG et al. 198MDIQUI et al.
(1998) viszont arrél szamoltak be, hogy a vizhiamukalhatoDC3 répa
gént transzgénikus dohany novényekben a hypoxia -AB@etlen
modon is indukalta. A ASRhomoldg gének expresszibjat vizhiany és
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ABA indukdlja, az A&ltalunk vizsgalt tobbi stressaktbor hatasat
expresszidjukra nem ismerjuk. BS2 gén expresszidja viszont vizhiany-
specifikusnak itnik, mind burgonydban, mind paradicsomban. Ez -
figyelembe véve a kiulonbézszigndl mechanizmusok kdzétti intenziv
kommunikéaciét - meglehésen kivételes jelenségnek szamit.

Az Ujonnan szintetizalt fehérje faktorok szerepét DB2
szabalyozdsaban egy hatékony fehérje szintézisd gatigyszer, a
cikloheximid alkalmazéasaval vizsgaltuk. Szaritéstteh leveleket vagy
vizzel vagy cikloheximiddel 8kezeltik. Vizes ékezelés utan a szaritas
er6s DS2 indukciot okozott, viszont a cikloheximid o&ezelés
megakadalyozta ezt (4.c &abra). TehatD&2 expresszidde novo
szintetizalt protein faktorokat igényel. A fehégedézis szerepétofeg
Arabidopsisban megismert szignal transzdukciés mechanizmusok
esetében vizsgaltak. Myc és Myb faktorok altal shaizott ABA-
indukalhaté gének expresszidjdhoz szikségedeknovo szintetizalt
fehérje faktorok (ABE et al. 1997, IWASAKI et al995). AzOsEmés a
rabl6A ABRE-n keresztil szabalyozott gének indukciojarszntén
szikség van fehérje szintézisre, mig mas ABRE $paditt génekéhez
nem (SHINOZAKI et al. 1997).
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4.4.DS2 genomi klénok izolalasa és jellemzése

A burgonyaDS2 génjének vizhiany specifikus expresszidja valdgemn
megismerésehez izolaltuk és szekvencia szinetrjeltéiik aDS2gént.

A White Lady burgonya vonal genomi kléntarat DASH i
replacement vektorban Dr. Banfalvi Zsofia készétedt. Ezt sirtik a
DS2specifikus prébaval az Anyag és mddszerben I&kkphibridizacio
modszerével. Két fliggetlen fag kiont izolaltunk,edyek hibridizaltak a
prébaval. Az egyikbl izolaltunk egy 3-kb-os, a DS2 cDNS-sel
hibridizalo EcarI-Hindlll fragmentumot, amit aztan pBluescript 1l KS
plazmid vektorba klénoztunk. A keletkezett plaznkbnt DS2G-nek
neveztik el. A fragmentum 5 végének szekvencidgpjan kiderult,
hogy az a transzkripcionalis start kodontdl felfesék 234 bp feltételezett
promoter régiét tartalmaz, valamint, hogy ez alfagkarjatol lefelé &s
szakasz, tehat ebben a fag klonban tovabbi prorsatkvencia mar nem
talalhatd. Ezért a masik fag klonbdl is izolaltuegy 3-kb-osDS2vel
hibridizalé Hindlll fragmentumot, amit szintén pBluescript || K&pmid
vektorba klénoztunk. A keletkezett plazmid klontZ¥&nak neveztik el.
Ez a klon 498 bp feltételezett promoter regidtalambzott. Ebbl a fag
DNS-bdl izolaltni tudtunk egy, a DS2G 5’ vegével hibridia Ecarl-
Pvul fragmentumot is, amit ugyanabba a vektorba épitaint az €z6
fragmentumokat, kaptuk a DS2J klont. A DS2J 1140fddpetelezett

60



promoter régiot tartalmazott, valamint a fag baj&aak végéet, vagyis ez
volt a leghosszabb promoter regidé, amit izolaldittunk.

Az eredetileg izoldlt DS2 cDNS egy csonka klon tyoh
transzkripciés start kodon hianyzott rola. A DS2tekvencia analizise
feltarta, hogy a burgonyaS2gén StDS2 14 tovabbi bazispart tartalmaz,
amelyek a MAEQK N terminalis aminosav szekvenciatddjak. Ez
erdsen homoldég a tobbASR gén megfelél N terminalis részével. Az
StDS2 kddold régidja (M3 melléklet; génbanki azonosifi320154)
majdnem teljesen azonosSa chacoenseDNS szekvenciaval (génbanki
azonositd: U12439). kozottuk a szekvencia homold@@a3s5% DNS
szinten, ami aminosav szinten egy S-R és egy Kegetokozott a 42. és
a 119. pozicidkban. ABtDS2kddolo régidjat a 621. helyen egy 263
nukleotid hosszu intron szakitja meg (5.a abra).

Az 1140 bp feltételezett promoter szakasz (M3 @hédk;
génbanki azonositd: AJ320154) nem homoldég semmilysmert
szekvenciaval. Benne a PLACE no6vényi promotészelem kere§
adatbazis szerint a 832. pozicioban egy CTAACCAIivoot talalhato,
ami az Arabidopsisrd22 gén promoterében megtaladlhatdé MYB &ot
hellyel azonos (ABE et al.,1997). Mas vizhiany-ikélhato ciszelemet
sem a PLACE, sem a PantCARE adatbazisokban neftut&aA MYB
kotéhely tényleges szerepe [2S2 regulacioban azonban megleisen
bizonytalan, hiszen ®S2 ellentétben azd22-vel, ABA-t6l fliiggetlen
modon szabdlyozott. Raadasul ed22 szabalyozédsat egy 67 bp-os
szakaszra lokalizalhaté szekvencia biztositja, goesl tobbféle, pozitiv

61



€s negativ szabalyoz&iszelem taladlhatd. A gén expresszidjat
feltehetleg az ezekhez a helyekhez kapcsolodo fehérjékstbiatasai
alakitjak ki. A MYB faktor egy MYC faktorral koopativ mddon
indukalja azrd22-t, a MYC elem eltavolitdsat kovietn a MYB elem

onmagaban csak minimalis génaktivalasra képes.

