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1. BEVEZETES

A burgonya a burgonyafé¢lék (Solanaceae) csaladjaba tartozd, keményitben gazdag
gumoju haszonndévény. Vildgviszonylatban a megtermelt mennyiséget tekintve a negyedik
helyen all a kukorica, rizs és a bliza utan, viszont a burgonyat termesztik a legtobb orszdgban. A
burgonya egy lagyszaru cserje, melynek foldalatti szarcsomdibdl sztolok (tarack) fejlodnek.
Ezeknek a képleteknek a csticsi megvastagodasabol jon l1étre a gumd, ami amellett, hogy fontos
tapanyagforrds, vegetativ szaporitoképlet is. A novény eredetét Peru déli-, illetve Bolivia
északnyugati részére teszik, ahol mar 7-10000 évvel ezel6tt is termeszthették (SPOONER et al.,
2005). A hosszu ideje zajlo nemesitésnek koszonhetéen ma mar tobb ezer fajtaval rendelkeziink.
Ezek mellett koriilbeliil 200 vadon €16 faj és alfaj ismeretes, melyeket szamos esetben
hasznaltak/hasznalnak a kiilonféle nemesitési programokban arra, hogy abiotikus és biotikus
stresszfaktorokkal szemben ellenalloképességet biztositd géneket juttassanak a nemesitett
fajtakba.

Minden nemesitdi erdfeszités ellenére azonban a burgonya még ma is az egyik
legstresszérzékenyebb kultirndvényiink. Kiilondsen a szarazsag okoz minden évben vildgszerte
komoly termésmennyiség veszteséget (VAN LOON, 1981). Munkacsoportunk ezért kezdte el
vizsgélni burgonyaban tobb mint tiz évvel ezel6tt az akkor mar élesztobdl és emldsokbol jol
ismert, a stresszvalaszok és a szénhidrat anyagcsere kdzponti szabdlyozd fehérjéjét, az SNF1
(sucrose non-fermenting 1) protein-kinazt. Az SNF1 és a vele rokon SnRK1 (SNF1-related
kinase 1) csalad tagjai tobbnyire harom alegységbdl 4all6 komplex formdjaban latjak el
feladatukat. Az SNFI1 kindz mint katalitikus alegység, az aktivator alegység, valamint az
osszekotd alegység képezte Osszetett fehérje alkot egy funkcionalis egységet. Ehezés vagy
stressz hatdsara az enzimkomplex foszforilacié altal aktivalodik és szdmtalan transzkripcios és
poszttranszlacios valtozast indukal (COELLO et al., 2011). Burgonyaban két eltérd funkcioval
bir6 SnRK1 ismert: az StubSNF1 és a PKIN1. Az StubSNF1 katalitikus alegység mellett sikertilt
azonositani a komplex 0sszekotd alegységét is, az StubGALS83-at, egyediil az aktivator alegység
ismeretlen még eldttiink. Az StubSNF1 kindz komplex jellemzése részben mar megtortént
(LAKATOS et al., 1999; LOVAS et al., 2003a; LOVAS et al., 2003b; SOS-HEGEDUS et al.,
2005), melynek soran tobbek kozott bizonyitast nyert, hogy az StubGALS83 alegység gatlasa

gyokeér- és gumofejlodési rendellenességekhez vezet. Az SNF1 kindzok kiemelt jelentdsége miatt



az StubSNF1 kinaz komplex funkcidjanak vizsgalatat tovabb folytattuk és az alabbi célt tiiztiik ki
magunk elé:

1. Az StubSNF1 komplex funkcionalis analizisének folytatasa olyan noévények
vizsgalataval, melyekben az StubSNF1 kinaz miikodése gatolt, illetve olyan
novények létrehozasaval, melyekben az StubSNF1 kinaz és az StubGALS83 alegység
egyarant gatlas alatt all.

A szarazsagstresszre adott valasz molekularis hatterét vilagszerte szamos
laboratoriumban tanulmanyozzak és keresik azokat a megoldasokat, amelyekkel a névények
szarazsagtolerancidjat javitani lehet. Ennek egyik lehetséges modjaként a tudomany egy
kiilonleges sajatsdgokkal rendelkezd diszacharidnak, a trehaloznak a novényekben torténd
termeltetését ismeri el (ASHRAF, 2010). Szarazsagstressz hatdsdra a trehaldoz szamos
alacsonyabb rendii él6lényben nagy mennyiségben szintetizdlodik és a vizmolekuldk helyébe
lépve stabilizalja a biologiai strukturdkat. A trehal6z bioszintéziséért felelds anyagcsereut
megtaldlhatd magasabb rendii névényekben is. A trehal6z termelés molekularis biologiai
eszkozokkel elért fokozdsa szdmtalan esetben eredményezett szarazsagtiird ndvényeket tobb
novényfaj esetében is. Ezek a névények azonban legtdbbszor térpe fenotipusuak voltak és csak
elenyész0 mennyiségben tartalmaztak trehalozt, ami arra utal, hogy a szarazsagtiirés javulasa
nem a trehal6z ozmoprotektans funkcidjanak koszonheté (FERNANDEZ et al., 2010).

Ismert volt, hogy a gliik6z-6-foszfat a trehal6z bioszintézis egyik kiinduld molekuldja.
Ugyanakkor a gliikoz-6-foszfat az SNF1 kindzok aktivitasanak gatloszere is (TOROSER et al.,
2000). Munkank kezdetén tigy gondoltuk, hogy a trehal6z termelés fokozasa modosithatja a
aktivitasara és ezen keresztiil a burgonyandvénynek a trehaldéz termeltetés fokozasara adott
vélaszara. Elméletiinknek a gyakorlatban torténd vizsgalatara, illetve a trehal6z bioszintézis és az
StubSNF1 kinaz komplex miikddése kozotti feltételezett kapcsolat hatterének megismerésére a
kovetkezd célt tliztiik ki magunk elé:

2. Az éleszto eredetii trehaloz-6-foszfat-szintaz (TPS1) gén miikodése és az StubSNF1
kinaz kozotti kapcsolat megismerése olyan TPS1 gént kifejezé burgonyavonalak
vizsgalataval, melyekben vagy az StubSNF1 Kkinazt, vagy pedig az StubGALS3
alegységet gatoltuk.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az SNF1 protein-kinaz csalad és szerepe élesztoben, emlésokben és névényekben

Az éldlények szamara elengedhetetlen a szén- €s energiaforrasok folyamatos bevitele €s
feliigyelete. Ilyen feliigyeletet latnak el az élesztében az SNF1 (sucrose non-fermenting 1)
kinazok, az emldsokben ortologjaik, az AMP-aktivalt kinazok (AMPK), valamint a névényekben
az SNF1-rokon kindzok (SnRK). Az SNF1 kindzok evoluciésan konzervalt heterotrimer
szerin/treonin kinazok, melyek metabolikus szenzorokként funkcionalnak minden eukariotaban,
az egysejti gombaktol az allatokon at a ndvényekig. Fontos szerepet jatszanak a
tapanyagforrasok elérhetéségének-, a kornyezeti stressz szignaloknak-, valamint a szervezet
energiaigényeinek Osszehangoldsdban és a sejtfolyamatoknak a pillanatnyi allapotokhoz vald
igazitasdban. Ezek a fehérjék ¢hezés- illetve energiahidny esetén aktivalédnak és az
energiaigényes ¢letfolyamatok korldtozasaval, valamint az energiatermelés eldsegitésével
lehetové teszik az éldlények szamdara a nehéz iddszakok tulélését. Emellett az €161ények normalis
novekedésének illetve fejlodésének szabalyozasaban is elengedhetetlen szerepet jatszanak.

Az AMPK/SNF1/SNRK1 kin4dzok harom alegységes komplexben mitkddnek. A komplex
a alegységét ¢élesztOben az SNF1 gén kodolja, amirdl egy 72 kDa méretli fehérje (CELENZA ¢és
CARLSON, 1986) ir6dik at. Ez a fehérje — ami a kinaz komplex katalitikus alegységét képezi —
46%-0s egyezést mutat aminosav szinten az allatokban talalhatd AMPK-, valamint a
novényekben eléforduldo SNRK1 fehérjék a alegységével. A katalitikus alegység funkcionalisan
két részre oszthatd: a katalitikus doménre és a regulator doménre. A kinaz aktivator alegységét
az SNF4 gén kédolja (CELENZA és CARLSON, 1989), ami megfelel az AMPK/SNRK1
kinazok y alegységének. Az emlitett két alegységen feliil a komplex részét képezi a f-, vagy mas
néven regulator alegység is. Elesztében ez harom eltérd fehérje is lehet: SIP1, SIP2 és GALS3. A
regulator alegység szerepe a komplex Osszetartasa, sejten beliili elhelyezkedésének
meghatarozasa €s a kindz komplex szubsztrat-specifitasinak megszabasa (YANG et al., 1994). A
p alegységek két funkcionalis domént tartalmaznak: az ASC domént (association with SNF1
complex domain) és a KIS domént (kinase-interacting sequence domain). Ezeknek a
doméneknek a segitségével a regulator alegység képes a komplex madsik két alegységével
kapcsolodni és igy Osszetartani az enzimkomplexet (YANG et al., 1994; JIANG és CARLSON,
1997).



2.1.1. Az éleszto SNF1 protein-kindz komplexe

Az SNF1 protein-kinazt elészor a siitéélesztobol (Saccharomyces cerevisiae) izolaltak.
Az SNF1 (sucrose non-fermenting - szachar6zt nem fermentalo) nevet azért kapta, mert a mutans
¢lesztd, amibdl izolaltak, képtelen volt bekapcsolni a szachardéz bontd enzimet, az invertazt
kodolo SUC2 gént gliikdz éhezés soran (CARLSON et al., 1981).

Elesztében az SNF1 elsédleges funkcidja a gliikkozhianyhoz vald alkalmazkodas, melynek
révén lehetové valik a sejtek szamara az olyan alternativ szénforrasok hasznositasa, mint amilyen
a szacharoz ¢és az etanol (CELENZA ¢és CARLSON, 1984; 1986). Emellett az SNF1 fontos
szerepet jatszik az ¢hezés kovetkeztében intenzivvé valo tartalék szénhidrat szintézisben,
valamint a kiilonb6zé makromolekulak ¢€s organellumok autofagian keresztiil torténd
ujrahasznositasiban (WANG et al., 2001). De Iétfontossagh a meiozis, a sporulacio
(HONIGBERG ¢és LEE, 1998), a szalas novekedés, a biofilm képzés (KUCHIN et al., 2002),
valamint az Oregedés szabalyozasiaban is (ASHRAFI et al., 2000; LORENZ et al., 2009).
Mindezeken feliil az SNF1 részt vesz szamos stresszhatasra adott valaszban is, mint példaul a
sOstresszre-, az oxidativ stresszhatdsra-, valamint a lagos pH-ra adott valaszokban (HONG és
CARLSON, 2007).

Az SNF1 kinaz foszforilalodik és ezaltal aktivalodik a gliikkoz ¢hezés hatasara, valamint a
fentebb emlitett egyéb stresszhatdsok bekovetkezésekor is. Harom protein-kindz vesz részt az
SNF1 foszforilalasaban: a Sakl, az Elm1 és a Tos3. Ezek a Thr210 pozicioban foszforilaljak a
kinazt (HONG et al., 2003; NATH et al., 2003; SUTHERLAND et al., 2003). A Sakl (SNF1-
activating kinase) kordbban Pakl néven volt ismert, de datnevezték, hogy ne legyen
osszekeverhetd egy masik (p21-activated kinase family) fehérje csaldddal. A harom emlitett
kinaz felépitésében nagyon hasonld €s funkciojadban jelentds atfedést mutat. Ahhoz, hogy az
SNF1 kinaz aktivalhatosdgat teljességgel megszlintessiik, mindhdrom aktivalé kinazt ki kell
iktatni. A Sakl kinaz tiinik a f6 aktivatornak, de a Tos3 jelenléte 6nmagéban is elég ahhoz, hogy
az ¢lesztd jol ndjon nemcsak glikkdzon, hanem mas szénforrason is. A Sakl stabilan és tartosan
kapcsolodik az SNF1 kindzhoz, mig a Tos3 és az Elm1 csak atmenetileg 1ép kolcsonhatasba az
aktivalando fehérjével (ELBING et al., 2006). Az SNF1 ¢és a Sakl stabil kapcsolatit nem a
glikozszint szabalyozza. A legtobb Sakl fehérje a sejtekben Osszekapcsolodik az SNF1
fehérjékkel, azonban ez is csak az elérhetd SNF1 molekuldk egy kis részét érinti. A Sakl
kinazok a gliikozon ndvesztett sejtek esetében a citoplazmaban helyezkednek el, mig gliikkoz

¢hezés hatasara egy résziik athelyezddik a vakuolaris membranokba (HEDBACKER et al.,



2004). A Tos3 kinaz mindkét koriilmény mellett a citoplazmaban van (KIM et al., 2005). Az
Elml fehérje a sarjadzo éleszté ,,nyakan” helyezkedik el az anya és a leanysejt hataran. Ez
Osszhangban van az SNF1 kinaztol fliggetleniil a sejtciklusban és a sejtmorfologidban jatszott
szerepével (RUBENSTEIN et al., 2006).

Az SNF1 katalitikus aktivitasat az 1. tipusu Regl-Glc7 fehérje foszfataz gatolja. A Glc7
katalitikus alegységét a Regl fehérje iranyitja az SNF1-hez (TU et al., 1995). A Regl fehérje
citoplazmatikus elhelyezkedésti mind a gliikdzon nevelt-, mind pedig a glikézt nélkiilozo
sejtekben (DOMBECK et al., 1999). A Regl fehérje az SNF1 kinaz altal foszforilalodik és
aktivalodik gliikoz ¢hezés hatasara, illetve a Glc7 fehérje altal defoszforilalodva inaktivalodik
gliikoz jelenlétében (SANZ et al., 2000).

Az SNF1 kindz szabalyozasa a komplex sejten beliili helyzetének szintjén is
megnyilvanul (1. 4bra). Az enzimkomplex P alegységei (SIP1, SIP2, GALS3) felelosek a
komplex sejten beliili lokalizdcidjanak meghatarozasaért. Magas gliikkoz koncentracio esetén
mindharom [ alegység a citoplazmaban van. Gliikkozhiany esetén a regulator alegységek egyedi
sejten beliili helyzetet vesznek fel és ennek megfelelden iranyitjadk a SNF1 kinazt is (VINCENT
etal., 2001).

Az SNF4 fehérje megtalalhato a sejtmagban és a citoplazmaban is, fiiggetlentil a gliikoz-
ellatottsagtol. A SIP2 alegység a citoplazmaban marad, mig a GALS3 alegység a sejtmagba
helyezdédik at. Normal gliikoz-ellatottsag mellett a SIP1 a citoplazméban talalhatd, a vakuolaris
membranba torténd athelyez6dését a protein-kinaz A (PKA) gétolja. Gliikoz éhezés esetén ez a
gatlas oldodik és a SIP1 fehérje athelyezddik a vakudlumok membréanjaba.

A soéstressz nem befolyasolja az SNF1 és a GALS83 alegység citoplazmatikus helyzetét,
azonban alkalikus pH hatdsara az emlitett két fehérje athelyezddik a sejtmagba (HONG és
CARLSON, 2007).
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1. abra. Az SNF1 kinaz komplex sejten beliili elhelyezkedése (HEDBACKER
és CARLSON, 2008 alapjan). SNF1: a kinaz komplex katalitikus alegysége,
SNF4: a kinaz komplex aktivator alegysége, Sip1/Sip2/Gal83: a Kkinaz
komplex regulator alegységei, PKA: protein-kinaz A, P: foszforilalt SNF1.
Gliikozhiany esetén a regulator alegységek egyedi sejten beliili helyzetet
vesznek fel és a nyilakkal jelzett modon iranyitjak a SNF1 kinazt is.

Az SNF1 szamos gén atirddasat szabalyozza. Ezek a gének szerepet jatszanak az
alternativ  szénforrdsok  hasznositdsdban, a  gliikkoneogenezisben, a 1égzésben, a
transzportfolyamatokban ¢és a meidzisban. Gliikoz hidny hatdsara tobb mint 400 gén
kifejezodését befolyasolja az SNF1, ideértve a gliikkdzszint altal leginkabb befolyasolt 40 génbol
29-et (YOUNG et al., 2003). Az SNF1 tobb gliikkoz altal gatolt gén atirédasat szabalyozza a
Migl transzkripcids gatld fehérje foszforildlasaval (TREITEL et al.,, 1998; OSTLING és
RONNE, 1998). A Migl foszforilacidja a transzkripciés faktor aktivitdsdt negativan
befolyasolja, igy segitve eld az altala gatolt gének atirédasat. In vitro koriilmények kozott
kimutattak, hogy az SNF1 kinaz kolcsonhatasba 1ép az RNS polimeraz I enzimmel, majd ezt
kovetden gliikdz-szabalyozta modon atirdst indukal (KUCHIN et al., 2000). Az SNF1 képes a

kromatinallomany modositasara is. Az INO1 promoter esetében bizonyitottak, hogy az SNF1
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foszforilalja a H3 hiszton fehérjét a Ser10 pozicidban, ami kézvetve a gén atirasdhoz vezet (LO
etal., 2001).

