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A munka elé6zményei, a kitiizott célok

A novények novekedési iitemét és végleges méretét genetikai adottsagaik és
a kornyezeti tényezok egyarant befolyasoljdk. Ma mar igen sok novekedést
elosegitd és gatlo faktort ismerilink, melyeket els6sorban a modell névényben,
Arabidopsis thaliana-ban, azonositottak. Ezek egyike, a trehaldéz (a,a-1,1-
diglikéz), a novekedést gatlo faktorok kozé tartozik. A kiszéradastlird
novényekben ozmotikus/szarazsagstressz hatdsara a trehaldoz felhalmozodik, és
azaltal segiti a sejtek tulélését, hogy stabilizalja a fehérjéket és a membranokat.
Ezzel szemben a magasabbrendii névényekben a trehal6z szinte detektalhatatlan
mennyiségben van csupan jelen. A trehaléz szintézis molekularis bioldgiai
eszkozokkel elért fokozésa szamtalan esetben eredményezett szarazsagtiird
novényeket tobb ndvényfaj esetében is. Ezek a ndovények azonban legtobbszor
torpe fenotipusuak voltak és csak elenyészé mennyiségben tartalmaztak trehalozt,
ami arra utal, hogy ezekben a novényekben a szarazsagtiirés javulasa nem a
trehal6z ozmoprotektans funkcidjara vezethetd vissza (FERNANDEZ et al., 2010).

Szamos bizonyiték wutal arra, hogy a trehaléz bioszintézis koztes
termékeként szerepld trehaloz-6-foszfat jelmolekulaként tobb anyagcsere- és
fejlodési folyamat szabalyozasaban is részt vesz. A trehaloz-6-foszfat egyik
célpontjat az SnRK1 (sucrose nonfermenting-related kinase-1) fehérjék képezik,
melyekre a trehal6z-6-foszfat gatlo hatast fejt ki (ZHANG et al., 2009;
MARTINEZ-BARAJAS et al., 2011; DELATTE et al., 2011).

Az SnRK1 fehérjék - melyek neviiket az élesztében megtalalhatd homolog
SNF1 (sucrose nonfermenting-1) kinazokrol kaptak — a stresszvalaszok és a cukor
metabolizmus kodzponti szabalyoz6 molekuldi novényekben. Az SNF1 és a vele
rokon SnRK1 (SNF1-related kinase 1) csalad tagjai tobbnyire harom alegységbdl
all6 komplex forméjaban latjak el feladatukat. Elesztoben a katalitikus alegység
maga az SNF1 kinaz, melynek aktivaldsat az SNF4 fehérje végzi. A két alegység
kiilonbozd regulator fehérjékkel mikodhet egyiitt (SIP1, SIP2, GALS83) melyek
részt vesznek a komplex sejten beliili lokalizacidjanak és szubsztratspecifitasanak
meghatarozasaban (HEDBACKER és CARLSON, 2008). Az éleszté GALS3
fehérjének szamos ortologjat azonositottdk mar nodvényekben, tobbek kozott
Arabidopsis-ban, paradicsomban ¢és burgonyaban is. Az SnRKI1 fehérjék
transzkripcios és poszt-transzkripcios szabalyozas alatt allnak, foszforilacio utjan
aktivalodnak és defoszforilacié altal inaktivalodnak. A defoszforilacié alacsony
AMP-koncentracio esetén gatolt. Az SnRK1 molekulakkal igen sok, kiilonb6zo



tipusu fehérje Iéphet kapcsolatba, ¢s ezaltal létrejon a szabalyozo fehérjék
bonyolult halézata (COELLO et al., 2011).

A burgonya genomban eddig két SNRK1 gént azonositottak: a PKIN1-et és
az StubSNF1-et (MAN et al., 1997; LAKATOS és BANFALVI, 1997). A két
fehérje szekvenciaja 72%-ban hasonlo. Korabban kimutattuk, hogy az StubSNF1
kinaz kolcsonhatasba 1¢ép az ¢élesztd6 GALS83 burgonyaban taldlhatdo ortolog
fehérjéjével, az StubGAL83-mal (LAKATOS et al., 1999). Emellett képes
helyreallitani a Asnfl mutans éleszté fenotipusat is (LOVAS et al., 2003a). A
PKIN1 ezek egyikére sem képes, ami arra utal, hogy a két burgonya SnRK1
funkcidja eltéré. Kimutattuk, hogy az StubGALS83 antiszensz gatlasa a
gyokérfejlodés késését okozza és fokozott sdérzékenységhez vezet in Vvitro
koriilmények kozott. Az antiszensz StubGALS83 vonalak gumokdtése szintén
késedelmet szenved, amit az atlagos gumoéméret csokkenése és a gumok
darabszamanak novekedése kisér (LOVAS et al., 2003Db).

Az irodalmi adatok és korabbi eredményeink alapjan kisérleteink célja a
kovetkezé volt: (1) Az StubSNF1 komplex funkcionalis analizisének folytatasa
olyan ndvények vizsgalataval, melyekben az StubSNF1 kinaz miikodése gatolt,
illetve olyan ndvények Ilétrehozéasaval, melyekben az StubSNF1 kinaz és az
StubGALS3 alegység egyarant gatlas alatt all. (2) Az élesztd eredeti trehal6z-6-
foszfat-szintaz (TPS1) gén miikodése és az StubSNF1 kindz kozotti kapesolat
megismerése olyan TPS1 gént kifejezd burgonyavonalak vizsgalataval, melyekben
vagy az StubSNF1 kinazt, vagy pedig az StubGALS3 alegységet gatoltuk.