4.5.StDS2 promoter:: GUS fazids konstrukciok eballitasa

A burgonya genombdl izolalt feltételezett promotezekvencia
transzkripcids aktivitasanak igazolaséara a két ptemfragmentumot a
GUS::NosTriporter konstrukcio elé épitettik. Beglikuronidaz GUS
gént, a transzkripcid termindcids szekvenciaval Udgy pDV437
plazmidbolBarmHI-Notl fragmentumként izolaltuk, majd a pCP60 binaris
vektorba klénoztuk. Igy kaptuk a pCP/GUS plazmidamely a35S
promotert tartalmazta @US gén ebtt. Annak érdekében, hogy a pCP60-
bol készitett pCP/GUXba helye egyediili hely maradjon, a klbnozast
megebzéen eltavolitottuk a pDV437 plazmidban taldlhatba helyet
ugy, hogy azt Klenow polimerazzal felt6ltottik, mhd@jsszeligaltuk.

A DS2G klonbdl a transzlacio iniciaciés kodonhopdst —1 - -20
szekvenciara specifikus DS2PROM primert (5'-
GATGTTTTTTGGTGATAATT-3") és a pBluescriptre speétifis T3
primert hasznalva, a 234 bp promoter szakaszt PE&B&kcioval
felszaporitottuk, éXba emésztést kovéen a pCP/GUS vektotbal-
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(a)

Sau3Al Pvull

Sau3Al Hindlll ATG STOP Hindlll
|
| I I || L |

(b)

prstDS2 GUS NosT

JGus " 1140

HGUS 498

—_—

GGUS i

1kb

5. abra. (a) A DS2 gén genomi szervédése burgonyaban. A DS2
cDNS-nek megfelél szekvencidkat fekete, az intronnak megtelel
szekvenciat fehér szinnel jeldltik. A klbnozasokihazsznalt restrikcidos
helyeket a vonalak felett tlntettik fel. Az ATG $3OP a transzlacios
iniciaciés és terminaciés kodonokat jeldli. (b) Mayi transzformacios
kiméra vektor konstrukciok, amelyek &&tDS2 promoter szakaszbol
(prStDS2),GUS riporter génbBl (GUS) ésNos terminator szekvenciabol
(NosT) allnak. ADS2 promoter fragmentumok hossza bazisparban van
megadva.

Smad helyeire klbnoztuk. A vektorbdl ezutdtindlll- Xbal emésztéssel, és

a keletkezett ragadds végek feltbltésével, majd zahgmlasaval
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eltavolitottuk a35Spromotert. Az igy kapott binaris vektort pGGUS-nak
neveztik el (5.b abra).

A DS2H klonbdl a pGGUS készitéséhez is felhaszpétner
parral felszaporitottuk a 498 bp promoter szakasztSma-Hindlll
fragmentumként a pGEM7 vektorba klonoztuk. &bla kiénbdl az
inzertet izolaltuk ésSma-Hindlll fragmentumként a pCP/GUS vektorba
klbnoztuk a GUS gén elé, 3bSpromoter helyére. Ezt a klont pHGUS-
nak neveztik el (5.b 4bra).

A DS2J klonbdl ugyanezzel a primer parral felszéptiuk az
1140 bp promoter régiot és a pBluscript 1l KS vek&mad helyére
klbnoztuk. A pCP/GUS vektorb6Hindlll és BanHl emésztéssel
eltavolitottuk a35S promotert. AHindlll helyet Klenow polimerazzal
feltdltottik, majd aDS2 promotertSma-BanH| fragmentumként a GUS
geén elé ligaltuk. Ezt a klont pJGUS-nak neveztifcdd abra).

4.6. A promoter aktivitds detektalasa transzgénika burgonya

novényekben

Transzgénikus burgonya vonalakat, amelyek vagy aJ&Gvagy a
HGUS, vagy a JGUS konstrukciét, valamint a kanamytartalmu
taptalajon szelekciét biztositéptl gént hordozzak,Agrobacterium
kozvetitette transzformacidés eljarassal hoztuk elétrA GGUS
konstrukcioval — val6sziibeg technikai okok miatt - nem sikertlt hajtast
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regeneralni, mig 18 JGUS és 97 HGUS kanamycin z&zis
transzgénikus burgonya vonalat kaptunk. DS2 promoter aktivitast
vonalanként egyenkeént teszteltik levett, 48 6éran2@-os PEG-be
allitott levelek hisztokémiai festésével, X-Gluabgztrattal (7.a abra). 2
JGUS és 7 HGUS vonal mutatott lathaté GUS aktitit@s feltehetleg
azonos transzformalasi eseméblylszarmazé HGUS vonal azonban
nagyon alacsony GUS aktivitast mutatott, feltélegf pozicié hatas miatt.
Ezért a tovabbi kisérletek soran csak a 2 JGUS lést s fesbdést
mutaté HGUS vonalakat hasznaltuk.

A novényekein vitro felszaporitottuk, majd Gveghazi cserepekbe
Ultettik at, amelyeket rendszeresen oOntoztink. ldea, szaritott és
PEG kezelt levelek GUS aktivitasat fluorimetriasanértik (6. abra).
Kezelés nélkll a transzgénikus vonalak enyhén naddpafiuorimetrias
aktivitast mutattak, mint a transzformalatlan Désivonalak.