Az SNF1 részt vesz a zsirsav anyagcsere ¢s a tartalék szénhidrat képzés enzimeinek
szabalyozasaban is. Foszforilalja és inaktivalja az acetil-koenzim-A-karboxilazt és ezaltal gatolja
a zsirsav bioszintézist gliikozhidny esetén (WOODS et al., 1994). Az ¢leszté egyik fontos
tartalék szénhidratjanak - a glikogénnek - a képzésében is elengedhetetlen az SNF1
kozremiikddése. Hidnyaban a sejtek nem akkumuléljdk ezt a tartalék szénforrast (THOMPSON-
JAEGER et al., 1991).

Az SNF1 a szén mellett a foszfat-, a szulfat- és a nitrogénhidnyra adott sejtszintii

valaszokban is szerepet jatszik (THOMPSON-JAEGER et al., 1991).

2.1.2. AMP-aktivalt protein-kinazok

Az éleszté SNF1 kindzanak allatokban megtaldlhatd ortolog valtozatai az AMP-aktivalt
protein-kinazok (AMPK). Szamos sejtfolyamat igényel energiabefektetést, s ez az energia
leginkabb az ATP molekuldk hidrolizisébdl szarmazik. Az elhasznalt energia pétlasara szamos
anyagcserefolyamat szolgal, koztiik példaul a gliikoz oxidacioja. Az ATP molekulak szintézise
tulnyomorészt a mitokondriumok belsé membranjandl torténik. A mitokondrium kialakulasa
sejtszervecske, amely el tudta latni elegendd energiaval az energiaigényes ¢életfolyamatokat.
Emellett sziikség volt egy olyan rendszer létrejottére is, ami érzékelte a citoplazma
»energiaallapotat” és ehhez igazitotta a mitokondrialis funkcidt. Ezt a feladatot az AMP-aktivalta
protein-kinaz kapta.

Emldsokben hét gén vesz részt az AMPK-k felépitésében: két a alegységet (al €s a2), két
B alegységet (B1 és B2), valamint harom 7y alegységet (y1, y2 és y3) kodold gén. A hét gén
alapjan szabad kombindcioval 12 heterotrimer enzim johet létre, de a tapasztalat az, hogy a
lehetséges 12 heterotrimer enzimkombindciobol bizonyos kombinaciok nagyobb gyakorisaggal
fordulnak elé. Az alegységek a kotOpartnerek hidnyaban altalaban instabilak, ami valamelyik
alegység tulzott megnyilvanuldsa esetén a kotdpartnerekért kialakuld versengéshez vezethet az
alegységek kozott (MU et al., 2001; HAWLEY et al., 2010).

Az a alegységek egy szerin/treonin-kindz domént tartalmaznak az N termindlis
oldalukon, ami akkor lesz jelent6sen aktiv, ha egy masik kinaz foszforilalja (HAWLEY et al.,

1996). A legtobb emlds sejtben a kindz foszforilaciojat egy harom alegységes enzimkomplex
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végzi, amelynek tagjai az LKB1 kinaz, valamint a STRAD ¢és a MO25 alegységek (HAWLEY et
al., 2003). AMP kotodése esetén az AMPK konformacids valtozdson megy at, ami harom
egymastol fiiggetlen mechanizmussal segiti eld6 az AMPK aktivalodasat: [1] a Thr 172-es
pozicioban torténd foszforilacié eldsegitésével (HAWLEY et al., 1995), [2] a Thr 172-es pozicid
defoszforilaciojanak gatlasaval (DAVIES et al., 1995), [3] a Thr 172-es pozicidban foszforilalt
AMPK allosztérikus aktivalasaval (CORTON et al., 1995). Erdekes modon az egyes és a kettes
mechanizmus mind ADP-, mind pedig AMP kd&tédésével kivalthatd, ugyanakkor a harmas
mechanizmus csak AMP kozremiikodésével indithatdé el (OAKHILL et al., 2011; XIAO et al.,
2011).

Az AMPK-t olyan metabolikus stresszhatdsok aktivaljak, amelyek vagy gatoljak
valamilyen moédon az ATP szintézisét (pl glikéz éhezés, hipoxia, isémia), vagy pedig
felgyorsitjdk az ATP fogyasztdsat (pl., izomdsszehtzodas) (HARDIE, 2007). A sejtszintii
energiahdztartas szabalyozasaban betoltott szerepe mellett az AMPK-k miikodését olyan
hormonok és citokininek is befolyasoljak, amelyek szerepelnek az energiahaztartds egész
szervezet szintjén megnyilvanuld szabalyozasaban (KAHN et al., 2005).

Az AMP-aktivalt protein-kindzok képesek ATP-t generald katabolikus anyagcsereutakat
bekapcsolni és leallitani az ATP-t fogyaszté anabolikus folyamatokat. Az aktivalt folyamatokra
példaként megemlithetd a glikkéz felvétel (HOLMES et al., 1999), a glikolizis (MARSIN et al.,
2000), a zsirsavfelvétel (BONEN et al., 2007) €s a zsirsavak lebontasa (MERRIL et al., 1997).

Az AMPK-k gatoljak az olyan energiaigényes folyamatokat, mint a zsirsavszintézis, a
triglicerid- és foszfolipid szintézis, a glikogén szintézis és a gliikkoneogenezis (HARDIE, 2007).

Az AMPK részt vesz a mitokondrium biogenezis szabalyozasaban is. A PCG-1a nevil
transzkripcids faktort a folyamat {6 szabdlyozojaként tartjdk szamon. Eldsegiti az 1
mitokondriumok 1étrejottét és a sejtmagban kodolt mitokondridlis gének kifejezédését. Az
AMPK két helyen is foszforildlja a PCG-1a-t, amivel lehetdvé teszi a faktor aktivalodasat
(JAGER et al., 2007).

Az autofagia segitségével a sejtek képesek ujrahasznositani sejtalkotoikat. Ez a folyamat
kiilondsen nagy jelentdséggel bir akkor, ha a sejt €hezik. Ez, az élesztdgombékban jol koriilirt
jelenség, csak a kozelmultban kezdett részleteiben ismertté valni az allati szervezetek esetében
is. Ma mar tudjuk, hogy az AMP-aktivalt protein-kindzok szerepet jatszanak a mitokondriumok

ujrahasznositdsanak (mitofagia) folyamataban is (WANG és LEVINE, 2010).
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2.1.3. A novények SNF1-rokon kinazai
A n6vényi SNF1-rokon kindz (SnRK) csaldd harom alcsaladra oszlik, melyek az SnRK1,
az SnRK2 és az SnRK3 nevet kaptak. Arabidopsis modellnévényben a harom alcsalad 38 tagot

szamlal (2. 4bra).

2. abra. Arabidopsis thaliana-ban az SNF1-rokon kinaz (SnRK) csalad 38
tagot szamlal, melyek harom alcsaladba sorolhaték (SnRK1, SnRK2 és
SnRK3) (HALFORD és HEY, 2009 alapjan). SNF1: éleszt6 SNF1 Kkinaz,
AMPK: AMP-aktivalt kinaz allatokban, NIK1: Niml-szerii Kkinaz:
mitozist indukalo kinaz élesztoben.
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Az els6 SnRK1 gént rozsbol izolaltdk az alapjan, hogy képes volt az éleszté snfl
mutacidjat komplementalni (ALDERSON et al., 1991). Ez a fehérje 47%-0s egyezést mutatott
aminosav szinten az éleszté SNF1-gyel és az allati AMPKa-val. A késébb Arabidopsis-bol
izolalt és az SNF4/AMPKy génekkel homolog AtSNF4 csupan részlegesen képes komplementalni
az éleszté snf4 mutaciojat (KLEINOW et al., 2000). A SIP1/SIP2/GAL83/AMPKf génekkel
homoloég novényi géneket izolaltak tobbek kozott Arabidopsis-bol (AKINSI és AKINS2)
valamint burgonyabol is (BOULY et al., 1999; LAKATOS et al., 1999). Erdekes modon
Arabidopsis-ban és kukoricaban talaltak olyan fehérjéket, melyek az AKINBy nevet kaptak azért,
mert tartalmaznak egy KIS domént az aminoterminalisukon (ennek segitségével kapcsolodik az
enzimkomplex [ alegysége a katalitikus o alegységhez) ¢és egy SNF4-szeri domént a
karboxiterminalisukon (LUMBRERAS et al., 2001). Ennek az “alegységhalmozasnak™ a hattere
ismeretlen. Ugyanez a tanulmany ravilagitott arra is, hogy ezeknél a géneknél alternativ mRNS
érési lehetdségek is talalhatok, ami arra enged kovetkeztetni, hogy valtozé koriilmények hatdsara
kiilonféle alegység Osszetételli SnRK 1-ek jelenhetnek meg, €s ez tovabb finomithatja az SnRK1-
ek szabalyozasat.

Az SnRK1 kindzok szdmos enzim aktivitasat szabalyozzak kozvetleniil, illetve kozvetve
a génkifejez6dés modositasaval (3. abra). BAENA-GONZALEZ et al. (2007) Arabidopsis
modellndvényben az SnRK1 gatlas hatdsat vizsgaltak microarray kisérletekkel, amibdl kideriilt,
hogy tobb mint 1000 gén kifejezédése megvaltozik, ha csokken az SnRK1 aktivitasa, ami arra
utal, hogy kozvetve vagy kozvetleniil legalabb 1000 gén atirasat szabalyozzak a SNF1-rokon
kinazok.

A nagyszamu gén kifejez6désének szabalyzasa mellett az SnRK1 kindzok szamos enzim
mikodését is befolyasoljak (3. abra). Az SnRK1 foszforilalja és inaktivalja a HMG-CoA (3-
hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A) reduktazt (HMGR) (BALL et al., 1994; 1995), ami a HMG-
CoA molekulat redukélja mevalonsavva. Ez az enzimreakci6 az izoprenoid bioszintézis egyik
kulcslépése. A HMGR mellett az SnRK1 kozvetleniil foszforilalja és inaktivalja a szachardz-
foszfat-szintazt, a nitrat-reduktaizt (SUDGEN et al.,, 1999), a trehaldz-foszfat-szintazt
(HARTHILL et al., 2006) és a foszfofrukto-2-kinaz/fruktdz-2,6-biszfoszfatazt (F2KP) is
(KULMA et al., 2004).
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3. abra. Enzimek, melyek aktivitasat az SnRK1 médositja foszforilacio
utjan vagy redox aktivalassal, illetve azok a folyamatok, melyekben ezek a
fehérjék fontos szerepet toltenek be. (HALFORD és HEY, 2009 alapjan).
F2KP: foszfofrukto-2-kinaz/fruktéz-2,6-biszfoszfatiz, HMG-CoA: 3-
hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A.

A novényi SnRK-K - hasonldan az élesztében és allatokban talalhaté ortolog kinazokhoz -
foszforilacié utjan aktivalédnak. Arabidopsis-ban két olyan kinaz talalhatd, melyek az SnRKI1
aktivalasaért felelosek: az SnAK1 (SnRK1-activating kinase 1) és az SnAK2 (HEY et al., 2007).
Ezek az enzimek amellett, hogy az SnRKI1 molekuldkat egy jol meghatarozott pozicidban
foszforilaljak, képesek az éleszté elm1/sak1/tos3 mutaciojat is komplementalni.

Az SnRK1 kinazok a virus-gazdanovény kapcsolat 1étrejottében is szerepet jatszanak. A
geminivirusok altal kodolt AL2 és L2 fehérjék képesek az SnRK1-hez kdtddni €s gatolni annak
aktivitasat. Az SNRK1 gén kifejezddésének antiszensz gatlasa ndveli a névények érzékenységét a
virusfert6zéssel szemben, mig ugyanezen fehérje tultermeltetése az ellenkezd hatast eredményezi
(HAO et al., 2003). Ez arra utal, hogy az SnRK1-ek fontos szerepet jatszanak a ndvények
virusokkal szembeni védekezésében, amit a virusok a kindzok inaktivaldsaval probalnak meg

gyengiteni.
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Az SnRK1 kinazok mellett a novények tartalmaznak még két SnRK alcsalddot, az
SNRK2-t és az SnRK3-at. Ezek a fehérjék aminosav szinten 42-45%-o0s egyezést mutatnak az
SnRK1/SNF1/AMPK fehérjékkel a katalitikus domén tekintetében. Arabidopsis-ban az SnRK2
¢s SnRK3 alcsaladoknak joval tobb tagjuk van, mint az SnRK1 alcsalddnak. Bar funkcidjuk nem
ismert olyan részletességgel, mint az SnRK1-eké, minden jel arra mutat, hogy dontd szerepiik
van az abszcizinsav (ABA) altal kozvetitett, illetve egyéb stresszvalaszokban.

Rizsben az SnRK?2 alcsalad 10 tagot szamlal, melyek mindegyike indukalodik ozmotikus
stressz hatasara, illetve harom koziilik ABA altal is szabalyozott (KOBAYASI et al., 2004). Egy
Arabidopsis eredetli SnRK2 fehérje thltermeltetése génexpresszios valtozasok elésegitésével
fokozza a ndvény szarazsagtiirését (UMEZAWA et al., 2004). Az SnRK2.2, 2.3 és 2.6 génekben
mutans Arabidopsis névények csaknem teljesen érzéketlenné valnak az ABA kezeléssel szemben
(FUJI és ZHU, 2009).

Az SnRK3 alcsalad tagjai vélhetdleg kalcium-fiiggd aktivitast mutatnak, mivel képesek
kolcsonhatasba 1épni kalcineurin B-szerti (CBL - calcineurin B-like) fehérjékkel (GUO et al.,
2002). Az Arabidopsis ionhaztartasat az ,,Salt Overly Sensitive” (SOS) jelatviteli utvonal vezérli,
melynek harom f6 komponense van: az SOSI1, egy Na'/H" antiporter, mely a citoplazma
felesleges Na' tartalmat tavolitja el; az SOS2, egy SnRK3-tipusti protein-kinz és az SOS3, egy
Ca?* szenzor fehérje (MAHAJAN et al., 2008). Az SOS3 fehérje képes érzékelni a sostressz
hatsara emelkedd Ca® koncentraciot, aminek kovetkeztében az SOS2 kinazhoz kapcsolodik és
aktivalja azt. Az aktiv SOS2/SOS3 komplex foszforilalja és aktivalja az SOS1 Na'/H" antiportert
(ISHITANI et al., 2000; GUO et al., 2001), ami eltavolitja a citoplazma felesleges Na" tartalmat.

2.1.4. SNF1-rokon kindzok burgonydiban

Burgonyéabdl mindezidaig két olyan gén cDNS-ét izolaltak, melyek az SnRK1 alcsaladba
tartoznak: a PKIN1-et (MAN et al., 1997) és az StubSNF1-et (LAKATOS et al., 1997). MAN et
al. (1997) megallapitottdk, hogy a PKIN1 kifejezddése a levélben gyenge, mig a sztoloban és a
gumoban joval erésebb. PURCELL et al. (1998) antiszensz technikaval gatoltdk a PKIN1
kifejez6dését gumdban, illetve a novények hajtasdban és leveleiben. A szachar6z-szintdz enzim
aktivitasa 64%-kal csokkent azoknak a novényeknek a gumoiban, amelyekben a PKIN1 gén
kifejezddését gumospecifikusan gatoltdk. A hajtasspecifikus gatlast hordozd transzgénikus
burgonyavonalak esetében a szachar6z-szintaz gén kifejez6désének szacharoz altali

indukalhat6saga jelentésen sériilt.
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LAKATOS et al. (1999) éleszté két-hibrid rendszerben a burgonya StubSNF1-et
csalifehérjeként haszndlva azonositottak egy cDNS-t, ami a szekvencidja alapjan ortolognak
bizonyult az éleszté SIP1/SIP2/GAL83-, valamint az allati AMPKfS génekkel. Az ujonnan
megismert fehérje - ami az StubGAL83 nevet kapta - éleszt6 két-hibrid rendszerben képes volt
kolcsonhatasba 1épni a burgonya StubSNF1 fehérjéjével. Az StubGAL83 magas expressziot
mutatott a legtobb szervben, de a kifejezddés mértéke szervenként eltérd volt. Ezzel szemben az
StubSNF1, a virag kivételével, alacsony kifejez6dési mintazatot adott. Az a tény, hogy az
StubGALS83 ¢lesztd két-hibrid rendszerben képes volt kolcsonhatasba 1épni az ¢€leszté SNF1
¢lesztében és az allatokban talaltakkal. Az StubGALS83 behatobb vizsgalatit LOVAS et al.
(2003a) végezték el. Kimutattak, hogy a fehérjét kodolo gén kifejezédése éjszaka intenzivebb,
mint nappal, rdadésul a még nem kifejlédott és nem asszimilalo levelekben joval erdsebb az
atirodas, mint az asszimilalo levelekben. Az StubGALS83 szerepének tovabbi tanulmanyozasa
céljabol antiszensz technikaval StubGALS83-gatolt ndvényeket hoztak 1étre. A folyamatos gatlas
eredményeként a transzgénikus novényekben a génrdl atirodo hirvivé RNS szintje 90-95%-kal
csokkent. A létrehozott ndvényvonalak gyokérfejlodése késedelmet szenvedett, illetve késdbb
sem fejlédott ki olyan mértékben, mint amilyen a kontroll névényekben volt tapasztalhato.
Emellett ezek a novények sokkal rosszabbul reagéltak a sdstresszre, mint a vad tipus. Az
StubGALRS3 a gyokérfejlodésben betoltdtt szerepe mellett a gumofejlddésre is hatassal van. Az
antiszensz gatlas ald vont novényekben az atlagos gumoméret lecsokkent és a gumoédszam
megnott.

LOVAS et al. (2003b) ¢élesztoben megnyilvanitva is vizsgaltak a PKIN1 és az StubSNF1
tulajdonsagait. Kimutattak, hogy a PKINI1 fehérje, ellentétben az StubSNFI1-gyel, képtelen
kolcsonhatasba 1épni az StubGAL83-mal. Az StubSNF1 ellenstlyozza az éleszté Asnfl
nem képes. Erdekes médon az StubSNF1 fehérje arra is alkalmas, hogy részlegesen
ellensulyozza az éleszté Asnf4, illetve Asipl/Asip2/Agal83 mutacidit is. A PKIN1 molekula
ebben az esetben sem mutat hasonlosagot az StubSNF1 fehérjével és alkalmatlan az é€lesztd
Asnf4, illetve Asipl/Asip2/4gal83 mutacidinak ellensulyozasara. Mindezek az eredmények arra
utalnak, hogy a két burgonya SnRK1 funkcioja eltérd. A kisérletsorozatb6l arra is fény deriilt,
hogy az StubGAL83 nemcsak a PKIN1-gyel nem tud kolcsonhatasba 1épni, hanem az élesztd
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SNF1 molekul4javal sem. Ennek a kdlcsonhatasnak a hidnyaban az StubGAL83 nem képes
ellensulyozni az élesztd Asip1/Asip2/4gal83 mutaciodit sem.

A PKIN1 gumodspecifikus tultermeltetése jelentds élettani valtozasokkal jar a
transzgénikus novényekben (MCKIBBIN et al.,, 2006). Az igy létrehozott ndvényvonalak
gumoinak SnRK1 aktivitdsa 55-167%-kal haladta meg a vad tipus ugyanezen értékét. A
modositas kovetkeztében a gumok gliikdzszintje 44-83%-kal csokkent és ezzel parhuzamosan a
keményitétartalom 23-30%-kal nétt. A keményité létrehozasdban fontos szerepet betdltd
szachardz-szintaz és ADP-gliik6z pirofoszforilaz enzimek mRNS-szintje és aktivitasa ugyancsak
megemelkedett a transzgénikus novényekben. Ezek az eredmények a burgonya SnRK1
kindzainak szénhidrat anyagcserében jatszott kdzponti szerepét erdsitik. BECZNER et al. (2010)
nyoman tudjuk, hogy az StubSNF1 és a PKIN1 ¢élesztd két-hibrid rendszerben kodlesonhatasba
Iép a burgonya citoplazmatikus piruvat-kinazaval. A piruvat-kindz delécios szdrmazékainak
felhasznalasaval pontosan behataroltak a kdlcsonhatasért felelds régiot is. Antiszensz technikéval
létrehoztak olyan novényeket, melyekben vagy az StubSNF1, vagy pedig a PKIN1 kifejezodését
gatoltdk. A transzgénikus novényekben a piruvat-kindz aktivitdsat 24 o6rdan at kovetve
megallapitottak, hogy az StubSNF1 és a PKIN1 csokkent aktivitdsa egymastol eltéré modon
modositja a piruvat-kindz aktivitdsdnak napi ritmusat, ami szintén a két SnRK1 eltérd szerepére

utal burgonyaban.

2.2. A trehaloz, a trehaldz szintézis és kapcsolatuk a novények szarazsagtiiro képességével

2.2.1. A trehaloz jelentisége

A trehal6z egy nem redukald diszacharid, ami két gliik6z molekulabol épiil fel a, a- 1, 1-
glikozidos kotéssel. A molekularol elészor WIGGERS szamolt be 1832-ben olyan
rozsnovényekkel kapcsolatosan, melyeket az anyarozs nevil fitopatogén gomba fertdzott. Ezt
kovetden meég leirtak szdmos baktériumbol, gombabol, gerinctelenekbdl €és novényekbdl is
(ELBEIN et al., 2003).

A trehal6z molekula mindkét redukélo vége részt vesz a glikozidos kotés kialakitasaban,
emiatt ellenall a savas hidrolizisnek még magas hémérsékleten is (RICHARDS et al., 2002). A
trehaloznak két olyan sajatossdga is van, ami alkalmassa teszi a membranok €s a molekulak
stabilizalasara: a vizmolekulak trehaloz Aaltali lecserélhetosége €s a biologiai iivegképzés

képessége. A trehaléz hidrogénhidakat képez a membranokkal ¢és makromolekulakkal
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kiszaradaskor illetve hidegstressz bekdvetkezésekor, €s igy 1€ép a vizmolekuldk helyébe
(CROWE, 2007). Az iivegképzés soran a trehalé6z nem csak kikristalyosodik, hanem egy
tivegszeru allapotba keriilve szilardul meg teljes kiszaradas soran (RICHARDS et al., 2002). Ez
a tulajdonsaga egyediilallo a szénhidratok kozott. Ugy vélik, hogy a trehaldz ebben az iivegszerii
allapotban képes megvédeni a kiilonféle biomolekuldkat a denaturaciotol, igy 6rizve meg azok
biologiai aktivitasat a rehidratalodas utani idoszakra.

Evekig tartotta magat az a tévhit, miszerint a trehaléz csak az olyan kiszaradastiir6
novényekben fordul eld, mint a Myrothamnus flabellifolius és a Selaginella lepidophylla, amiben
a trehaloz 10 mg/g friss stly koncentracioban is felhalmozddhat (PAUL et al., 2008). Késobb
azonban Arabidopsis-ban is ki tudtadk mutatni ugy, hogy a trehaldz lebontasaért felelds trehalaz
enzimet gatoltak (MULLER et al., 2001). Ezt kdvetéen igazoltdk a trehaloz jelenlétét rizsben
(GARG et al., 2002) és dohanyban is (KARIM et al., 2007). Fontos megemliteni, hogy ezekben a
novényekben mindossze atlag 10 pg/g friss tomeg volt a trehaléz koncentracidja, ami

nagysagrendekkel kisebb a kiszaradastliré novényeknél mért értékeknél.

2.2.2. Trehaloz metabolizmus

A trehaloz bioszintézisére Ot anyagcsereit szolgadl baktériumokban, gombékban és
algakban, de ezekbdl csak egyféle utvonal l1étezik novényekben (4. dbra).

Magasabbrendii névényekben a trehaldéz bioszintézis elsd 1épését a trehal6z-6-foszfat-
szintdz (TPS) enzim katalizalja. UDP-gliik6z és gliikoz-6-foszfat 6sszekapcsoldsaval 1étrejon a
trehaloz-6-foszfat. A kovetkezd 1épésben a trehal6z-6-foszfat-foszfataz (TPP) enzim a
molekularol lehasitja a foszfatcsoportot, igy keletkezik a trehaldz. A trehaldz lebontasaért a
trehaldz enzim a felelds, ami a diszacharidbdl két gliikoz molekulat hoz 1étre. Novényekben
elészor Arabidopsis-bol irtak le TPS (AtTPS1) és TPP (AtTPPA és AtTPPB) géneket
(BLAZQUEZ et al., 1998; VOGEL et al., 1998). Ezek a gének funkcionalisan aktiv fehérjéket
kodolnak, amelyek képesek az éleszté tps-, illetve tpp mutacidit komplementalni. A tovabbi
vizsgalatok soran kideriilt, hogy Arabidopsis-ban 6sszesen 11 TPS és 10 TPP gén talalhato,
amelyek koziil azonban sok nem mutat bioldgiai aktivitdst. (LEYMAN et al., 2001). Mas
ndvényekben is taldltak olyan géneket, melyek a trehaloz bioszintézisében vesznek részt. Példaul
rizsben legkevesebb kilenc TPS és ugyancsak kilenc TPP gén talalhato (AVONCE et al., 20006).
Ezzel szemben érdekes modon Arabidopsis-ban és szojaban (Glycine max) csupan egy-egy
trehaldz gén felelds a trehaloz lebontasaért (FRISON et al., 2007).
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4. abra. A trehaléz bioszintézise és lebontisa (FERNANDEZ et al.,, 2010
alapjan). TPS: trehaloz-6-foszfat-szintiz, TPP: trehaldz-6-foszfat-foszfataz,
TreH: trehalaz, TreT: trehaloz-glikozilatvivo-szintaz, TreY: maltooligozil-
trehal6z-szintaz, TreZ: maltooligozil-trehaloz trehalohidrolaz, TS: trehaloz-
szintaz, TreP: trehal6z-foszforilaz, UDP: uridin-difoszfat. Novényekben csak a
kékkel kiemelt szintézis ut talalhatéo meg, mig baktériumokban, gombakban és
algakban mind az otféle szintézis ut eléfordul.
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2.2.3. Kisérletek szarazsagtiiré novények létrehozasara a trehalozszint novelésével

Rizsben, trehaldz kezelés hatdsara kimutattdk, hogy jelentésen csokken a sdstressz
okozta karosodasok mértéke. Ezekben a ndvényekben csokkent a Na* ionok felhalmozddasa,
valamint a levéllemezek klorofill-tartalmanak csokkenése. A trehaloz ellensulyozta a séstressz
novekedésgatlo hatasat, illetve eldsegitette a gyokérzet integritasanak megorzését (GARCIA et
al., 1997). Folyadékkulturaban novesztett Arabidopsis ndvényekben a tapkozegbe juttatott
trehaldz hatdsdra a novényi sejtek trehaldzszintje atmenetileg megemelkedik. Ez a jelenség
eldsegiti olyan gének atirodasat, valamint olyan fehérjék termelddését, melyek fontos szerepet
jatszanak a novényi stresszvalaszokban, valamint kiilonféle méregtelenité folyamatokban (BAE
et al., 2005a,b).

Szamos kutatocsoport probalkozott korabban olyan transzgénikus ndvényeket 1étrehozni,
melyekben a trehaldz bioszintézis modositasaval kivantak elérni a szdrazsagtiird fenotipust. Az
elsé ilyen novényt HOLMSTROM et al. (1996) allitottak elé agrobaktérium-kozvetitette
transzformacioval. A Saccharomyces cerevisiae TPS1 génjét fejeztették ki dohany novényben, a
z0ld részekben folyamatos expressziot biztositd Rubisco promoter segitségével. A transzgénikus
novényekben megemelkedett a trehal6z koncentracidja a vad tipushoz képest és szarazsagtiirgvé
valtak. Nem vart mellékhatasként ezek a novények 30-50%-kal kisebbek voltak, mint a kontroll
novények. AVONCE et al. (2004) hasonl6 elvek altal vezérelve fejeztették ki folyamatosan az
Arabidopsis AtTPS1 génjét Arabidopsis-ban. Az eldallitott novények szarazsagtiiré fenotipussal
rendelkeztek, de kés6bb viragoztak, mint a kontroll ndvények. Dohany ndvények
transzformalasaval sikeriilt eldallitani olyan szarazsagtiiré vonalakat, melyekben az élesztd TPS1
génjét stressz-indukalhato- €s kloroplasztisz specifikus prométerrel juttattdk kifejezésre (KARIM
et al., 2007). Az éleszté TPS1 génjét kifejezo transzgénikus paradicsom novények ellenallébbak
a sO-, a szarazsdg- ¢és az oxidativ stresszekkel szemben (CORTINA et al., 2005). A trehaloz
bioszintézisért felelés Escherichia coli gének (OtsA, OtsB) kifejezésre juttatasa rizsben olyan
novényeket eredményezett, melyek ellendllobbak lettek a so6- és a hidegstresszel szemben. A
génmodositott vonalakban haromszorosa volt a trehaloz koncentracidja a kontroll ndvényekben
mért értékhez képest. A transzgénikus novények fontos jellemzdje tovabba a szénhidratok
fokozott felhalmozésa és a megndvekedett fotoszintetikus aktivitds is (GARG et al., 2002).

STILLER et al. (2008) a Saccharomyces cerevisiae TPS1 génjét juttattak be burgonyaba
markermentes transzformacio alkalmazasaval. A transzgén kifejez0dését a  StDS2

szarazsadgindukalhaté promoterrel szabalyoztdk. Az altaluk jellemzett génmodositott - és
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szérazsagtir6 - burgonyavonalak fenotipusos rendellenességeket mutattak a vad tipusu
novényekkel Osszehasonlitva és gumohozamuk is joval kisebb volt a kontroll ndvények
hozamdhoz képest. Optimalis koriilmények koézott a TPS1 gént kifejezd vonalakat csokkent
sztomaszam ¢és alacsony CO; kotés jellemezte. A munka folytatasaként széleskorti transzkripcios
¢s metabolikus vizsgéalatoknak vetettiik ald ezeket a novényvonalakat normal &s
szarazsagstresszelt koriilmények kozott. Megallapitottuk, hogy a transzgén jelenléte jelentds
transzkripcidés €és metabolit valtozasokat eredményez nemcsak szarazsagstressz idején, de
optimalis koriilmények kozott is (KONDRAK et al., 2011; 2012).

A legtobb létrehozott transzgénikus novény esetében sikeriilt a szarazsagtirést javitani,
azonban néhany kivételtél eltekintve a kisérleti ndvények kiilonbozd fejlédésbeli
rendellenességeket mutattak. A transzgénikus novényekben a trehaldéz koncentracidja nem
kozelitette meg a kiszaradastlird novényekben mért értékeket, igy nyilvanvalova valt az a tény,
hogy ezekben a ndvényekben a trehaléz nem szerepelhet a hagyomanyos értelemben vett
ozmoprotektansként. Ebbol kifolyolag feltételezhetd, hogy mas valtozasok eredményezik a

génmodositott ndvények abiotikus stressztiirését.

2.2.4. A trehaloz-6-foszfit szerepe novényekben

Jelenlegi tudasunk alapjan kijelenthetd, hogy a trehal6z-6-foszfat (T6P) ndvényekben
jelmolekulaként miikodik és rengeteg anyagcsere- és fejlodési folyamat szabalyozasdban vesz
részt, illetve kozponti szerepet jatszik a szénhidrat anyagcesere szabalyozéasaban is (PAUL et al.,
2008). A To6P valoészinlileg képes belépni egy madig ismeretlen mechanizmus altal a
kloroplasztba, ahol keményit6 szintézist indukéal az AGP-4z enzim redox aktivalasaval (5. ébra).