Egy hetes vizmegvonas utéan, vagy levett levelelbré® at tarto
20%-0s PEG oldatban tortént kezelése utan mindgg B&2 promotert
hordoz6 transzgénikus vonal GUS aktivithsa hatdtoremelkedést
mutatott. Ez azt bizonyitja, hogy a szarazsag-iathato transzkripcios
aktivitashoz szikségeasszelemeket mindkét vizsgalt promoter szakasz

tartalmazza. A GUS aktivitas ugyanakkor nem valtot@ éras ABA,
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6. abra Kezeléesek hatasa kulonkibz konstrukciokat hordozo
transzgénikus burgonya levelek GUS aktivitdsar&ezeletlen; Sz: egy
hét vizelvonas; PEG: 20%-0s PEG oldat, 48 h; AB#0 2M ABA, 24 h;
hideg: 4C, 48 h. Transzformalatlan Désirée novényeket rdBaTK
negativ, és35S:GUS konstrukciot hordozé ndvényeket hasznaltunk
pozitiv kontrollként. Az oszlopok két-két fuggetlelGUS ill. HGUS
transzgénikus vonal mérésével kapott atlagos éwdkégelolinek. A
kisérleteket harom ismétlésben végeztik. A hibakakna standard hibat
jelolik. A specifikus GUS aktivitast pmol 4-metilualliferil-3-D-
glukuronid mg* fehérje mifi- dimenziéban adtuk meg.

48 éras hideg kezelés hatasara. Tehat mindkét peorsmakasz elégséges
ahhoz, hogy fenntartsa RS2 szabalyozasanak specifikus természetét.
Pozitiv  kontrollként CaMV 35S::GUS konstrukciét hordozé
transzgénikus burgonya novényeket hasznaltunk, yakelminden

kisérletben igen magas sZirGUS aktivitast mutattak (6. abra).
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Az ABA- stressz- és termeéseérés-indukalhaté paratidsSR2gén
1,24 kb feltételezett promoter szakaszanak aksattakiméra GUS
konstrukcioval szintén vizsgaltadk transzgénikusgbuaya és paradicsom
novényekben (ROSSI et al. 1998). A transzgénikugdnya vonalak
GUS aktivitas értéke nagy szérast mutatott, kogotghany igen magas
alapértékkel, csakugy, mint a paradicsom vonalakpelgeknek
mindegyike magas alapaktivitdssal rendelkezettk Bzeaktivitas értékek
azonban ABA kezelés hatadsara sem valtoztak. A a&lzsgromoter
szakasz tehat feltelédeg nem hordoz minden, a specificitas kialakitdsaér
felelos elemet. ADS2 és azASRgének promoterei nem homoldgok, és
béar stressz faktorok hatasatAsR2promoter aktivitasara nem vizsgaltak,
a rendelkezésre all6 adatok alapjan mégis valoshiogy a gének kodold
szakaszanak homoldgigja ellenére a két promotérsekzabalyozasi
mechanizmus kontrollja alatt all.

Erdemes megjegyezni, hogy ABR2:GUS konstrukciot hordozé
44 transzgénikus burgonya vonalbol csak kilencbeh detektalhatd
GUS aktivitas. A mi kisérleteinkben 11StDS2GUS transzgénikus
vonalbdl 9 volt aktiv. Elképzelh&ttehat, hogy a stressz-indukalhatd
promoterek jobban érzékenyek az integracié helydiat a konstitutiv
promoterek, amelyek a szelekcidos marketikaatetik. Ezt alatAmasztjak
azok az eredmények, amelyek szerint a kromatirkistra hatassal van
egyes ABA-indukéalhato gének expresszidjanak syahabka
(6sszefoglaldo: BUSK et al. 1998).
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4.7. AzStDS2 promoter aktivitAsanak vizsgalata dohanyban

A burgonya novényekben akti®tDS2 promoter szakasz hodését
tranziens génexpresszios esszével egy masik fagbaregvizsgaltuk. A
szintén aSolanaceaecsaladba tartozdN. benthamianavad dohanyfaj
elézetes ismereteink szerint kilondsen alkalmas \gjtAgrobacterium
infiltracids vizsgalatra, és genomjabaib&2 génnel csak nagyon gyenge
kereszt hibridizaciét mutattunk ki HGUS konstrukciot hordozé
Agrobacterium szuszpenziot infiltraltunkN. benthamiana levelekbe,
amelyek varakozasainknak megfées konnyen felvették a szuszpenziot.
Utana mintainkat két napig vagy szaritottuk, vagggfeleben ontoztik.

A 498 bp StDS2 promoter szekvencia altal szabalyoz@tJS gén
miikddését X-Gluc festéssel vizualizaltuk. A szaritettelekben sokkal
intenzivebb kék fe&tést tapasztaltunk, mint a negativ kontrollok
esetében (7.b abra).

A DS2 expresszigjadt szabalyoz6 szignal transzdukcids
mechanizmus tehat valdsileg altalanosan jelen van &olanaceae
csaladban, fuggetlenil aDS2 gén jelenlétéi. Ennek alapjan
feltételezhet, hogy léteznek mas olyan gének is, amelyeket @tuak

vizsgalt mechanizmus szabélyoz.
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7. abra. A 498 bp StDS2 promoter szakasz aktivitasanak vizsgalata
hisztokémiai festéssel.

(a) Transzgénikus burgonya: a bal oldali levél ketien, a jobb oldali
vizhianyos.

(b) Agrobacteriuminfiltracios tranziens ess2é. benthamiangban: a bal
oldali levél kezeletlen, a jobb oldali vizhianyos.
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4.8. Uj tudomanyos eredmények

Munkank célja &. chacoensddl csoportunkban SILHAVY et al. (1995)
altal izoldlt, vizhiany-indukalhatdS2 gén tovabbi vizsgalata volt.
Vizsgaltuk a gén elterjedését, funkcibjat és saatzéisat. Uj tudomanyos

eredmeényeinket a kovetgakben foglalhatjuk 6ssze:

1. Genomi Southern hibridizacioval vizsgaltukD&s2vel homoldg
gének jelenlétét kulonbézajokban. Megallapitottuk, hogy a gén
jelen van a termesztett burgonyaban, egy gumoiahburgonya
fajban, aS. brevidens-bewvalamintparadicsomban is, dohanyban
viszont csak nagyon gyenge kereszt hibridizaciétamuA gén

valbsziriileg egy kopias vagy nagyon alacsony képiaszamu.

2. A DS2 gén funkciojat annak expresszidos szintjének
megvaltoztatadsaval  vizsgaltuk. Transzgénikus  burgon
novényeket hoztunk létre, amelyelb&2 gént vagy konstitutivan
kifejezik, vagy annak expresszidja bennik antiszeRHIS-sel
gatolt. Az expresszids szint megvaltoztatdsa azonean okozott
fenotipusos valtozast a transzgénikus vonalakbamany esetén

sem, igy aDS2funkcidja tovabbra is ismeretlen maradt.

3. A gén szabalyozéasat 6szdr northern analizissel vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy a vizvesztés, - akar |égsasriakar PEG
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5.

kezelés hataséara lép fel - igen nagymértékben #lgula DS2
expresszidjat. Ez az indukcié azonban ABA-t4l fiitgze és mas
abiotikus stresszek, mint s@, hidegj, toxidativ stressz vagy
hypoxia sincsenek r& hatdssal. Cikloheximid kezelés
megallapitottuk, hogy a gén indukciéjahde novoszintetizalt
fehérje faktor(ok)ra van szukség. [BS2 expresszios mintazata

burgonyaban és paradicsomban megegyezik.

A DS2gén szabalyozasanak részletesebb tanulmanyozgdaote
izolaltuk annak genomi  koépigjat S tuberosurdbadl.
Megallapitottuk, hogy a burgony&tDS2gén tartalmaz egy 263
nukleotid hosszu intront, és az 5 végén csokachacoense
cDNS-hez képest 14 tovabbi nukleotidbdl all a teddEds
iniciacié helyig. A két gen kodzott 99,35% homologian DNS
szinten, ami aminosav szinten két cserét eredméngé40
nukleotid feltételezett promoter szakaszt izoldttummi nem

homolég semmilyen ismert szekvenciaval

Az StDS2 promoter aktivitasanak vizsgalatahoz létrehoztdnk
novény-transzformacios vektor konstrukciot. EzekbenGUS
riporter géen elé 234 (pGGUS), 498 (pHGUS), illett@40
(pJGUS) b>S2promoter szakaszt épitettlink.
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6. A. tumefacienskdzvetitette transzformacio utan izolaltunk 2-2
olyan transzgénikus burgonya vonalat, amelyek a BGllktve a
JGUS konstrukciot hordozzak, és GUS aktivitasukhigizy
hatdsara indukalhaté. Ez az indukcié dredie specificitdsét,
mivel akarcsak az endog&%82geén esetében, sem az ABA, sem a
hideg kezelés nem volt ra hatassal. 3DS2promoter 498 bp
szakasza tehat hordozzaDe&s2 génre jellemé& szabalyozashoz
sziikséges és elégséges elemeket.

7. Agrobacterium infiltraciés tranziens esszével megallapitottuk,

hogy ez a 498 bpS2 promoter szakasz vizhidny-indukalhat6an
miikodoképes dohanyban is.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Csoportunk korabbars. chacoensevad burgonya fajbdl izolalt egy
vizhidny altal ABA-t6l flggetlentl ésen indukalodo gént, &S2t.
Munkank 6 célja e gén funkciojanak és szabalyozasanak megtsa
volt.