Ugyanitt a TOP atalakulhat trehal6zza, amirdl kimutattdk, hogy gatolja a keményitd lebontésat.
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5. abra. A trehaldz bioszintézise és az anyagcserében betoltott feltételezett
szerepe (PONNU et al., 2011 alapjan). UDPG: uridin-difoszfat gliikoz,
T6P: trehaléz-6-foszfat, TRE1: trehalazl, AGP-az: ADP-gliikoz-
pirofoszforilaz, TPP*: feltételezetten a kloroplasztban miikodé trehaloz-
foszfat-foszfataz, ABI4: abszcizinsav érzéketlen faktor 4, bZIP11: bazikus
leucin cipzar transzkripcios faktor 11, ABA: abszcizinsav

A T6P képes az Arabidopsis SnRK1 kinazainak gatlasira (ZHANG et al., 2009).
Ugyanezt a gatld képességet kimutattdk mas novényfajokban is, tobbek kozott buzéban
(MARTINEZ-BARAJAS et al., 2011) és burgonyiban (DEBAST et al., 2011). A magas
szachar6z koncentraci6é hatdsdra megndé a T6P mennyisége is, ami gatolja a névényi SnRK1-
eket. Csokkend szachar6z koncentracid mellett a T6P mennyisége is kevesebb lesz, aminek
kovetkeztében az SnRK1 molekulak felszabadulnak a gatlas aldl és a fotoszintetikus folyamatok
aktivalasaval ellenstlyozzak a szénhidratok hianyat (DELATTE et al., 2011). Az Arabidopsis
bZIP11 (basic region leucine zipper transcription factor 11) transzkripcids faktor tultermeltetése
Arabidopsis-ban csokkenti a novények TOP szintjét és érzéketlenné teszi a novényt a tapkozegbe
adagolt trehalozzal szemben is. Ezzel parhuzamosan megfigyelték a novényi SnRKI1

aktivitdsanak visszaesését is. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a bZIP11 transzkripcios
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faktor a szénhidrat metabolizmus meghatarozo szabalyozdja és tagja annak a szabdlyozd
halozatnak, mely magaba foglalja az SnRK1-eket és a T6P-ot is (DELATTE et al., 2011) Az E.
coli TPS (OtsA) génjét a gumodban kifejezé burgonyavonalakban a T6P szint emelkedésével
parhuzamosan csokkent keményitOtartalmat, kevesebb ATP-t és intenzivebb 1égzést figyeltek
meg. A génmodositas hatasara a gumok csirazasa késett. Ezzel szemben az E. coli TPP (OtsB)
génjét gumospecifikusan kifejez6 novényekben a T6P szint lecsokkent és megnétt az oldhato
szénhidratok, valamint az ATP mennyisége. A keményitOtartalom nem valtozott, azonban a
csokkent T6P szintet mutaté vonalak koradbban csiraztak, mint a vad tipus (DEBAST et al.,
2011).

A T6P szerepet jatszik a normalis ndvényfejlédésben is. Arabidopsis tpsl mutansoknal az
embriofejlodés zavart szenved (EASTMOND et al., 2002). Ha az ilyen novényekben a tpsl
mutéaciot csak az embriofejlodést kovetden engedjiik érvényesiilni, akkor abnormalis vegetativ
novekedésii és viragfejlodésii novényeket kapunk (VAN DIJKEN et al., 2004). Ugyancsak tpsl
mutans Arabidopsis novényekbdl mutattdk ki szamos ABA jelatvitelben szerepld gén
megemelkedett kifejez6dését is (GOMEZ et al., 2006).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Enzimek és vegyszerek
A munkankhoz felhasznalt enzimeket a Fermentas International Inc. gyartotta. Az
alkalmazott vegyszerek a Bio-Rad, Duchefa, Fluka, Reanal ¢és Sigma-Aldrich cégek termékei

voltak. A radioaktiv izotopokat az Izotdp Intézet Kft. szallitotta.

3.2. Standard molekularis bioldgiai technikak

SAMBROOK et al. (1989) utmutatisait kovetve hajtottuk végre az olyan alapvetd
molekularis biologiai technikdkon alapuld tisztitdsokat és vizsgélatokat, mint a nukleinsav
gélelektroforézis, plazmidizolalds, restrikcids endonukledzzal torténd emésztés, valamint a

molekularis klénozas.

3.2.1. Polimeraz lancreakcio

A polimeraz lancreakciot (PCR) 50 pl-es térfogatban végeztilk, a kovetkezd
Osszeallitasban: 1xPCR puffer (10 mM Tris pH 8.8, 50 mM KCI), 1.5 mM MgCl,, 200-200 uM
dATP, dCTP, dTTP, dGTP, 1.4-2.0 ng primer, 50-100 ng templat DNS, 5 egység Tag-, vagy 2,5
egység Pfu polimeraz. A reakci6 elején egy tiz percig tartd egyedi 95 “C-os denaturacios 1épést
alkalmaztunk. Ezt kdvetden harminckilenc ciklust végeztink a kovetkez6 moddon: 95 °C-os
denaturacio 30 masodpercig, 54 °C-os anellalas 30 masodpercig, 72 °C-os extenzié 30-60

masodpercig.

3.2.2. DNS fragmentumok elvdlasztdsa és izoldldsa

A restrikcids emésztés és a PCR sordn keletkezé DNS fragmentumokat 1-1.2%-0s agar6z
gélben valasztottuk szét 1XTBE (90 mM Tris-HCI1, 90 mM boérsav, 20 mM EDTA, pH 8.1-8.3)
pufferben és UV fényben tettiik lathatova, a gélben 1 mg/l koncentracidban jelen 1év6 etidium-
bromid segitségével. A kivant DNS fragmentumokat az agar6z gélbdl szikével kivagtuk és a

gyarto utasitasait kovetve, QIAEX II Gel Extraction Kit-tel (QIAGEN) izolaltuk.
3.2.3. DNS fragmentumok klonozdsa

Az izolalt, és sziikség esetén emésztett DNS fragmentumokat a megfeleld restrikcios

endonukledzzal emésztett plazmid vektorba épitettiikk be. Azokban az esetekben, amikor a kivant
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konstrukci6 1étrehozasahoz nem 4allt rendelkezésre megfeleld restrikcios hely, a primerek végére
tervezett hasitohellyel hoztuk létre a megfeleld végszekvencidval rendelkezé fragmentumot.
Ilyenkor az izolalt DNS-hez 200 nM dNTP keveréket és 2.5 U Klenow enzimet adtunk a
megfeleld pufferrel és 37°C-on, 30 perc inkubaldssal a fragmentum végeit feltoltottiik, majd a
restrikcios emésztés utan ligaltuk a megfelelden emésztett plazmidba. A ligalasi reakcio 16 6ran

at zajlott 16°C-on T4 DNS ligéz enzim hozzaadasaval.

3.2.4. Kompetens sejt készitése

LB taplemezen novesztett Escherichia coli DH5a baktériumtorzsbél 12 koloniat 120 ml
SOB tapfolyadékban (1 dm® oldatban feloldva 20 g bacto-tryptone, 5 g bacto-yeast extract és 0.5
g NaCl, majd hasznalat el6tt kiegészitve 0.6 ml 2M-0s MgCI, oldattal) leoltottunk és 18°C-on
200 rpm fordulatszammal rdzatva ODgoe=0.3 értékig novesztettiik. Ezt kdvetden 10 percig jégre
helyeztiik a sejtkultarat, majd 4°C-on 2500 g-vel 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszot
eltavolitottuk, majd a leiilepedett sejteket 20 ml jéghideg TB pufferben (10 mM Pipes, 55 mM
MnCl,, 15 mM CaCl,, 250 mM KCIl, pH 6.7) szuszpendaltuk. Tiz percig jégen hagytuk a
sejtszuszpenziot, majd ismételten centrifugaltuk 4°C-on 2500 g-vel 10 percig, amit a feliiliszo
ismételt eltdvolitasa kovetett. Ezutan a sejteket 4.65 ml TB pufferben szuszpendaltuk.
Hozzaadtunk 0.35 ml dimetil-szulfoxidot és 10 percig jégen pihentettiik. Végiil 200 pl-enként
Eppendorf csovekbe osztottuk szét és a csoveket folyékony nitrogénben fagyasztottuk le. A

sejteket felhasznéldsig (maximum 3 hénap) -70°C-on taroltuk.

3.2.5. Plazmid DNS bejuttatdisa baktérium sejtekbe

Az E. coli sejtek transzformalasat INOUE et al. (1990) modszere szerint végeztik.
Transzformacio utdn a sejteket antibiotikum mentes folyékony LB tapoldatban 37°C-on razattuk,
majd a szelekciés markernek megfeleld antibiotikummal kiegészitett szilard taptalajra
szélesztettiik. Amennyiben a vektor-konstrukcido a lacZ gén jelenlétén alapuld kék-fehér
szelekciot lehet6vé tette, a szilard taptalajra ezt megelézéen 10 pl 1M izopropil-tio-f-D-
galaktozidot (IPTG) és 40 ul 20 mg/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktozidot (X-gal)

szélesztettiink.
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3.2.6. Plazmid DNS tisztitasa és emésztése endonukledazokkal

A bakterialis plazmid DNS-t az un. alkalikus lizis modszerrel tisztitottuk (SAMBROOK
et al., 1989). Az RNS-t 30 ug RNaz-A enzimmel degradaltuk (37°C, 30 perc), majd a DNS-t
1/20-ad térfogat 4 M Na-acetattal (pH 5.5) és 3 térfogat abszolut etanollal kicsaptuk (-70°C, 20
perc). Ezt kovetden a kicsapodott DNS molekulakat centrifugaltuk (25 min, 16000 g, 4°C), 75%-
os etanolban kétszer mostuk, szaritottuk és 20-50 pl desztillalt vizben oldottuk vissza. A
szekvenalandd plazmidok esetében a tisztitast BIO-RAD Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit
segitségével végeztiik a gyartd utasitasai szerint.

A plazmid DNS-eket 10-50 pl reakcio-térfogatban, a gyarto altal javasolt pufferben és

hémérsékleten 60-90 percig emésztettiik a megfeleld restrikcios enzimmel.

3.3. Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio

A novények levelébdl STIEKEMA et al. (1988) nyoman RNS-t izolaltunk. Az RNS
izolatumokbdl 45 pg-nyi mennyiséget DNaz kezelésnek vetettiink ald (RNase Free DNase Set,
QIAGEN), majd az igy kapott mintakat tovabb tisztitottuk (RNeasy Minelute Cleanup Kit,
QIAGEN). Ezt kovetéen 2 pg tisztitott RNS-bdl kiindulva cDNS-t szintetizaltunk ,,High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” alkalmazéasaval (APPLIED BIOSYSTEMS). A val6s
idejii polimeraz lancreakciot (QRT-PCR) CORBETT Rotor Gene 3000 késziiléken végeztiik oly
moédon, hogy minden minta esetén harom parhuzamos reakciot készitettiink. A reakciok
Osszetétele a kovetkezd volt: 10 pl Power Sybr Green Mix (APPLIED BIOSYSTEMS), 3 ul
forward primer (2.5 pm/ul), 3 pl reverse primer (2.5 pm/ul), 2 ul 10X higitott cDNS, 2 ul H,0).
A delta-delta Ct modszeren alapuld relativ kvantifikacio kivitelezéséhez a kisérletben a burgonya
endogén vacuolar ATPasel génjét hasznaltuk referenciagénként. A reakciot a ,,Rotor-Gene
6.0.27” program segitségével értékeltiik ki (CORBETT LIFE SCIENCE).
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1. tablazat

A Kkisérletekben hasznalt QPCR primerek

Primerek Szekvencia

galrtfw 5’-tcc gea gag tcc acat cg ttc ag-3’
galrtrv 5’-atc ctc aca ttc att gcc cca cat t-3°
snfrdgpcr_fw 5’-ttt gcc acg tta ttt gge cgt acc-3’
snfrdgpcr_rev 5’-atg gcg att gtc cag gag cag ata-3’
vac fw 5’-gtg tca cct gtt cca taa ttg tg-3’
vac rev 5’-cat aat cac gga ggc caa aac-3’

3.4. Northern hibridizacio

3.4.1. RNS izoldlas és filter készités

A novényi 6ssz-RNS-t ez esetben is STIEKEMA et al. (1988) nyoman izolaltuk 500 mg
ndvényi szovetbdl kiindulva. Az RNS mintakbol LOGEMANN ¢és mtsai (1987) modszerével 20-
20 pg-ot denaturaltunk és formaldehid tartalmi 1%-os agar6z gélben elvalasztottunk. A gélt 30
percig 20xSSC-ben (3 M NaCl, 3.3 mM tri-Na-citrat, pH 7.0) mostuk, majd 20xSSC-vel
blottoltuk Hybond N membranra. Az RNS-eket UV cross-linker késziilékkel és 1 6ra hosszan
tarto, 80°C-os inkubalassal rogzitettilk a membranra AMASINO (1986) nyoman.

3.4.2. DNS jelolés radioaktiv izotoppal
A northern hibridizaciékhoz [0-*?P]dCTP-vel jelslt, tisztitott DNS fragmentumokat

hasznaltunk. A jeldlést ,random priming” modszerrel (FEINBERG et al., 1983) végeztik. A
DNS fragmentumokat a be nem épiilt izotoptdl Sephadex G-25 oszlopon valasztottuk el, majd

denaturalas utan a hibridizacios pufferhez adtuk.

3.4.3. Hibridizdcios koriilmények

A jelolt probat a CHURCH et al. (1984) altal leirt pufferben (0.5 M Na,HPOQO,4, 7% SDS,
ImM EDTA, 1% BSA, pH 7.2), forgo6 hibridizacios tégelyben, 65°C-on, 20 6ran 4t inkubaltuk a
membrannal. Utdna a nem specifikusan megtapadt probat 65°C-on kétszer 15 percig 0.1% SDS,
2xSSC oldatban, illetve egyszer 15 percig 0.1% SDS, 0.2xSSC oldatban t6rténd mosassal

tavolitottuk el. Rontgen filmet tettiink a filterre és -70°C-on exponaltuk a jel erdssegétdl fiiggden
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1-7 napig. Végiil a membranra exponalddott képet elohivtuk, szkennerrel digitalizaltuk, és az

Adobe System Adobe Photoshop programjéaval forméztuk és feliratoztuk.

3.5. Plazmidok és plazmidkonstrukciok

A Saccharomyces cerevisiae TPS1 génjét expresszald novényvonalak 1étrehozasahoz a
gén 1507 bazispar hosszusagi cDNS szekvenciajat (GenBank: X68496.1) Kpnl-Xbal
fragmentumként épitettiik be a higromicin szelekcios markert kodold6 pBINAR binaris vektor
(GenBank: Z37515.1) Kpnl-Xbal helyére, a CaMV 35S, konstitutiv expresszidt biztositd
promoter, valamint az 0CS expresszios terminator koze.

A burgonya endogén StubSNF1 génjének (GenBank: U83797.4) specifikus gatlasahoz az
StubSNF1 gén regulator doménjének 779 Dbazispart lefedd6 cDNS szakaszat forditott
orientacidban épitettiik be a higromicin szelekcidés markert hordozé pBINAR bindris vektorba a
CaMYV 35S promoter és az 0Cs terminator koz¢.

Az ¢éleszté két-hibrid rendszerben elvégzett kisérletekhez a Saccharomyces cerevisiae
TPS1 génjének 1507 bazispar hosszisagi szekvenciajat épitettiik be a pAD-GAL4 (Genbank:
U36450.1) és pBD-GAL4 (GenBank: U36451.1) vektorokba Smal-PstlI hasitohelyekre.

A teljes hosszasagl StubSNF1 és a teljes hosszusaga StubGAL83 cDNS pAD-GAL4 és
pBD-GAL4 vektorokba épitett klonjai LAKATOS LORANT korabbi munkajabol (1999)

szarmaztak. Ezeket a konstrukcidkat szintén az élesztd két-hibrid kisérletekben hasznaltuk fel.

3.6. Transzgénikus burgonyanovények eléallitasa és fenntartasa

A ndvénytranszformaciohoz hasznalt, pGV2260-as plazmidot hordoz6 C58C1-es
Agrobacterium tumefaciens torzset (DEBLAERE et al., 1985) YEB taptalajban ndvesztettiik
Vervliet és mtsai (1975) alapjan. A moddositott binaris vektorokat konjugéacioval (DITTA et al.,
1980) juttattuk be A. tumefaciens-be.

Munkankhoz Solanum tuberosum cv. Désirée burgonyanévényeket hasznaltunk. A  steril
ndvényi alapanyagot in vitro kériilmények kdzott neveltiik 24°C-on, hosszanappalos (16 h fény,
8 h sotét) megvilagitassal, 5000 lux fényerd mellett, 2% szachardzt tartalmazoé RM, illetve MS
taptalajon (MURASHIGE ¢és SKOOG, 1962).

A transzgénikus Désirée novényeket levéltranszformacioval allitottuk eld DIETZE et al.
(1995) nyoman. A létrehozott novényekben a transzgén jelenlétének igazolasdhoz és a transzgén-

specifikus kis RNS frakciod jelenlétének kimutatasahoz in vitro névények leveleit hasznaltuk.
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Az RM taptalajon kémcsdben nevelt 6 hetes in vitro burgonyandvényeket ,,A260 tipust”
steril foldet tartalmaz6 cserepekbe iiltettiik és tiveghazi koriilmények kozott vizsgaltuk.