A DS2 g¢gén funkcibjat, a gén expresszids szintjének
megvaltoztatdsaval vizsgaltuk transzgénikus burgoriywényekben. Ez a
modszer ismeretlen funkciéju gének vizsgalatanalélesz korben
alkalmazott megkdzelitési modja. S22 esetében azonban a gén
expresszids szintjének megvaltoztatdsa nem jartitegienotipusos
valtozassal. Elképzelhigthogy a nagyszamu stresszfehérje redundanciaja
miatt egy gén expresszidjanak megvaltozasavalijdrékat elfedi a tobbi
gén hatasa. AS2 gén funkcidjara szekvenciaja, expressziés mingazat
kozvetett bizonyitékként szolgal. A vizhidny kétdsihatasai elleni
tényleges Vvédl szerepét azonban esetleg alternativ  kisérleti
megkozelitésekkel lehetne igazolni. llyen lehetpal a gén kifejeztetése
eleszében. Az éles# sajat stresszvédmechanizmusai mellett azonban
természetesen szintén elképzalhdiogy a DS2 jelenléte nem okozna
mérhed javulast. Ez kiklszobolh&étlenne Ugy, hogy ®S2 gént olyan
stressz szignal transzdukci6 mutansokban (BNF Mig, Hog)
expresszaltatnank, amelyekben az étesttesszgének indukcidja nem
megfeleben ntikodik.
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Igazoltuk, hogy aDS2 gén burgonyaban és paradicsomban
vizhiany hatasara, ABA-t0l, illetve mas stresszbakéol flggetlen
maodon, jelents mértékben indukalddils tuberosungenombdl izolaltuk
aDS2gént GtDS2, és annak 1140 bp promoter szakad2&tS reporter
gén alkalmazasaval megallapitottuk, hogy &@b#98 bp hordozza a
specifikus expressziot biztositociszelemeket. Ozmolitok vagy
transzkripcids faktorok alkalmazasaval mara szajaogott stress#iré
képesséf) transzgénikus novényt sikerilallitani. Altalanos probléma
viszont, hogy e ndvények optimalis kortlmények kbgyakran jeleris
novekedeési hatranyban vannak a vad tipussal szentberek oka a
konstitutiv promoterek alkalmazédsaban kereéenmdvel ezek a nbvények
forrAsaikat igy akkor is a transzgén expresszibjaga az
ozmoprotektansok termelésére forditjak, amikor amas szikségik. Az
ilyen iranyu biotechnolégiai fejlesztésekhez telsfitessz-indukalhatd
promoterek alkalmazésara van szikség. A GM fajeaknésztésének
varhatd elterjedésével egyitt feltekley a stressiité fajtdk irant is
jelentbs gazdasagi igény jelentkezik. Bar mar szamossztieslukalhatd
promotert izolaltak, aStDS2promoter specificitasa olyan nagymétiek
hogy, alkalmazasa @lybe keriilhet mas promoterekkel szemben. Az
alternativ megkozelitések korét azeért is indokadfitani, mert az izolalt
szekvenciak felhasznalhatosagat gyakran szabadalotialmak
korlatozzak. Csoportunkban mar folyamatban vanD&2 promoter
gyakorlati irdnyu alkalmazhatésaganak vizsgalatéreAaldz szintézisért
felelés, éleszi eredeii TPS1gént fuzionaltattuk ®S2promoterrel, és az
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igy létrehozott konstrukcioval transzgénikus buggonnévényeket
allitunk eb.

A gyakorlati felhasznalds mellett a8tDS2 promoter tovabbi
vizsgalata a vizhiany szigndl transzdukciés medmnsainak tovabbi
megismerésehez is hozzajarulhat. Az ABA-kdzvetistia hideg altal is
indukalhato jelatvitel elemeit meglelisen jol ismerjuk. Ezzel szemben,
sem cisz semtranszelemeket nem ismeriink az ezidka faktoroktol
fuggetlenll szabalyozott géneket aktivalé mechangok)bdl. ADS2t
szabalyozé cisz és transzelemek azonositasanak egyik lehetséges
megkozelitési modja az an. ,band-shift”, majd aéigd ,foot-print”
technikak, végul az éleszegyhibrid teszt alkalmazasa lehet. Az altalunk
elkészitett GGUS konstrukcid aktivitAsanak vizsgalgelenleg is
folyamatban van. Ez a konstrukcio csak 2343pS2promoter szakaszt
tartalmaz, igy pozitiv eredmény esetén a tovabbsgalatokat egy
erételjesen lesikitett DNS régiéra koncentralhatjuk.

A DS2szabalyozadsanak megismerésében jédeabrelépés lehet
a promoter aktivitdsanak tesztelés&rabidopsisban. Ez egyrészt
megmutatna, hogy Solanaceaesaladon kivil mennyire konzervalodott
a DS2t szabalyozé mechanizmus. Masrészt a rendelkezdkrenagy
szamuArabidopsisszignal transzdukciés mutans bevonaséaval pontosabb
képet kaphatnank e mechanizmus elebheitA jelatviteli elemek
azonositasanak masik megkozelitési l&bege az ,aktivacios tagging”
rendszer. Ennek lIényege, hogy a promoter::ripdastrukciot hordozé
transzgénikus  novényeket egy 6®r konstitutiv.  promoterrel
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felUltranszformaljak. Mivel a riporter gént nem u@lo kériimények
kozott is ebsen expresszald dupla transzformans novényekben a
konstitutiv promoter nagy valosfiséggel a szignal transzdukcié egyik
elemét aktivalta, ez a beépllési hely klonozaséralalhatéva és
megismerhéivé valik. A DS2 promoter vizsgalatarabidopsisban -
egyuttnmikodésben az MTA SZBK NoOvénybioldgiai Intézetében. Dr
Szabados Laszlé csoportjaval - mar folyamatban varkutatasi terv
megvalodsitdsat az OTKA tamogatja (T038375).
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6. OSSZEFOGLALAS

A kornyezeti stresszhatdsok szamos novényi génukaldak, tdbb,
egymassal sok helyen dsszekapcsolt szignal trakezdu
mechanizmuson keresztil. A csoportunk altal koréabt#olanum
chacoensddl, egy vad burgonyafajbdl izolalDS2 gén vizvesztés
hatasara nagymértékben indukalédik. Ez az indukzanban, ellentétben
a legtobb leirt stressz-indukalhaté génnel, nemheg elé abszcizinsav
(ABA) kezeléssel.

Munkank soran genomi Southern hibridizacioval Kiattwk, hogy
a DS2vel ebsen homoldg gén jelen vaBolanum tuberosuipan, a
termesztett burgonyaban, egy gumétiaad burgonya fajbanSolanum
brevidensben, valamint paradicsombar.y€opesicum esculentiims.
Nicotiana benthamiandan azonban csak nagyon gyenge kereszt
hibridizaciot detektaltunk & chacoenseredefi cDNS-sel.

A DS2 funkciéjanak vizsgalata céljabdl transzgénikusgbuya
novényeket hoztunk létre, amelyek @S2 gént vagy 35S promoter
hatasara konstitutiv. médon expresszaljak, vagy lkanespresszidja
bennik antiszensz RNS-sel gatolt. A transzgénikasalak stressz-
tolerancigjara azonban @S2 gén expresszids szintie nem volt
befolyassal, ami felten&éeg a kulonboé stresszfehérjék nagy meérték
redundancigjanak kovetkezménye. BS2 tényleges funkcioja tehat

tovabbra is ismeretlen.
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A S chacoensden tapasztalt ABA-fliggetledS2 expresszio
megleheaisen kivételes jelenségnek szamit a stresszgenébedrezért
a DS2 gén expressziojat részletesebben is megvizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy aDS2 gén a termeszett burgonyaban és
paradicsomban is ABA-fliggetlenll szarazsag-indultalh Tovabba,
hogy aDS2 expresszio vizhiany-specifikus, mivel nem voltukdihaté
s6, hideg, B, hypoxia és oxidativ stresszek altal sem. D62
szabdlyozdsa azonbade novo fehérje faktorokat igényel, mivel
cikloheximid kezeléssel gatolhaté a gén expresaz®p. tuberosurdbol
készitett genomi Kkléntarbdl egy 1140 bp hosszuségjtételezett
promoter szekvenciat izolaltunk. A promoter 1140488 bp szakaszait
B-glikuroniddz GUS riporter génnel fazionaltattuk, és aktivitasukat
transzgénikus burgonya névényekben, valamint tesnsziesszéveN.
benthamiangban teszteltik. Hisztokémiai festéssel és enzivitds
meéréssel megallapitottuk, hogy a 498 bp promotakasz képes
vizvesztés hatasara GUS aktivitast indukalni mink&gtgalt fajban. Ezek
az eredmények azt jelzik, hogy a vizhiany-specffikuiszelemek
megtalalhatéak a vizsgalt DNS szakaszban, és vai@stik, hogy aDS2
szabalyozasaban részt wevtranszfaktorok jol konzervaltak a
Solanaceaesaladban.

Eredményeink alapjan aDS2 promoter biotechnolégiai
szempontbdl hasznosnak bizonyulhat stressz-toleh@sgzonndvények
kialakitasaban. Az ABA-t6l és hidégtis figgetlen vizhiany szignal

transzdukciés mechanizmusokrél jelenlegi  ismer&teimagyon
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hianyosak. Ezért a promoter gyakorlati alkalmazakatehetsége
mellett, a DS2t szabalyozOcisz és transzelemek tanulmanyozasa

hozzésegithet a vizhiany-specifikus génreguladib jpegértéséhez.
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SUMMARY

Environmental stresses induce the expression arakplant genes via
multiple and cross-talking signalling pathways.\asly, it was shown
thatDS2 a gene of the wild potato speci8slanum chacoensis highly
inducible by dehydration but not by abscisic aé@&A4), the mediator of
many plant stress responses. In our studies genoBuathern
hybridisations revealed thaDS2related genes are present in the
cultivated potato,Solanum tuberosumn the non-tuberisingsolanum
species,Solanum brevidensand also in the related species, tomato
(Lycopesicum esculentynHowever, only very weak cross-hibridisation
was detected in the wild tobacco specdiisptiana benthamiana

In order to investigate the function bS2transgenic potato lines
were produced in whicldS2 was either overexpressed or blocked by
antisense RNA. However, drought adaptation of thesss was not
affected by modification oiDS2 expression level. This might be a
consequence of great redundancy of stress-relatg@imps. Thus the
function ofDS2remains obscure.

The rather unique ABA-independent expressionD&2 in S
chacoenseprompted further analysis of the expression pattEr this
gene. We found thddS2is also ABA-independently drought-inducible
in the cultivated potato and tomato. Moreov&S$2 expression is
dehydration-specific since it is not inducible mid; heat, salt, hypoxia
or oxidative stresses. SignallingD8&2induction, however, is dependent
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on the synthesis of novel proteins since cycloh@antan blockDS2
expression. A genomic library was established f@ruberosunand an
1140-bp region of th®S2 promoter was isolated and analysed at DNA
sequence level. Promoter regions of 1140 and 49&dp fused to the
B-glucuronidaseG®US reporter gene and tested for activity in transgen
potato plants, and also, by a transient assay othan solanaceous
speciesN. benthamianaBased on histochemical staining and enzyme
activity measurements the 498-bp promoter fragmexs able to induce
GUS activity in response to dehydration in bothcspe tested. These
results indicate that drought-specifis-elements are located within 498-
bp upstream to th®S2 coding sequence and suggest that tthes
factors forDS2 expression are well conserved in solanaceous especi
Based on these findind3S2 promoter might be useful for engineering
stress tolerant crops. Furthermore, drought indusigdalling that is
independent from signalling cascades of ABA anddcd poorly
understood. Dissection afiss and transregulatory elements obDS2
signalling can facilitate understanding of dehyarat specific gene

regulation.
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M3. A Solanum tuberosum DS2 promoter és gén $tDS2) elsidleges
szerkezete
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GAATTCGCGCT CCTGCCCCT GAGGT CGCGT GT TCGAAT CCAAAGAGAGECAATTTTTTTT