Az StubSNF1-gatolt (aS) és StubGAL83-gatolt (aG) vonalak agrobaktérium-kozvetitette
transzforméacioval lettek Iétrehozva a pCP60 binaris vektor (Genbank: U09365.1) segitségével,
ami kanamicin rezisztenciat kolcsonoz a transzgénikus novényeknek (LOVAS et al., 2003a;
SOS-HEGEDUS et al., 2005). Ezeknek a nvényvonalaknak az tjra transzformalasaval allitottuk
el6 kettds antiszensz vonalainkat (aGaS), valamint az ¢leszté TPS1 génjét kifejezd ndvényeinket

is.

3.7. Enzimaktivitas mérések

3.7.1. Nitrdt reduktaz aktivitasmérés

Az éltalunk alkalmazott moédszer HAGEMAN és HUCKLESBY (1971), illetve HARRIS
et al. (2000) munkajan alapul. A kisérlethez hasznalt ndvényeket hat hétig tartd, in vitro nevelés
utan iiveghazi kornyezetbe iiltettiikk és négy-nyolc hétig neveltiik. A kivonat készités soran végig
jégen dolgoztunk. Mintanként 3-4 novény asszimildlo leveleit (a ndvénycstcstol lefelé szamitva
a harmadik és a hetedik levélszint kozotti levelek) dorzsmozsarban eldorzsoltiik oly modon,
hogy a ndvényanyaghoz grammonként 6 ml kivono puffert (1 mM EDTA pH 8.0, 1 mM
cisztein-HCI, 25 mM kalium-foszfat puffer pH 8.8, 1 mM dithiothreitol, 5 uM leupeptin) adtunk.
A homogenizatumot centrifugaltuk (15 perc, 16000 g, 4°C), majd a feliilusz6t hasznaltuk az
enzimaktivitds meghatarozasahoz. A reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 0.5 ml 100 mM
kalium-foszfat puffer pH 7.5, 0.1 ml 100 mM KNOj3 oldat, 0.1 ml 5 mM NADH oldat, 0.2 ml
H,0, 0.1 ml extraktum. A reakcié 25°C-on 10 percig zajlott. Ezt kdvetden a mintakat tartalmazo
csovekbe 0.5 ml szulfanilamid (1% w/v 1.5 N HCI oldatban), illetve 0.5 ml N-(1-naftil)-
etiléndiamin-hidroklorid reagenst (0.02% w/v H,O-ban) adtunk. A reagensek hozzaadasa utan
fél orat vartunk, mialatt az oldat végleges szindsszetétele kialakult. Végiil 540 nm-en
fotometraltuk mintainkat és a reakciok soran termelédott nitrit mennyiségét 0.0-0.6 mg/I
meg. Eredményeinket a kiindulasi kivonatok BRADFORD (1976) mddszerével meghatarozott

fehérjekoncentracio értékeihez normalizalva véglegesitettiik.
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3.7.2. Kinaz aktivitasmérés SAMS szubsztrdttal

A burgonya SnRK1 enzimeinek részleges tisztitisat MAN et al. (1997) szerint végeztiik,
1 g in vitro novényekrdl gyijtott levelekbol. A kivonatok fehérjetartalmat BRADFORD (1976)
modszerével hataroztuk meg. A SAMS peptid (HMRSAMSGLHLVKRR) az SNF1 kinazok
altalanos szubsztratja. Az in vitro transzgénikus névények SnRK1 aktivitisira a SAMS peptid
foszforilacigjanak mértékébdl kovetkeztettiink. A SAMS foszforilacids aktivitast egy altaldnosan
hasznalt foszforizotopos mddszerrel mértik (MAN et al., 1997; DAVIES et al., 1989). 1g 5-6
hetes in vitro novényekrél szarmazo levélanyagot folyékony nitrogénben eldérzsoltiink, majd 1
ml ,,E” (extrakcios) puffert (0.25 M mannitol, 50 mM HEPES, 50 mM natrium-fluorid, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM benzamidin, 1 mM dithiothreitol, 0.1 mM PMSF (fenil-metil-
szulfonil-fluorid) pH 8.2) adtunk hozza. Miutan a minta felolvadt, 200 ul 5%-0s Triton X 100
oldattal egészitettiik ki. Az igy kapott elegyet 13000 rpm fordulatszammal, 4°C-on 30 percig
centrifugaltuk. A feliiluszot 0 Eppendorf csébe pipettdztuk, majd ammodnium-szulfatot
adagoltunk hozza igy, hogy a kivonatban a koncentracioja 85 mg/ml legyen (15%-os kicsapas).
Az ammonium-szulfat teljes feloldasa utan jégen 20 percig lassu razatassal kevertiik a kivonatot,
majd Ujra centrifugaltuk (13000 rpm, 30 perc, 4°C). A feliiluszot egy tiszta Eppendorf csObe
mértikk és 40% ammonium-szulfattal a fehérjéket kicsaptuk az el6zd kicsapdshoz hasonld
modon. Ujabb centrifugalast (13000 rpm, 30 perc, 4°C) kovetéen az iiledéket 0.5 ml ,,F”
pufferben (50 mM Tris, 50 mM natrium-fluorid, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM benzamidin,
1 mM DTT, 0.1 mM PMSF 0.02% Brij 35, pH 8.2) 6vatosan fel-le pipettazva oldottuk fel. Az
elegyet ,,F” pufferrel atmosott NAPS oszlopon (Illustra NAP™ Columns, GE Healthcare)
tisztitottuk tovabb. Az igy kapott fehérje kivonatot hasznaltuk az enzimreakcidhoz. Minden
mintabol 6 1épcsds felezd higitasban mértiink Ossze reakcidelegyeket, melyek Osszetétele a
kovetkezd volt: 5 pl extraktum, 5 pul HyO, 5 pl ,,A” puffer (50 mM HEPES, 50 mM nétrium-
fluorid, 1 mM DTT, pH7.0), 5 pl y-ATP oldat (0.5 pul 10 mM ATP, 0.5 pl 250 mM MgCl,, 3.83
ul H,0, 0.17 pl [y*?PJATP), 5 ul 200 uM SAMS. A reakcidelegyeket 30 percig inkubaltuk
30°C-on, majd 15 pl-t Whatman papirra (P81 ion exchange chromatography paper) pipettaztunk
beldliik. A papirt négyszer 5 percig mostuk foszforsavas vizzel (12.5 ml/l 85%-0s foszforsav),
majd 2 percig acetonba martottuk. Ezt kovetéen 95 °C-ra hevitett thermo-block-on (Block-
Therm heating module type: 656, MTA KUTESZ) megszaritottuk és celofanba csomagoltuk. 30
percre Storage Phosphor Screen-t (GE Healthcare) helyeztiink ra, majd az ezen kialakul6 képet
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Storm 840 szkennerrel (Molecular Dynamics) digitalizaltuk és Imagequant 5.2 program

(Molecular Dynamics) segitségével értékeltiik.

3.8. Elesz6 két-hibrid rendszer

Az ¢lesztd transzformalasat GIETZ ¢s WOODS (1994) nyoman, a Clontech Yeast
Protocols Handbook (PT3024-1, Published 14 March 2001) utmutatasai alapjan végeztiik. A
létrehozott élesztévonalak B-galaktozidaz aktivitasat JIANG és CARLSON (1996) altal hasznalt

ugynevezett , filter-1ift” vizsgalattal elemeztiik, szintén a fent emlitett mddszertani leirds alapjan.

3.9. Abiotikus stressztiirés vizsgalata

3.9.1. Szdrazsagtiirés vizsgdlata levett levél teszitel

A vizsgdlathoz hdrom  hoénapos, iiveghazi  korilmények  kozott  nevelt
burgonyandvényeket hasznaltunk. A hajtascsucstol lefelé szamolva, a negyediktdl a hetedik
levélszintig elhelyezkedd asszimilald leveleket gytijtottiink, melyek sulyat rogton megmértiik.
Ezt kovetden 32 Oran keresztiil, 8 ords i1dokozokkel mértik a levelek sulyat. Az 1d6

fliggvényében lejatszodott stilyvesztést diagramon abrazoltuk.

3.9.2. In vitro soteszt

Burgonyavonalaink sotiirésének vizsgalatahoz in vitro koriilmények kozott fenntartott
ndvényeink szarszegmentjeit normal RM téptalaj mellett olyan RM taptalajra helyeztiik, mely az
eredeti recepthez képest 50 mM koncentracioban natrium-kloridot is tartalmazott. Ezt kovetden
20 napon keresztiil regisztraltuk a gyokeret eresztett szarszegmentek szamat. A kisérlet végén
szazalékosan abrazoltuk az egyes novényvonalak gyokeret eresztett szarszegmentjeinek szamat
az 1d6 fliggvényében. A kisérletben ndvényvonalanként 36 szegmentet vizsgaltunk. Két
fiiggetlen kisérlet eredményeit Osszesitettilk. A tesztben a so jelenlétére érzékenyebben reagald

vonalak kisebb gyokerezési hajlandosagot mutattak.

3.10. Szamitogépes programok
A DNS szekvencidk elemzéséhez a Lasergene-DNASTAR programcsomagot hasznaltuk.
A konvencionalis polimeraz lancreakciok oligonukleotidjainak tervezéséhez a Lasergene-

DNASTAR- és a Softpedia-PRIMER PREMIER 5.0 programokat, tovabba a kvantitativ
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polimeraz lancreakciok esetében az INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES weboldalan
talalhaté programot hasznaltuk (http://eu.idtdna.com/scitools/Applications/Real TimePCR/).

A digitalis illetve digitalizalt képeket az Adobe Photoshop 6.0 programmal (Adobe
Systems, San Jose, CA, USA) szerkesztettiik. A kinaz aktivitdismérés soran kapott eredmény
vizualizalasaban ¢és kvantifikalasadban a MOLECULAR DYNAMICS IQ SOLUTIONS V. 5.2

programcsomag volt segitségiinkre.
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4, EREDMENYEK

4.1. Az antiszensz StubSNF1 (aS) burgonyavonalak jellemzése

Az StubSNF1-gatolt vonalak részleges jellemzése mar korabban megtortént (SOS-
HEGEDUS et al., 2005; BECZNER et al., 2010). Az utobbi munkaban bizonyitottuk, hogy a két
burgonya SnRK1 (StubSNF1 és PKINI1) képes kapcsolodni a burgonya citoszolikus piruvat-
kindzaval. Az StubSNF1-gatolt és a PKINI-gatolt vonalakban a piruvat-kinaz napi aktivitasa
eltéré modon valtozott, ami a két burgonya SnRK1 eltérd szerepére utal. Ezt kdvetden a vonalak
fenotipusat és gumohozamat vizsgaltuk in vitro és tiveghazi koriilmények kozott. Harom vonal
részletes jellemzését hajtottuk végre, melyek az aS2, aS5 és aS6 kodot kaptak. Megéllapitottuk,
hogy az aS vonalak gyokérfejlodése a vad tipushoz képest a legtobb esetben elmarad. Ez a
tulajdonsaguk mar in vitro koriilmények kozott is egyértelmilen megmutatkozik és {iveghazi
kornyezetben is megmarad, ami a vad tipushoz képest legtobbszér kisebb novényeket
eredményez (6. abra). Tovabbi fontos jellemvonasa ezeknek a ndvényeknek az, hogy gumoik
mind sziniikben, mind pedig forméjukban eltérnek a vad tipust gumoktdl. Az aS novények
gumoi sotétebbek és sargasabbak, mint a vad tipust ndvényeké, valamint jellemz6 a gumodkra a
,»babasodas”, ami feliileti kitiiremkedések, azaz masodlagos gumok kialakuladsat jelenti. Az aS
ndvények gumohozama legtobbszor elmarad a vad tipusétdl, mint ahogy azt a harom fiiggetlen
iiveghazi gumohozam-kisérlet eredményét bemutato 7. abra is tiikkrozi. A bemutatott eredmények
alapjan kijelenthetd, hogy az StubSNF1 antiszensz gatlasa fenotipusos eldnyt nem kdlcsonodz a

ndvények szdmara, csupan jol detektalhatd hatranyokkal jar.
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(A)

(B)

(©)

6. abra. Antiszensz StubSNF1 vonalak fenotipusa. (A) in vitro gyokérfejlodés,
(B) iiveghazi novények, (C) iiveghazi novények gumoi (aS: antiszensz
StubSNF1, aG: antiszensz StubGALS83, WT: vad tipus)
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7. abra. Antiszensz StubSNF1 névények gumohozama. (Az
egy csillag 95%0-0s-, a két csillag pedig 99%-o0s valésziniiségii,
jelentds eltérést jelez a vad tipushoz képest t-teszt alapjan)

4.2. Az StubGALS83-StubSNF1 Kkettés antiszensz (aGaS) burgonyavonalak eléallitasa és

jellemzése

4.2.1. Az aGaS burgonyavonalak eldallitiasa

A kettés antiszensz ndvényvonalak eldallitasdhoz a mar korabban eldallitott aG6
novényvonalat feliiltranszformaltuk az StubSNF1 gén regulator doménjének 779 bazispart lefedd
cDNS szakaszat forditott orientacioban hordozd6 pBINAR binaris vektorral, folyamatos
kifejezddést biztosité CaMV 35S promoter szabalyzdsa alatt. Az agrobaktérium-kozvetitette
ndvénytranszformacid eredményeként kialakult, kalluszokbdl fejlédott 0 hajtasokat izolaltuk és
a két, antiszensz konstrukciot hordozo vektor altal a novényi szdvetekbe juttatott antibiotikum
rezisztenciat felhasznalva szelektaltuk novényeinket kanamicint €s higromcint tartalmazé
taptalajon. fgy Osszesen 84 kettds antibiotikum rezisztenciat hordozd névényvonalat sikeriilt
eléallitanunk. A ndvényvonalak egy része torpe fenotipusu volt és koziilik tobb, sargas
levelekkel rendelkezett. Harminchat névényvonal azonban a vad tipushoz hasonld jegyeket
mutatott, de voltak kozottiik olyanok is, melyek gyorsabban, erdteljesebben fejlodtek a kontroll
novényekkel Osszevetve. Ez az in vitro kultiraban tapasztalt fenotipus késobb, iliveghazi

koriilmények kozott is megmaradt.
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4.2.2. Az aGaS burgonyavonalak gumohozamanak vizsgalata

Az in vitro kultaraban felszaporitott novények koziil 36, a vad tipushoz hasonld
fenotipussal rendelkezé ndvényvonalat iiveghdzi kornyezetbe iltettiink ki, majd cserepeikbdl
négy honap utan felszedtiik a gumokat és vonalanként értékeltiik a gumohozamokat (8. abra). Az
abran ,,aGaS1” és ,,aGaS4” kodjelti névényvonalak térpe fenotipussal rendelkeztek, leveleik
sargasak voltak in vitro kornyezetben. Ezt a két vonalat, mint negativ kontrollt, hasznaltuk a

gumohozam tesztelési kisérletekben.
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8. abra. aG6 alapu aGaS novényvonalak gumohozama a vad tipushoz képest
szazalékban kifejezve

Az aGaS burgonyandvények gumoinak vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy ezeknek a
novényvonalaknak a gumoéi sem szinben-, sem pedig formaban nem térnek el a vad tipust
gumoktol, azoktdl elkiiloniteni ranézésre nem lehet, szemben az aS ndvényvonalak esetében
tapasztaltakkal. Husz vonal a vad tipusnal, illetve az aG6 kontrollnal kevesebbet, 16 vonal
viszont azoknal tobbet termett. Ot vonal termésatlaga a kontrollokénél 1.5-szer vagy még annal
is nagyobb volt. Ezek koziil két vonalat, az aGaS6-ot és aGaS7-et, vizsgaltuk meg részletesebben

- az aGaS1 és aGaS4 vonalakkal, mint negativ kontrollokkal egylitt - a tovabbi kisérletekben (9.
abra).
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9. abra. aGaS kettds antiszensz novények iiveghazi
koriilmények kozott kontroll novényekkel.

Az aGaSl1 ¢és aGaS4 novények iiveghdzi kornyezetben sokszor €letképtelenek, csak ritkan érik
meg a gumokotéshez sziikséges kort. Az aGaS6 és aGaS7 jeli vonalak ezzel szemben a vad
tipushoz képest erdteljesebb novekedésiiek és nagyobb gumohozamuak. Az eldkisérletek soran
vonalanként csupan 4-5 cserépbe iiltettiink ki névényeket korlatozott iiveghazi lehetdségeink
miatt. Az elézetes gumohozamteszt eredményének megerdsitésére 11 kisérleteket allitottunk be,
melyekben mar a kivélasztott két vonalat - az aGaS6-ot és aGaS7-et - legaldbb 15-20 cserépben
vizsgaltuk. Ezt a kisérletet haromszor megismételtiik. gy mér pontos eredményeket kaptunk az

aGaS6 és aGaS7 vonalak termoképességerdl (10. abra).
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10. abra. Az aGaS6 és aGaS7 novényvonalak gumoéhozama
harom fiiggetlen kisérlet alapjan. (Az egy csillag 95%-0s, a
két csillag pedig 99%-os valdsziniiségii, jelentds eltérést jelez a
vad tipushoz képest t-teszt alapjan.)

4.2.3. Az aGaS burgonyavonalak transzkripcios vizsgalata

A kettds antiszensz novények létrehozasahoz felhasznalt aG6 vonalban az StubGALS83
antiszensz gatlas alatt all. Felmeriilt benniink a kérdés, hogy ez a gatlas megmaradt-e a kettds
antiszensz ndvényekben is. Ennek kideritésére kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakciot
(QRT-PCR) végeztiink négy kett6s antiszensz vonallal (aGaS1, aGaS4, aGaS6, aGaS7), valamint

a vad tipusu és az aG6 novényvonallal is (11. abra).
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11. abra. Az StubGALS3 kifejezodése qRT-PCR vizsgalat alapjan. (A két csillag 99%-

os valosziniiségii jelentos eltérést jelez a vad tipushoz képest t-teszt alapjan.)
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Méréseink alapjan mindegyik aGaS vonalban megmaradt az StubGALS3 gatlasa, sét ez
az aGaS4, de féleg az aGaS6 vonalban, még er6sddott is. A jelenség magyarazatat nem ismerjiik.
De mivel irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy az antiszensz gatlds a géncsendesités
mechanizmusan keresztiil mikodik (DI SERIO et al., 2001), elképzelhetének tartjuk, hogy
ezekben a vonalakban a két antiszensz gatlas egylittesen mar olyan erés volt, hogy ez kihatott az
egész géncsendesitési mechanizmusra, ami az StubGAL83 mRNS mennyiségének az aG6-hoz
viszonyitott csokkenéséhez vezetett.

Az StubSNFI1 antiszensz gatlasanak igazolasara szintén terveztiink ¢qRT-PCR
kisérleteket, ezek azonban eredménytelennek bizonyultak. Nem sikeriilt ugyanis olyan
oligonukleotid part tervezniink, melyekkel a polimeraz lancreakcié megfeleléen miikodott volna.
Mivel a vizsgalandd célgén transzkriptumanak cDNS-¢érdél atirt lancreakcidés termék
felszaporodasa alacsony hatékonysaggal tortént, igy nem valt lehetdvé annak korrekt
kiértékelése.

A gRT-PCR sikertelenségét kovetden az StubSNF1 antiszensz gatlasanak igazolasara
northern hibridizaciot végeztiink (12. abra). A kisérlethez felhasznalt RNS molekuldkat in vitro
novényekbdl izolaltuk. A hibridizdcidos proba az antiszensz konstrukcid létrehozasahoz is
felhasznalt, az StubSNF1 regulator doménjét lefedd szekvenciarész volt. A hibridizacio
eredményeként egyediil az aGaS6 vonalnal tapasztaltunk kismértékii csokkenést a transzkriptum

mennyiségében.

aGaS
aG6e 1 4 6 7

K
Y oo -
(1)

12. abra. Antiszensz novényvonalak northern hibridizacios képe
StubSNF1 probaval (A). RNS-gélkép hibridizacio elott (B).

4.2.4. Az aGaS burgonyavonalak kindz aktivitisanak mérése SAMS peptid szubsztrdattal
Egy enzim antiszensz gatldsanak végsé bizonyitasara kézenfekvd megoldds az adott

enzim aktivitasdnak mérése. Az SNF1-rokon kinazok aktivitasanak mérésére elterjedt modszer a
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SAMS peptid, mint szubsztrat alkalmazasa. Radioaktivan jelolt ATP molekuldkat adva a
reakcidelegyhez mérhetévé valik az enzimek aktivitasa az alapjan, hogy mennyi SAMS peptid
foszforilalodik a radioaktiv foszforral. Kivalasztott novényvonalaink ,,SAMS aktivitasat” a 13.

abra mutatja.

120 -

100 -

40 +

Enzimaktivitas (%)

13. abra. Antiszensz novényvonalak ,,SAMS-aktivitasa” (Az
egy csillag 95%-os, a két csillag pedig 99%-os valosziniiségii,
jelentds eltérést jelez a vad tipushoz képest t-teszt alapjan.)

A vad tipushoz képest minden vizsgalt vonalban jelentds enzimaktivitds csokkenést mértiink. Az
StubGALB83-gatolt aG6 vonalhoz képest azonban, csak az aGaS6 vonalban mértiink tovabbi
szamottevo aktivitascsokkenést, ami Osszhangban van mind az StubGAL83-, mind pedig az

StubSNF1 mRNS mennyiségének alacsony szintjével (11. és 12. dbra).

4.2.5. Az aGaS burgonyavonalak sotiirése

Eukariétakban az SNF1 kindzok fontos szerepet jatszanak a kiilonféle stresszhatasokra
adott valaszok szabalyozasaban. Az aGaS ndvények abiotikus stresszhatdsra adott valaszanak
vizsgalatara in vitro sétesztet allitottunk be, melyben azt néztiik, hogy 50 mM NaCl jelenlétében
hany nap elteltével jelenik meg gydkér a taptalajba szurt egy ndduszos szarszegmenteken (14.

abra). Az eredmény alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgélt kettds antiszensz ndvényvonalak
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abiotikus stressztlirése jelentdsen rosszabb a vad tipusénal, s6t, még az aG6 vonalénal is, ami

pedig szintén s6érzékenyebb, mint a vad tipust kontroll.
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14. abra. Antiszensz névényvonalak in vitro sotesztje (az abrazolt
értékek a vegetativ szaporitassal létrehozott szarszegmentek
gyokerezési hajlanddésagat mutatjadk 50 mM NaCl tartalmu
taptalajon a napok fiiggvényében).

4.2.6. Az aG1 és aG5 alapu aGaS burgonyavonalak létrehozdsa és gumohozamdnak vizsgdlata

Az aG6 transzgénikus burgonyavonal ismételt transzformaldsaval tehat sikeriilt
eldallitanunk olyan burgonyandvényeket, melyek gumohozama jelentésen meghaladta a vad
tipusét. Megvizsgaltuk azt, hogy mas antiszensz StubGAL83-gatolt vonalat hasznalva
elérhetiink-e hasonld eredményt, vagyis sikeriil-e mas aG vonal feliiltranszformaldsaval olyan
kettds antiszensz burgonyavonalakat eldallitani, melyek gumohozama magasabb a kontroll
novényekénél. Két, szintén korabban eldallitott StubGALS83-gatolt burgonyavonalat hasznaltunk
a kisérlethez (LOVAS et al., 2003a), az aG1-et és az aG5-6t. Az aG1 vonal transzformalasaval
63, az aG5 vonal transzformalasaval pedig 41 kettds antiszensz burgonyavonalat allitottunk eld.
Az in vitro kornyezetben a vad tipushoz aranylag hasonlé fenotipussal rendelkezé vonalakat

felszaporitottuk és tiveghazi koriilmények kozott teszteltiik a gugmohozamukat (15. és 16. abra).
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16. abra. aG5 alapua aGaS vonalak gumohozam tesztje (a zold a vad tipus)

Az aGl ¢és aG5 vonalak transzformaldsabol szarmazd nodvényvonalak gumohozam
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy nem csak az aG6 vonal felhasznalasaval vagyunk képesek
emelkedett gumohozamu novényeket eldallitani, hanem mas StubGALS83-gatolt vonal esetében

is elérhetd ez az eredmény iiveghazi koriilmények kozott.

4.3. Az éleszto trehaloz-foszfat-szintaz 1 (TPS1) génjét kifejezé burgonyavonalak eléallitasa
és jellemzése

Az élesztd eredetli trehaldz-6-foszfat-szintdaz 1 (TPS1) és az StubSNF1 kinaz kozotti
kapcsolat megismerése céljabol olyan TPS1 gént kifejez6 ndvényvonalakat allitottunk eld,
melyekben vagy az StubSNF1 kinaz, vagy pedig az StubGALS3 alegység allt antiszensz gatlas
alatt. Munkank kezdetén kutatocsoportunk korabbi munkaja nyoman rendelkezésre alltak
antiszensz StubSNF1 (aS) és antiszensz StubGAL83 (aG) vonalak (LOVAS et al, 2003a;
BECZNER et al., 2010). Ezek a transzgénikus ndvényvonalak kanamicin rezisztenciagént
hordoztak, ezért egy masik rezisztenciagént kodolo vektort kerestiink a kettds transzformans

novények eldallitasara.
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4.3.1. Az éleszto TPS1 génjét kifejezo transzgénikus burgonyavonalak eloallitdasa

Az StubSNF1-gatolt aS6 és az StubGAL83-gatolt aG6 vonalakat feliiltranszformaltuk az
¢leszté TPS1 génjével a higromicin rezisztenciat kodoldé pBINAR binaris vektor segitségével. A
TPS1 gén folyamatos kifejez0dését a burgonydban a CaMV 35S promoterrel biztositottuk. A
transzforméaciod kontrolljaként vad tipust Désirée ndovényekbe (WT) is bejuttattuk a TPS1 gént.
Hat WT-TPS1 (WTT), 25 aS6-TPS1 (aST) és 27 aG6-TPS1 (aGT) novényvonalat izolaltunk. A
WTT novényvonalakat higromicint tartalmazé taptalajon, mig az aST és az aGT
novényvonalakat kanamicint és higromicint egyarant tartalmazé taptalajon regeneraltattuk. Az
igy nyert burgonyavonalakat vegetativan szaporitottuk in vitro koriilmények kozott a tovabbi

kisérletekhez.

4.3.2. Az élesztd TPS1 génjét kifejezd burgonyavonalak jellemzése

Az el6allitott novényeket vegetativ modon szaporitottuk, fenotipusukat in vitro és
tiveghdzi korilmények kozott vizsgaltuk, illetve a transzgén kifejez0dését northern
hibridizaciéval mutattuk ki (17. 4bra.).

Az éleszt6 TPS1 génjét kifejez6 WTT ndvények mar in vitro koriilmények kozott is
jelentds eltérést mutattak a vad tipusu Désirée (WT) burgonyandvényekhez képest. Leveleik
mérete csokkent, szamuk megemelkedett és szinik halvanyzold, illetve sargas volt. A
novényekre jellemzd volt a bokrosodas. Altalanos fejlettségben elmaradtak a vad tipusa kontroll
novényektdl. Az iiveghazi koriilmények kozott tovabb nevelt névényeken szintén lathatok voltak
fenotipusos eltérések, melyek intenzitdsa Osszhangban 4&llt a transzgén kifejezodésének
mértékével. A WTT transzgénikus novények fejlettsége elmaradt a vad tipusétdl, leveleik
kisebbek voltak és szamuk is kevesebb volt, mint a kontroll novényeken. A transzgént kifejezd
novények leveleinek szine viszont iiveghdzi kornyezetben némiképp kozelitett az egészséges
kontroll névények levélszinéhez.

Az antiszensz StubSNF1 novényekbe juttatott és kifejeztetett TPS1 gén (aST) a WTT
novényekhez hasonlé megjelenésii transzgénikus novényeket eredményezett. Az in vitro
novények fejlédésben visszamaradtak vad tipust és antiszensz StubSNF1 gatolt (aS6) tarsaikhoz
képest. Leveleik sargasak voltak és rajuk is jellemz6 volt a bokrosodas. A fenotipusos karosodas

mértéke aranyos volt az élesztd TPS1 gén kifejezodésének erdsségével.
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17. abra. Az éleszté TPS1 génjét Kifejezo transzgénikus ndvények
fenotipusa és a transzgén expressziéja. (A) in vitro névénykultara, (B)
iiveghazban nevelt novények, (C) TPS1 Kkifejezodés Kkimutatasa
northern hibridizacidval, (D) RNS-gélkép hibridizacio elott

Az antiszensz StubGAL83 konstrukciot hordozdo aG6é ndvényekben a TPS1 gén
kifejezésre juttatisa a WTT és aST novényektdl jorészt eltérd fenotipusi novényeket
eredményezett. Bar az aGT ndvényvonalak kozott 1s taldltunk az eldz6ekhez hasonld kinézetd,
rossz fenotipusu novényeket, de a létrehozott vonalak tulnyomo része vagy normalis kinézettel
birt (vad tipushoz hasonl6, tigy, mint aGT1 és aGT2 az 17. 4bran), vagy pedig a WTT ¢és aST
vonalakkal 6sszehasonlitva enyhébben karosodott (aGT3). Az aGT3 novények a vad tipushoz
képest kis mértékben visszamaradtak a fejlédésben €s also leveleik hamarabb elsargultak, mint a
kontroll ndvényeké. A TPS1 gén kifejezédésének mértéke az aGT vonalakndl nem allt aranyban

a tapasztalt kismértékii fenotipusos valtozasokkal.
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4.3.3. Az aGT burgonyavonalak szarazsagtiirésének vizsgalata

Az ¢leszté TPS1 génjének kifejeztetése javitja a burgonya szarazsagtiird képességét
(STILLER et al., 2008). Az altalunk létrehozott aGT novények szarazsagtiiré képességének
elemzéséhez harom kivalasztott aGT novényvonal (aGT1, aGT2 és aGT3) szarazsagtiirését
vizsgaltuk meg levett levél teszttel (18. dbra.). A varttal ellentétben azonban megallapitottuk,
hogy a transzgénikus novényvonalak szarazsagtiird képessége nem jobb, mint a vad tipusu

novényeké. S6t, az aGT3 ndvényvonal szarazsagtiirése még rosszabb is, mint a kontrollé.
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18. abra. aGT novényvonalak szarazsagtiirésének vizsgalata levett levél teszttel
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44. A TPS1 és az StubSNF1 komplex kapcsolatinak vizsgalata éleszté két-hibrid
rendszerben

Az aGT novények fenotipusa felvetette annak lehetdségét, hogy az élesztd TPS1 és az
StubGALS3 kozott esetleg kozvetlen kapcsolat 1étesiilhet. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara
¢lesztd két-hibrid kisérleteket allitottunk be (19. abra). Fehérjekombinacionként harom-harom
parhuzamos ¢élesztd klont teszteltiink. Pozitiv kontrollként a burgonya StubSNF1 és StubGALS3
az ,,ures” (csak a GAL4 transzkripcios faktor aktivator fehérjéjét kifejezd) vektorral. A pozitiv
kontrollon kiviil egyik vizsgalt kombinacié sem adott pozitiv eredményt, ami arra utal, hogy az
StubGALS83 fehérje, a feltételezésiinkkel ellentétben, nem 1ép kapcsolatba az élesztd TPSI
fehérjéjével. Az StubSNF1 és az élesztd TPS1 kozotti kapcsolat vizsgalata éleszté két-hibrid

rendszerben szintén negativ eredménnyel jart.

A B C D

19. 4abra. Eleszté két-hibrid Kkisérletek. K+: pADSNFI-
pBDGALS3, K-: pBDTPS1-pAD, A: pADTPS1-pBDGALS3, B:
pBDTPS1-pADGALS83, C: pADTPS1-pBDSNF1, D: pBDTPSI1-
pADSNF1

4.5. Az aG, aS, aGaS és aGT burgonyavonalak nitrat-reduktaz aktivitasa

A nitrat-reduktdz a nitrogén anyagcsere egyik kulcsenzime, mely a nitration redukcigjat
végzi nitritionna. Irodalmi adatok alapjan ismerjiik, hogy az SNF1-rokon kinazok képesek
foszforilacid utjan gatolni a nitrat-reduktaz aktivitasat (JOSSIER et al., 2009). Novényekben a
GALS3 ortolog fehérjék képesek kapcsolatot 1étesiteni a nitrat-reduktazzal, ami csokkenti az

enzim aktivitasat (POLGE et al., 2008; LI et al., 2009). Ezeknek a tényeknek az ismeretében
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kézenfekvd volt szamunkra, hogy a létrehozott transzgénikus ndvényekben megvizsgaljuk a

nitrat-reduktaz aktivitasat (20. abra.).

( )0,50- % % ( )0,50-
T 040 S 0401
oy
2 5 ¥ * X%
E 030 5 ookq1 . ¥ *
£ T 2 T
~ 0,20 4 . - 0,20 A
R S
m = T
5 0,10 4 £ 010
£ £
O 5 —
0,00 0,00
(=) (D). .,
T 040 = 040
= =
2z [
© 030 - 5 030
o =1
2 * % o E R A
o 0,20 ¥ % E 020 * % % ¥
o Cr)w T
= = T
< 0,10 - 2 010
E £
= =1
0,00 0,00
© A © A H O © N AV O N D
$ PP L P S $ O\@éé\éé QL L
xF o ed g o ¥ v > O] & ]
P I A

20. abra. Nitrat-reduktaz aktivitas. Az abra felsé részén a napi
maximum, mig az alsé részén a napi minimum aktivitasértékek
lathatok. A (B) illetve (D) abrarész vonalmegnevezései érvényesek a
felettiik lathaté (A) valamint (C) abrarész megfelelo értékeire is (Az
egy csillag 95%-0s-, a két csillag pedig 99%-o0s valosziniiségii,
jelentos eltérést jelez a vad tipushoz képest t-teszt alapjan.).