CTTAAGCGCGAGGACGGEEGACT CCAGCGCACAAGCT TAGGT TTCTCTCCGT TAAAAAAAA

CTCAGCTTATATTTTAGGCGGGAATTTAAGATTTAGTAGT TTAATCCCTAATTATAAAAT

GAGTCGAATATAAAATCCGCCCTTAAATTCTAAATCATCAAATTAGGGATTAATATTTTA

GAAATATTAAAAAGCCCTTTTATTCTTTTTTAAAACCCT GATAATCCCTAATTACAAAGT

CTTTATAATTTTTCGGGAAAATAAGAAAAAATTTTGCGACTATTAGGGATTAATGI TTCA

CAAATATTAAAATACCCTTTTCCTCTTTTAGGATTTTTTCACGITTTATTTTTTTCATTG
GITTATAATTTTATGGGAAAAGGAGAAAAT CCTAAAAAAGT GCAAAATAAAAAAAGTAAC
CTCTTCTTCGTTCTTCCTTGCTCTGECTGCTGCTTGT TGT TGECTGCTGCTTGTGCCTTG
GAGAAGAAGCAAGAAGGAACGAGACCGACGACGAACAACAACCGACGACGAACACGGAAC
TTGCTGCTGECTGCTCECCTGCTCCAGT GCCTTGT TGCTGCTGECTGCTCGCCTGCTCCA
AACGACGACCGACGAGCGGACGAGGT CACGGAACAACGACGACCGACGAGCGGACGAGGT
GTGCTCTTTGTCACTGACTCACTGCTGCTGCCTGCTTGCTGCTATTGTTTCTTTCATCTC
CACGAGAAACAGT GACT GAGT GACGACGACGGACGAACGACGATAACAAAGAAAGTAGAG
CATTAATAACTACTTGGGTATGTTTTTGGT TCCCCTTTTTCTTACTAGATTTCTATATAC
GTAATTATTGATGAACCCATACAAAAACCAAGGGEGAAAAAGAATGATCTAAAGATATATG
CTTATTTCGITATTTCTTGATGTIGCTTTCTTTTAGT TGGCTGAATTATTGATATCATTGA
GAATAAAGCAATAAAGAACTACACGAAAGAAAAT CAACCGACT TAATAACTATAGTAACT
AGTTTCAATTTTTTGT TTGCCTAATTTAATATATTTTCTTAATCTAAAATTAGAGAGATA
TCAAAGT TAAAAAACAAACCGATTAAATTATATAAAAGAATTAGATTTTAATCTCTCTAT
GAGAAATATAATGTAATAATCAAATAACCATTGCTTAAGCTTCTTTTTGGT TTTGECCCT
CTCTTTATATTACATTATTAGT TTATTGGTAACGAAT TCGAAGAAAAACCAAAACCGGGA
TTTTGATTTTGGTCCTTATTTAATAGI TCTGACTTCTGAATGTGTGCTTATTTCTCTTAA

AAAACTAAAACCAGGAATAAAT TATCAAGACTGAAGACT TACACACGAATAAAGAGAATT
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ATTCTAACTAAACTTTTACTTTACAATCCAGTCTTAAATCTTAATATTCAATGAAGAAGT
TAAGATTGATTTGAAAATGAAATGT TAGGTCAGAATTTAGAATTATAAGT TACTTCTTCA
ATTTTACCCCAATATCGAAATCAAGT TTAGCCTCTCATAGT CATAGTCAATCTAACCAAG
TAAAATGGGGT TATAGCTTTAGT TCAAATCGGAGAGTATCAGTATCAGI TAGATTGGTTC
AAGAAAATGTCAATCATTCTGAAGTACCATCACATTCTTCTCAAGAATTTGATTTGAGTA
TTCTTTTACAGT TAGTAAGACT TCATGGTAGT GTAAGAAGAGT TCTTAAACTAAACTCAT
CTTTAAAGT TTGATCCCGGT GAAAGAACTCCAATATTGAAATTATTTTTTTTGAACCCCC
GAAATTTCAAACTAGGGCCACTTTCTTGAGGT TATAACT TTAATAAAAAAAACT TGEGGEG
TTGATTAAAATCCT CCCTCCGCCACT GCACGT TCATTGGACAAACTAATTAATTAGTCCC
AACTAATTTTAGGAGGGAGECGGT GACGT GCAAGT AACCTGT TTGATTAATTAATCAGGG
CCACTTCACCTCCACTTATAAATACCACT CAATATTAACAAGAAAAAAACAT CCAAAGTA
GGTGAAGT GCGAGGTGAATATTTATGGTGAGT TATAATTGT TCTTTTTTTGTAGGT TTCAT
TATATTTTGITCTACTAATACATCATTTTTTTTCATACAAAATTATCACCAAAAAACATC
ATATAAAACAAGATGATTATGTAGTAAAAAAAAGTATGTTTTAATAGTGGTTTTTTGTAG
ATGGCAGAACAGAAGAAACATCACTTTGGT GGT CTCTTCCACCACCACAAGAACGAGGAG

TACCGTCTTGTCTTCTTTGIAGT GAAACCACCAGAGAAGGTGGTGGTGT TCTTGCTCCTC
M A E QK KHHFGGLFHHHIKNEE

GAAGACACCCCCGT TGAGAAAACTACATAT GAAGAAACAACCTAT GGAGAGAGT GAAAAA

CTTCTGTGGGEECAACTCTTTTGATGTATACTTCTTTGT TGGATACCTCTCTCACTTTTT
E DTWPVEIKTTYEETTY GE S E K

ACTAGAACCTATGGT GAGAAAACTAGT TATGGT GATGATACATATGGCGAAAAAACTACC

TGATCTTGGATACCACTCTTTTGATCAATACCACTACTATGTATACCCCTTTTTTGATGG
T RTY GEIKTSY GDUDTYGEIKTT

ACATTCGGAGAT GACAACAAATAT GGTGAGAAAACTAGT TATGGT GATGATACATATGGT

TGTAAGCCTCTACTGITGT TTATACCACTCTTTTGATCAATACCACTACTATGTATACCA
T F GDUDNIKY GEIKTSY GDUDT Y G

GAAAAACCT ACCT CCTACGGAGGAGATAATACATAT GGTGAGAAAACAAGT TATGGTGAG

CTTTTTGGATGGAGGATGCCTCCTCTATTATGTATACCACTCTTTTGITCAATACCACTC
EKPTSY GGDNTYGEIKTSY GE
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GGAGATGACAACAAGT AT GGTGAGAAAACTAGT TATGGT GAGGGAGATGACAACCAGT AT