A nitrat-reduktaz aktivitdsa napi ritmust mutat (STITT et al., 2002), ezért a mérés
végrehajtasara két olyan id6pontot valasztottunk, melyek hiven tiikrozik a nitrat-reduktaz
aktivitdsanak napi ingadozasat. Napkelte utan négy oraval napi maximum, illetve napnyugta utan
négy 6raval napi minimum aktivitast detektaltunk. A térpe fenotipusu kettds antiszensz vonalak
koziil az aGaS1 vonalnak nappal hasonld volt az aktivitdsa, mint a vad tipusnak, ugyanakkor
¢jszaka nem lehetett értékelhetd enzimaktivitast detektalni. A helyzet még dramaibb volt az
aGaS4 vonal esetében, aminél sem nappal, sem pedig éjjel nem tudtunk értékelhetd aktivitast

mérni. Ezzel szemben az emelkedett gumohozamt vonalaknal (aGaS6 és aGaS7) nappal €s
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¢jszaka egyarant jelentdsen magasabb enzimaktivitast mértiink, mint a kontroll névényekben. Az
antiszensz SNF1 (aS) vonalakban a vad tipushoz hasonl¢6 értékeket kaptunk a napi maximum és
minimum aktivitas tekintetében egyarant (20. abra A,B).

A 20. abra C, illetve D részén az élesztd TPS1 génjét kifejez0 vonalak nitrat-reduktaz
aktivitasértékei lathatok. Szembetlind, hogy az egyszeresen modositott novényvonalak (WTT)
nappali enzimaktivitas értékei két vonalndl jelentdsen, egynél pedig kis mértékben alatta
maradtak a vad tipusban mért értékeknek. Ezeknél a novényeknél éjszaka egyaltalan nem lehetett
enzimaktivitast detektalni. Az antiszensz StubGAL83 és TPS1 gént kifejezé vonalak (aGT)
aktivitasértékei ennél joval kedvezdbbek voltak. A vad tipushoz hasonlod fenotipusu vonalak
(aGT1 ¢és aGT2) esetében ¢jszaka is lehetett szamottevd aktivitast detektalni. A WTT
novényeknél jobb, de a vad tipushoz képest kissé gyengébb fenotipussal rendelkezé aGT3 vonal
esetében mértiik a legmagasabb nappali aktivitast az aGT vonalak koziil. Ugyanakkor ez a vonal
¢jszaka nem mutatott értékelhetd aktivitast. Tehat a nitrat-reduktdz ezekben a novényekben
Osszességében véve alacsonyabb aktivitassal miikddik, mint a mésik két aGT vonalban. Mindkét
kisérletsorozatban szerepeltettiik kontroll vonalként az StubGAL83-gatolt aG6 ndvényeket. Ez a
vonal nappal a vad tipushoz hasonld aktivitast mutatott, mig éjszaka annal valamivel

alacsonyabbat.
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4.6. Uj tudomanyos eredmények

1. Igazoltuk, hogy az StubSNF1 antiszensz gatlasa a burgonyandvényben fenotipusos
karodosashoz vezet. A modositott novények sotiird képessége és termoképessége csokken,

amelyet gyakran a gumok megvaltozott szine és morfologiaja kisér.

2. Létrehoztunk ¢és jellemeztiink StubGAL83-StubSNF1 kettés antiszensz (aGaS)
burgonyandvényeket StubGAL83-gatolt vonalak antiszensz StubSNF1 konstrukcioval torténd
feltiltranszformalasaval. Kimutattuk, hogy ez a tipusu modositas iiveghazi koriilmények kozott a
vad tipusnal erételjesebb fenotipusu €s annal nagyobb termdéképességli novények 1étrejottéhez is
vezethet. Ezek a nagy termOképességti burgonyavonalak viszont jelent6sen kisebb sotiiréssel

rendelkeznek, mint a nem transzformalt kontroll novények.

3. Vad tipusu, valamint StubSNF1- ¢és StubGALS83-gatolt novényekben juttattuk kifejezésre az
¢lesztd TPS1 génjét. Igazoltuk, hogy az StubSNF1 gatldsa nem tudja megakadalyozni a TPS1
kifejez6dés okozta fenotipusos karosodds Ilétrejottét, mig az StubGALS83 gatlasa képes

csillapitani azt.
4. Bebizonyitottuk, hogy az aGaS novények erédteljesebb ndvekedésének és emelkedett

termOképességének-, valamint a TPS1 kifejezodés okozta karosodasok csillapitasanak hatterében

a nitrat-reduktaz aktivitas novekedése all.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Az StubSNF1 antiszensz gatlasa a novények karosodasahoz vezet

Az SnRKI1 csalddba tartoz6 enzimkomplexek az egyedfejlodés ¢és az anyagcsere
folyamatok kozponti szabalyozé molekulai névényekben (COELLO et al., 2011). Arabidopsis
modellndvényben az AKIN10 nevii SnRK1 taltermeltetése szamos valtozast eredményez - tobb
enzim aktivitdsa és szdmos cukorszint-szabalyozta gén kifejezédése megvaltozik (JOSSIER et
al., 2009). Ezekben a transzgénikus névényekben gatlodik az embrid-vegetativ és a vegetativ-
reproduktiv fazisdtmenet is (TSAI és GAZZARINI, 2012). Burgonyaban az SnRK1 aktivitas
gumospecifikus gatlasa a szachardz-szintdz csokkent kifejezddéséhez és az AGPaz redox
aktivaciojanak modosulasahoz vezet (PURCELL et al.,, 1998; TIESSEN et al., 2003). A
burgonyéaban legalabb kétféle SnRK1 enzim miikddik: a PKIN1 és az StubSNF1 (MAN et al.,
1997; LAKATOS et al., 1997). BECZNER et al. (2010) kimutattdk, hogy az StubSNFI
antiszensz gatlasa (aS) akdr 50%-os enzimaktivitds-csokkenést is eredményezhet. Jelen
munkankban bizonyitottuk, hogy az aS vonalakban a gyokérfejlodés jelentés mértékben
visszamarad a kontroll ndvényekhez képest. Az aS ndvények z6ld tomege is kisebb, mint a
modositas nélkiili novényeké. A lassabb gyodkérfejlddés és a kisebb zold tdmeg velejardjaként
gyakran csokken a gumohozam is, a gumok sokszor abnormalis fenotipusuak, rajtuk tigynevezett
,babasodas” figyelhetdé meg. Az aS novények gumodi szdmos esetben nemcsak alakjukban,
hanem sziniikben is moddosulnak, ami csokkenti esztétikai értékiiket is (6. abra). Az enzim
kifejezddésének gatlasa tehat pleiotropikus hatdst, tobb szinten is megnyilvanulo, sulyos
karosodasokhoz vezet. Mindez az StubSNF1 novényfejlodést befolyasold kozponti szabalyozo

szerepének egy Ujabb bizonyitéka.

5.2. Az StubGALS83 és az StubSNF1 egyideju gatlasaval eroteljesebb novekedésu és
nagyobb guméhozami burgonyavonalak is 1étrehozhatok

Kisérleteink soran eldszor az StubGAL83-gatolt aG6 vonalat hasznaltuk a kettds
antiszensz novények eldallitasara. Az aG6 ndvényeket feliiltranszformaltuk egy antiszensz
StubSNF1 konstrukciot hordozé vektorral (aS). A transzformacié olyan kettds antiszensz (aGaS)
novényeket eredményezett, melyek harom kategoridba sorolhatok: [1] Olyan fejlédésben
visszamaradott novények, melyek megvaltozott levélmorfoldgidval €s levélszinnel rendelkeznek.

Ezek a novények vagy nagyon kisméretli gumokat hoznak létre, vagy pedig egyaltalan nem
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kotnek gumot. [2] A kontroll novényekhez hasonld vonalak. [3] A vad tipusnal gyorsabban névo
novények, melyek a legtobb esetben nagyobb zdld tomeggel rendelkeznek €s gumoéhozamuk is
feliilmulhatja a transzformalatlan kontrollét. Az aGaS vonalak gumoi sem szinben, sem pedig
formaban nem térnek el a kontroll ndvények gumoitol, szemben az aS ndvények gumoival. Két
kivalasztott magas termoképességli aGaS vonal esetében tobb, nagy egyedszamu iiveghazi
kisérletben erdsitettik meg nagyobb gumohozamra vald képességiiket (10. abra). Ezzel
egyértelmiivé valt, hogy ezek a vonalak iiveghazi koriilmények kozott képesek ismételhetden
kiemelkedden magas gumohozamot produkalni. Két masik aG vonal transzformalasaval (aG1 ¢€s
aG5) azt is bizonyitottuk, hogy nemcsak az aG6 vonalbdl lehetséges magas termoképességii
ndvényeket eldallitani, vagyis, hogy ez a jelenség nemcsak az aG6 vonalra korlatozodik (15. és
16. abra).

Az aGaS vonalakban az antiszensz gatlast igazoltuk az StubGALS3 esetében (11. 4bra),
azonban az StubSNF1 gatlasaval kapcsolatosan RNS szinten csak az aGaS6 vonalnél tudtunk
kismértékli transzkriptum csokkenést kimutatni (12. 4bra). Ezzel szemben az aS vonalaknal
korabban sikeriilt RNS szinten gatlast detektalni (SOS-HEGEDUS et al., 2005). A 13. abran
bemutatott kindz aktivitdsmérés eredményeként kijelenthetd, hogy az StubGALS3 az StubSNF1
pozitiv reguldtora, ugyanis gatldsa jelentds enzimaktivitds csokkenéssel jar. Figyelembe véve az
SnRK1-ek kulcsfontossagu szerepét €és azt a tényt, hogy az aG ndvényekben mar eleve
jelentdsen csokkent az SNF1 kinaz aktivitas, ugy gondoljuk, hogy az aGaS novényeknél a kindz
aktivitas tovabbi szignifikans csokkenése haldlos lehet a ndvényre. Valoszinisitjiik, hogy az
aGaS novényekben van csokkenés az StubSNF1 RNS szintjében az aG6 vonalhoz képest, de ez
olyan kismértékli, hogy northern hibridizacioval ezt nem lehetett kimutatni. Emellett
lehetségesnek tartjuk azt is, hogy antiszensz ndvényeink egy részében az StubSNF1 gatldsa nem
transzkripcids, hanem transzlacids szinten nyilvanul meg (BRODERSEN et al., 2008).

Az aG6 vonalhoz képest csak az aGaS6 vonalnal sikeriilt szamottev aktivitascsokkenést
Kimutatni a szubsztratként altalanosan hasznalt ,,SAMS” peptiddel. Tudni kell azonban, hogy a
»SAMS” peptid nem StubSNF1-specifikus €és méri a burgonya méasik SnRK1 enzimének, a
PKIN1-nek az aktivitasat is (BECZNER et al., 2010), ami torzithatja az eredményeket. Az
StubSNF1 és a PKIN1 funkcioja viszont eltéré (LOVAS et al. 2003b), igy feltételezhetden a
PKIN1 nem képes maradéktalanul helyettesiteni az StubSNF1-et, ami a kapott fenotipusos ¢€s

termoképességet érintd valtozasokhoz vezetett.
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A kivalasztott, magas terméshozamu novényvonalaink abiotikus stressztiirését in vitro
gyokerezési tesztben vizsgaltuk meg (14. dbra). Ennek eredményeként nyilvanvalova valt, hogy
a nagy terméshozamii aGaS novények sokkal rosszabbul reagalnak az emelkedett
sokoncentracidra, mint a vad tipus. A kisérletben kontrollként hasznalt antiszensz StubGALS3
vonal séérzékenységét csoportunk mar kordbban bizonyitotta (LOVAS et al.,2003a). A tesztelt
aGas vonalak még az aG6 vonalnal is s6érzékenyebbnek bizonyultak.

A burgonya gumohozamanak novelésére, a megfeleld tdpanyag- és vizellatottsag
biztositasan kiviil, ma mar tobb eljarast is ismerlink. Ezek koziil az egyik legérdekesebb
POVEDA et al. (2010) megfigyelésén alapul, akik egy kartevé molyfaj (Teica solanivora) larvait
hasznaltdk a burgonya gumohozamanak novelésére. Kimutattdk, hogy ha kisszamt molylarva
tamadja meg a burgonyandvényeket, akkor azok akar két és félszeres gumohozamot képesek
elérni a vad tipushoz képest. Bizonyitottdk, hogy a larva bélrendszerében képzdodott és
kidklendezett valadék valtja ki a gumohozam emelkedését.

Genetikai modositads Utjan is szamos esetben sikeriilt mar a burgonya gumohozamat
emelni. THIELE et al. (1999) Arabidopsis eredetii fitokromB gént (PhyB) juttattak kifejezésre
burgonydban CaMV 35S promoter segitségével. A folyamatosan kifejeztetett gén hatdsara a
novények apikdlis dominancidja csokkent, a levelek szama, vastagsiga és pigmentaltsaga
megnott és a hatékonyabb fotoszintézis kovetkeztében a vonalak emelkedett gumohozamot
produkaltak. A gibberellinek gatld hatast fejtenek ki burgonyaban a gumoképzésre. A
bioszintézisiikben szerepet jatszo StGA200x1 gén antiszensz gatlasaval a ndvények hajtashossza
lecsokken, a gumokotés korabbra tolddik és ennek kovetkeztében a gumoéhozam emelkedik
(CARRERA et al.,, 2000). A burgonya kloroplasztisz eredetii adenilat-kinaz enzimének
antiszensz gatldsa szignifikansan megemeli a burgonyagumé keményitOtartalmat ¢és a
gumohozamot is (REGIERER et al., 2002). Hasonld6 eredményt értek el BAROJA-
FERNANDEZ et al. (2009) azaltal, hogy a citoszolikus szachardz-szintazt taltermeltették a
konstitutiv expressziot biztosit6 CaMV 35S promoter alkalmazédsaval. A modositott novények
gumohozama megemelkedett €s megndtt a burgonyagumdkban az UDP-gliikoz, az ADP-gliikoz
¢s a keményité koncentracidja a kontroll ndvények gumodihoz képest. Burgonyagumodban a
keményitd az amiloplasztokban szintetizalédik és raktdrozodik. A keményitd eldallitdsahoz
elengedhetetlen a gliikoz-6-foszfat és az ATP. ZHANG et al. (2008) gumospecifikus patatin
promoter szabalyozasaval juttattak kifejezésre burgonyaban a borso (Pisum sativum) eredetti

gliikoz-6-foszfat/foszfat transzlokator gént (GPT), valamint az Arabidopsis-bol szarmazo
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adenilat transzlokatort (NTT1). A kétszeresen transzgénikus novényekben a keményitdszintézis
fokozasanak eredményeként megnétt a gumok keményitétartalma és a gumohozam is. SUN et al.
(2011) két rizs eredeti szachar6z transzporter (SUT) gént juttatott kifejezésre
burgonyandvényekben gumospecifikus patatin promoter szabalyozasa alatt. Az egyik transzgént
hordoz6 vonal esetében sikeriilt 1.9-szeres gumohozam novekedést elérni a transzformalatlan
novényekhez képest. A SUT transzgénikus ndvények atlagos gumomérete azonos volt a kontroll
novényekével, azonban a ndvényenként kotott gumok szama jelentésen megemelkedett és ez
eredményezte a majd kétszeres hozamemelkedést.

A fenti példak jol mutatjak, hogy sokan ¢€s sokféleképpen probaltadk mar meg genetikai
modositds Utjan emelni a burgonya gumohozamat. Eredményesnek bizonyult a szénhidrat
metabolizmus gumdspecifikus modositasa, de a fotoszintetikus teljesitmény novelése is. A mi
munkank eredménye egy jabb megkdzelités lehetdségére mutat rd. A ndvényi SnRK1 fehérjék
aktivitadsanak modositasa kozvetett modon nemcsak néhany molekula vagy egy-egy életfolyamat
miikodésére van hatassal, hanem az egész ndvényt érintd valtozasokat general. Az SNF1-rokon
kinazok funkciojanak teljes feltérképezése hatalmas kihivast jelent, de a nagyobb gumohozamot
eredményezé aGaS ndvényvonalaink esetében tapasztaltak jol mutatjdk, hogy mennyire fontos
ezeknek a kozponti szerepet jatszd szabdlyozd molekuldknak ¢és az 4ltaluk befolyasolt

folyamatoknak a megismerése.

5.3. Az StubGALS3 antiszensz gatlasa mérsékli a TPS1 expresszié negativ hatasait

Az ¢éleszté TPS1 génjének folyamatos kifejeztetése (WTT vonalak) jelentds fenotipusos
valtozasokat okoz in vitro és iiveghazi korilmények kozott egyarant (17. abra). A novények
retardaltak, leveleik fejletlenek és klorotikusak, az liveghazi kérnyezetben pedig tobbnyire el is
pusztulnak. A TPS1 transzgén kifejeztetése altal okozott valtozasok és az StubSNF1 kinaz
komplex funkcioja kozott kapcsolatot feltételezve antiszensz StubSNF1-, illetve antiszensz
StubGALS83 hatterti novényekben is megnyilvanittattuk az éleszté TPS1 génjét, igy kaptuk az
aST valamint az aGT vonalakat. Az aST ndvényvonalak esetében lényegi eltérést nem
tapasztaltunk a WTT konstrukcioju novényekhez képest. A ndvények in vitro kornyezetben még
fenntarthatonak bizonyultak, de iliveghdzban tGlnyomorészt ugyantgy életképtelenek voltak,
mint a WTT novények és néhany egyedtdl eltekintve elpusztultak még azeldtt, hogy gumot
kotottek volna. A fenotipusos karosodas stilyossaga €s a transzgén megnyilvanuldsanak erdssége

kozott egyértelmii Osszefiiggést tapasztaltunk. Ezzel szemben az aGT konstrukcidju vonalak
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esetében szdmos vonalnal jelentds javulast érzékeltiink a WTT ¢és aST vonalakhoz viszonyitva.
Az aGT novények tobbségénél a TPS1 kifejez0dés okozta tiinetek vagy mérséklodtek, vagy
pedig egyaltalan nem alakultak ki. Ezek a novények mind in vitro-, mind pedig tiveghazi
kornyezetben kinézetre alapvetden nem kiilonboztek a vad tipusi novényektdl. A transzgén
kifejezodésének erdssége €s a vonalak fenotipusa kozott szoros Osszefliggést nem lehetett
felallitani. Ez az eredmény nyilvanvaldva tette azt, hogy az StubGALS3 antiszensz gatlasa képes
mérsékelni, illetve egyes esetekben meggatolni az éleszté TPS1 gén okozta fenotipusos
karosodasok kialakulasat. A vizsgalt aGT vonalak azonban sajnos szarazsagtiirés tekintetében is
hasonldéan viselkedtek, mint a vad tipus, vagyis nem rendelkeztek jobb szarazsagtiird
képességgel, mint a kontroll novények (18. abra). A fenti eredmények alapjan éleszté két-hibrid
rendszer segitségével megvizsgaltuk, hogy létrejon-e kozvetlen kdlcsonhatas az StubGALS3 és
az ¢leszté TPS1 fehérjéje kozott, de nem tudtunk koztiik interakcidt kimutatni, ami arra utal,
hogy az StubGALS3 gatlasa nem kozvetlen modon csdkkenti az élesztd TPS1 kifejezddése

okozta karos hatasokat a burgonyandvényben.

54. Az aGT novények fenotipusos javulasanak és az aGaS vonalak emelkedett
gumoéhozamanak hatterében a nitrat-reduktaz aktivitas novekedése all

Az aGaS-, illetve az aGT novények jellemzése utan két fontos kérdés meriilt fel: [1]
Hogyan képes az StubGALS3 antiszensz gatlasa ellensulyozni az éleszté TPS1 mukddésének
negativ hatdsait? [2] Mi okozza szdmos esetben az aGaS vonalak guméhozam novekedését?

A szakirodalombdl tudjuk, hogy az éleszté GALS3 ortologjai Arabidopsis-ban képesek
kolcsonhatasba lépni a nitrat-reduktdz enzimmel és gatoljdk annak aktivitasat (POLGE et al.,
2008; LI et al., 2009). Az is ismeretes, hogy az SNF1 kinaz komplex katalitikus alegysége
foszforilalja és inaktivalja ezt az enzimet (SUDGEN et al., 1999). Bar az StubSNF1 gén atirasa
nem mutat napszakos valtozast (LOVAS et al., nem kozolt eredmény), de az StubGAL83 gén
kifejezddése €jszaka indukalodik (LOVAS et al., 2003a). Ezért ugy gondoljuk, hogy az SNF1
kinaz aktivitasa alacsony nappal €s magas ¢€jszaka a vad tipusu novényekben. A nitrat-reduktaz
napi aktivitdsa ehhez képest forditott, az enzim nappal aktivabb és éjjel alacsonyabb szinten
miikddik (20. abra). Az StubGALS83 és az StubSNFI1 antiszensz gatldsa megvaltoztatja az
StubSNF1 komplex alegységeinek aranyat, ami befolydsolhatja a nitrat-reduktdzra gyakorolt
gatlé hatas mértékét. Ugy gondoljuk, hogy azokban a vonalakban, melyekben a nitrat-reduktaz

aktivitasa ¢jszaka relative magas volt (aGaS6 és aGaS7), az StubSNF1 antiszensz gatldsa erds. A
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magas nitrat-reduktdz aktivitasnak koészonhetéen ezek a ndvények intenzivebben ndnek ¢€s
magasabb gumohozamot eredményeznek, mint a vad tipus. Az SnRK1 kindzok azonban a nitrat-
reduktdz szabdlyozasan kiviil még szamos mds enzim aktivitasat is befolyasoljak. Tobbek kozott
foszforilaljak ¢és inaktivaljdk a szachardz-foszfat-szintdzt (SUDGEN et al., 1999) ¢s
szabalyozzak az AGPaz aktivitasat is (TIESSEN et al., 2003). Csoportunk korabban ravilagitott
arra, hogy az StubSNF1 antiszensz gatldsa modositja a piruvat-kinaz napi aktivitasat. A torpe
novekedésli és alacsony gumoéhozamti aGaS vonalak és a magas terméshozamot eléré aGaS
novények kozott az elsd kimutatott kiilonbséget a nitrat-reduktdz napi aktivitasdban meértiik.
Tobb mint valdszinii, hogy a nitrat-reduktaz aktivitasanak megvaltozasan kiviill még tobb mas
valtozas is létrejott az aGaS ndvényekben, melyek részletesebb vizsgalatra érdemesek. Ezek
kozil els6sorban az SnRK1 enzimkomplexek altal kozvetleniil befolyasolt folyamatokat kellene
megvizsgalnunk, a fent emlitett enzimek aktivitdsdnak mérését kellene elvégezniink.

A WTT ndvényvonalak nitrat-reduktdz aktivitdsa napi szinten jelentésen elmarad a
kontroll novényekhez képest, éjszaka nem is tudtunk kimutathatd aktivitast mérni. Ezzel
szemben a vad tipushoz hasonlé aGT novényvonalaknal (aGT1 és aGT2) a nitrat-reduktaz napi
aktivitdsa a vad tipusi novényekéhez hasonléan alakult. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az
¢lesztd TPS1 kifejeztetése burgonyaban erdsitette az StubSNF1 komplex nitrat-reduktazra
gyakorolt gatlo hatasat. Emellett az aGT novényeknél az StubGALS83 antiszensz gatlasa
csillapitotta a TPS1 fehérje hatdsait, ami a vad tipusi novényekéhez hasonld nitrat-reduktaz
aktivitast eredményezett.

A TPS1 hatasara a burgonyandvények szarazsagtiiréek lesznek, ugyanakkor fenotipusos
valtozasokat mutatnak (STILLER et al., 2008). Az aGT ndvények fenotipusosan a vad tipushoz
képest nem valtoztak jelentds mértékben, de sajnos szdrazsagtiirés szempontjabdl is a kontroll
novényekhez hasonlitanak, azaz nem mutatnak fokozott szarazsagtliré képességet. Ebbol arra
kovetkeztethetiink, hogy a TPS1 transzgén okozta fenotipusosan is megjelend valtozasok ¢és a

jobb szarazsagtiir képesség valoszinlileg elvalaszthatatlanok egymastol.
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6. OSSZEFOGLALAS

A nem redukalé diszacharid trehaléz extrém szarazsagiiré képességgel ruhazza fel a
kiszaradast tir6 novényeket. Az élesztdé trehaloz-6-foszfat-szintaz 1 génjének (TPS1)
burgonyaban torténd kifejeztetése szarazsagtiird novényeket eredményez, azonban ezek a
novények fenotipusosan karosodottak. A leglijabb eredmények arra utalnak, hogy ennek a
jelenségnek a hatterében a trehal6z-6-foszfatnak az SnRK1 fehérjékre kifejtett gatlo hatasa all. A
novényi SnRK1-ek a sucrose non-fermenting 1 (SNF1) rokon kinazok csaladjaba tartoznak, és
kozponti szerepet jatszanak a stressz-valaszok és a cukor metabolizmus szabalyzozasaban.
SnRK1 géneket mar szamos fajbdl izolaltak és kimutattak, hogy az altaluk kodolt fehérjék
tobbnyire heterotrimer enzimkomplexek forméjaban miikodnek, hasonldéan az éleszté SNF1
kindzahoz. Az élesztdé SNF1 komplex egy szerin/treonin kindzbol (SNF1), egy aktivator
alegységbdl (SNF4) és egy 0sszekotod alegységbdl (SIP1, SIP2 vagy GALS3) épiil fel, utobbi
alegység Osszetartja a komplexet ¢s meghatarozza annak szubsztratspecificitasat is. Az SNRK1-
ek szabalyozasa transzkripcionalis és poszt-transzkripcionalis szinten egyarant megnyilvanul, a
fehérjék foszforilacio altal aktivalodnak és defoszforilacid Utjan inaktivalodnak. Az inaktivacio
alacsony AMP koncentracid fennallasa esetén gatolt. Rengeteg fehérje léphet kapcsolatba az
SnRK1-ekkel, ami az enzimkomplex bonyolult kdlcsonhatasi rendszerét hozza 1étre.

A burgonya legalabb két SnRK1-et kodol, a PKIN1-et és az StubSNF1-et, melyek
szekvencidja 72%-ban hasonld. Korabban kimutattuk, hogy az StubSNF1 kinaz — ellentétben a
PKIN1-gyel — kélcsonhatasba 1ép az éleszté GAL83 burgonyaban jelen 1év6 ortolog fehérjéjével,
kimutattuk, hogy az StubGALS3 antiszensz gatldsanak hatdsara a gyokérfejlodés késedelmet
szenved ¢és fokozodik a novények sostresszel szembeni érzékenysége in vitro koriilmények
kozott. Az antiszensz StubGAL83 vonalak gumokotése késik, a gumok mérete kisebb lesz,
viszont a gumok szdma nd a vad tipushoz képest.

Jelenlegi munkanknak kettés célja volt: [1] Az StubSNF1 komplex funkcionalis
analizisének folytatasa olyan ndvények vizsgalataval, melyekben az StubSNF1 kindz miikodése
gatolt, illetve olyan novények létrehozasaval, melyekben az StubSNF1 kindz és az StubGALS3
alegység egyarant gatlas alatt all. [2] Az ¢élesztd eredetli trehaldz-6-foszfat-szintaz (TPS1) és az

StubSNF1 kinaz kozotti kapcsolat megismerése olyan TPS1 gént kifejezd ndvényvonalak
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vizsgalataval, melyekben vagy az StubSNF1 kinazt, vagy pedig az StubGALS83 alegységet
gatoltuk.

Kapott eredményeink ravildgitottak arra, hogy az StubSNF1 antiszensz gatldsa —
hasonloan az antiszensz GAL83 vonalaknal tapasztaltakkal — a gyokérfeljodés késését okozza,
de még erételjesebb formaban. Az StubSNF1-gatolt novények lassabban nének, mint a vad
tipusu kontroll, kisebb a zold tdmegiik és gumohozamuk is csokkent mértékii. Az StubGALS3 és
az StubSNF1 egyiittes gatlasa viszont kiilonféle fenotipusu névényeket eredményez. Hairom aG
vonalat transzformaltunk feliil az StubSNF1-specifikus konstrukcioval. A 1étrehozott kettds
antiszensz aGaS novények harom kategoriaba sorolodtak: [1] olyan lassa novekedésti é€s
pedig egyaltalan nem is kotdttek gumot; [2] a kontroll névényekhez hasonld vonalak; valamint
[3] a vad tipusnal gyorsabban és nagyobb méretlire megndvd novények, melyek tobb és nagyobb
atlagos méretli gumot fejlesztettek, mint a nem transzformalt kontroll.

Az ¢lesztd TPS1 folyamatos kifejeztetése a vad tipusi és antiszensz StubSNF1
vonalakban szamos fejlédési zavart okozott, mig az antiszensz StubGALS83 ndvényekben nem,
vagy csak enyhe tiineteket valtott ki. Bebizonyitottuk, hogy az StubGAL83-StubSNF1 kettds
antiszensz novények emelkedett gumohozama, valamint a TPS1 expresszid karos hatasainak
enyhiilése az érintett ndvényvonalak emelkedett nitrat-reduktdz aktivitdsdval hozhatd
Osszefliggésbe. Noha a jelenség hatterében 1évé molekularis mechanizmusok még ismeretlenek,
ezek az eredmények egy 1 lehetdséget kinalnak nagyobb és magasabb terméshozamu

haszonnovények létrehozasara.
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7. SUMMARY

The non-reducing disaccharide trehalose confers extreme drought tolerance to desiccation
tolerant plants. Expression of the yeast trehalose-6-phosphate synthase 1 (TPS1) gene confers
drought tolerance in potato, however, results in growth aberrations and arrest of development.
Recent studies have shown that this phenomenon could be related to the inhibitory effect of
trehalose-6-phosphate on SnRK1s, a family of sucrose non-fermenting-1 (SNF1)-related protein
kinases that link metabolic and stress signalling in plants. SnRK1 genes have been cloned from
many plant species, and it has been shown that the encoded proteins are very likely
heterotrimeric enzymes similar to yeast SNF1, which consists of the serine/threonine kinase
(SNF1), along with an activating subunit (SNF4) and one of the three cofactors (SIP1, SIP2, or
GALS83) that is required for kinase function and confers substrate specificity. SnRK1 is regulated
transcriptionally and post-transcriptionally; it is activated by phosphorylation and inactivated by
dephosphorylation, which is inhibited by low concentrations of AMP. Different types of proteins
can interact with SnRK1s, leading to the emerging complexity of SnRK1 interactions.

The potato genome possesses at least two SnRK1 kinases, designated PKIN1 and
StubSNF1. The sequences of these proteins are 72% similar. Previously, we demonstrated that
the StubSNF1 kinase, but not PKIN1, can interact with the potato orthologue of yeast GAL83,
designated StubGALS83, and can complement the Asnfl yeast mutation. We also showed that
antisense repression of StubGALS83 results in a delay in rooting and increases sensitivity to salt
stress in vitro. Tuberisation of the antisense StubGALS83 lines was delayed and the size of the
tubers was reduced, while the number of tubers per plant was increased.

The aim of our recent work was dual: [1] to continue the functional analysis of the
StubSNF1 complex by repressing the kinase subunit StubSNF1 and co-repressing it with
StubGALS83; and [2] to test the influence of ShnRK1 on TPS1 action by expressing the yeast
TPS1 gene in StubSNF1-repressed and StubGAL83-repressed backgrounds.

In this study we demonstrated that the antisense repression of StubSNF1, like antisense
repression of StubGALS83, results in a delay in rooting, but in an even more pronounced form. In
addition, the antisense StubSNF1 plants grow slower and have a reduced green mass and tuber
yield. In contrast, co-repression of StubGAL83 and StubSNF1 leads to diverse phenotypes.
Three aG lines were over-transformed with the StubSNF1-specific antisense construct. Three

categories of double-transgenic lines were obtained from each transformation: [1] slow-growing
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lines with altered leaf morphology, producing only a few small tubers or no tubers at all; [2]
plants similar to the controls; and [3] plants growing faster and larger and producing more and
larger tubers than the control.

Constitutive expression of TPS1 in antisense StubSNF1 lines, such as in wild-type plants,
leads to serious growth aberrations, while in antisense StubGAL83 background, these effects are
attenuated. We provided evidence that the increased size and yield of the StubGAL83-StubSNF1
double antisense plants as well as the attenuation of growth aberrations caused by TPS1
expression are related to increased nitrate reductase activity. Although the molecular mechanism
underlying this phenomenon remains elusive, this finding presents a new means for making

larger plants with increased yields for agriculture.
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