CCTCTACTGITGTTCATACCACTCTTTTGATCAATACCACTCCCTCTACTGT TGGTCATA
G DDNIKYGEIKTSY GEGDUDNAO QY

GGAGAGAAAACTAGT TATGGAGATAGCGGATACGGAGAGAAACCTAGT TATGGT GGGGGA

CCTCTCTTTTGATCAATACCTCTATCGCCTATGCCTCTCTTTGGATCAATACCACCCCCT
GEKTSY GDSGY GEIKWPSY GGG

GATGACAACAAATATGGTGAGAAAACTAGT TATGGT AATGAGGAAGGT GGCTATGGTGGA

CTACTGITGITTATACCACTCTTTTGATCAATACCATTACTCCTTCCACCGATACCACCT
DDNIKYGEI KT SYGNETEG GG GY GG

GGAGT TGGT GAGACTACTAATTATGAAGAGAAT GAAAGT GAAACCAAAACT TCTGAGGAT
CCTCAACCACTCTGATGATTAATACTTCTCTTACTTTCACTTTGGT TTTGAAGACTCCTA
GV GETTNYEENESETI KT S E D

TATAAGGAAGAGAAGAAACACCACAAGCATCTTGAAGAAAT TGEEGGACTCGGACGCTGI T

ATATTCCTTCTCTTCTTTGTGGTGT TCGTAGAACT TCTTTAACCCCCT GAGCCTCGACAA
Y K EEKIKHHKHLETEI GGL G AV

GCTGCTGGTGCCTTTGCTTTGTAAATATTTTTCATACAGACTCTTTTAATTCTAACTTTC

CGACGACCACGGAAACGAAACATTTATAAAAAGTATGTCTGAGAAAATTAAGATTGAAAG
A A G A F AL

CATGTGACAAGAATGT TTAAGACTACAAGATTAAATGACATTTTGGTACATCCTACGTAT
GTACACTGTTCTTACAAATTCTGATGT TCTAATTTACTGTAAAACCATGTAGGATGCATA
CTTTAGITTAAGATAAAACATTCAAATGTCTTCCTTACTTTTTGAAATTCCGTATCAAGT
GAAATCAAATTCTATTTTGTAAGT TTACAGAAGGAATGAAAAACT TTAAGCCATAGT TCA
GATTAAAACCAGACAAACAAT TGAAACAGAGGGAGTAACTACGCTGCTCCATTTTTATGA
CTAATTTTGGTCTGTTTGT TAACTTTGTCTCCCTCATTGATGCGACGAGGTAAAAATACT
TAATTTCTTCTTCCATTAATTTTTTATGGTATGGAAAT TTCAGCATGAGAAGCACAAGEC

ATTAAAGAAGAAGGTAATTAAAAAATACCATACCTTTAAAGTCGTACTCTTCGTGITCCG
H E K H K A

AGAGAAAGACCCAGAGAAT GCACACAAGCACAAGATAGAGGAAGGAATAGCAGCAGCTGC

--------- i T Ty S
TCTCTTTCTGGGTCTCTTACGTGTGI TCGTGTTCTATCTCCTTCCTTATCGT CGTCGACG
E K DPENAHIKMHIKI EEGI A AAA

TGCAATTGGTGCTGGTGGATTTGCATTCCATGAACAT CAT GAGAAGAAGGAAGCAAAGGA

ACGTTAACCACGACCACCTAAACGTAAGGTACTTGTAGTACTCTTCTTCCTTCGI TTCCT
Al GA GGFAFHEMHMHEIKIKEAKE

102

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

AGAAGAGGAGGAAGCT GAGCGAAAGAAGAAGCATCATTTCTTCAATTAATTCTCCTATCA

TCTTCTCCTCCTTCGACTCCCTTTCTTCTTCGTAGTAAAGAAGT TAATTAAGAGGATAGT
E EEEAEGKIKIKMHHFTFN*

TAATATATATATTTACCTCTCTTTGITGTGTGCTGATCAATCTATCCTTTATTAATACTC
ATTATATATATAAAT GGAGAGAAACAACACACGACTAGT TAGATAGGAAATAATTATGAG
AGCATGCACCTAAATAATTTGTATGTGTGT TACAGTACTCTTGIGT TTGATGTAAGCGT T
TCGTACGTGGATTTATTAAACATACACACAAT GT CATGAGAACACAAACTACATTCGCAA
ACTTGGTGAATTTGGECGT TTTAAGT CACCTACATGT TGTAGTACT TTGCATGAGTGTGAA
TGAACCACT TAAACCGCAAAATTCAGT GGATGTACAACATCATGAAACGTACTCACACTT
TAATACTATTACGTATATTTTTTTTCTTAAAATTATTTCAATTAGCATACAAGI TGACTC
ATTATGATAATGCATATAAAAAAAAGAATTTTAATAAAGT TAATCGTATGT TCAACTGAG
TCAAGGGATTATATGTCCGI TCGGTACAAAAGGAAAATATTAGATTTTTTTCTTCGTGIT
AGTTCCCTAATATACAGCCAAGCCATGT TTTCCTTTTATAATCTAAAAAAAGAAGCACAA
CcT

-- 2522
GA
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