Anyag és modszer
Novényanyag, nevelési koriilmények és sostressz vizsgalat

Az antiszensz StubGALS83 (aG1, aG5, aG6) és az antiszensz StubSNF1
(aS2, aSb, aS6) vonalakat korabban izolaltuk a burgonya (Solanum tuberosum cv.
Désirée) transzformaciojaval (LOVAS et al., 2003b; SOS-HEGEDUS et al., 2005).
A steril ndvényeket in vitro koriilmények kozott neveltiik 24°C-on, hossziinappalos
(16 h fény, 8 h sotét) megvilagitassal, 5000 lux fényerd mellett, 2% szachardzt
tartalmaz6 RM taptalajon (MS taptalaj vitaminok nélkiil). A transzgénikus
névények szelekcidjahoz 50 mg 1 kanamicint, illetve 9 mg I hygromicint
alkalmaztunk. Hathetes korti novényeket iiltettiink cserepekbe ¢és iiveghazi
kornyezetben neveltiik ket tovabb 18-28°C-on. Burgonyavonalaink sotiirésének
vizsgalatahoz in vitro koriilmények kozott fenntartott ndvényeink szarszegmentjeit
50mM NaCl-ot tartalmazd6 RM taptalajba szhrtuk és naponta regisztraltuk a
gyokeret eresztett szarszegmentek szamat.

Kétszeresen transzgénikus novények létrehozdsa

Az élesztd (Saccharomyces cerevisiae) TPS1 génjét pBluescript 11 KS
plazmidbol (STILLER et al., 2008) pBINAR-Hyg vektorba épitettiik (higromicin
szelekciot biztositd vektor) a CaMV 35S promoter és az 0CS terminator kozé. Az
StubSNF1 regulator doménjét kodolo, 3’ helyzetli, 779 bp hosszi szekvenciat
antiszensz orientacioban épitettiilk be a pBINAR-Hyg plazmidba. A transzgénikus
novényeket levéllemez transzformacioval hoztuk létre az AGLO Agrobacterium
tumefaciens torzs segitségével. A tapkozeg 250 mg 1™ cefotaximot tartalmazott az
A. tumefaciens eldlésére, valamint 9 mg I higromicint a transzforméansok
kivalasztasara.

Northern hibridizdacio

A regeneralt novényvonalakbdl a transzgén miikddésének vizsgalatdhoz
0ssz-RNS-t vontunk ki és formaldehid tartalmi agar6z gélen megfuttattuk. Az
elvalasztast kovetden az RNS-t blottoltuk és hibridizaltattuk LOVAS et al. (2003b)
tmutatasai alapjan. ,,Random priming” modszerrel **P-dCTP-vel jelsltiik a teljes
hosszusagu TPS1 cDNS szekvenciat (SAMBROOK et al., 1989) . Az StubSNF1-
specifikus proba eléallitasahoz az StubSNF1 regulator doménjének 842-1196 bp



kozotti szakaszat PCR-rel sokszorositottuk és a TPS1-specifikus probaval azonos
modon jeloltiik.

Enzimaktivitas mérések

Az SnRKI1 fehérjék aktivitasmérését SAMS  peptid-szubsztrattal
(HMRSAMSGLHLVKRR) végeztiik, BECZNER et al. (2010) szerint. A kivonatok
fehérje koncentraciéjanak meghatarozasihoz BRADFORD (1976) eljarasat
alkalmaztuk, a standard BSA volt. A nitrat-reduktaz  aktivitasanak
meghatdrozasahoz HAGEMAN ¢és HUCKLESBY (1971), valamint HARRIS et al.
(2000) modszerét vettiik alapul.



Eredmények
Az antiszensz StubSNF 1 vonalak eloallitasa és jellemzése

Az StubSNF1-gatolt (aS) burgonyavonalakat mar korabban izolaltuk.
Ezekben a vonalakban az StubSNF1 regulator doménjét kodold szakasz az erés,
konstitutiv expressziot biztosito CaMV 35S promoterrdl fejezédik ki antiszensz
orientacioban (SOS-HEGEDUS et al., 2005). Az StubSNF1 regulator doménje
nukleinsav szinten csupan 65%-ban azonos a PKIN1 azonos doménjével (LOVAS
et al., 2003b). BECZNER et al. (2010) kimutattak, hogy az aS vonalakban az
antiszensz gatlas specifikus az StubSNF1-re és a kindz aktivitdas 30-45%-kal
csokkent az in vitro novények hajtasaiban.

A korabbi kisérletek folytatasaként harom vonalat, az aS2, aS5 és aS6 jeliit,
jellemeztiik részletesebben. Megallapitottuk, hogy az aS vonalak gyokérfejlodése a
vad tipushoz képest a legtobb esetben elmarad. Ez a tulajdonsaguk mar in vitro
kortiilmények kozott is egyértelmilen megmutatkozik és iiveghdzi kornyezetben is
megmarad. Az aS novények altalaban kisebbek, mint a vad tipustak és gumoaik,
mind sziniikkben, mind pedig formajukban, eltérnek a vad tipusi gumoktol -
sotétebbek és sargasabbak, valamint jellemz6 rajuk a ,,babasodas” is, ami feliileti
kitliremkedések, azaz masodlagos gumok kialakuldsat jelenti (1. &bra). Az aS
ndvények gumohozama 20-30%-al elmarad a vad tipusétol.

LOVAS et al. (2003b) azt is kimutattak, hogy az StubSNF1 komplex
StubGALR3 alegységének gatlasa nemcsak a gyokérfejlodés késéséhez, de fokozott
soérzékenységhez is vezet. Az aS novények vizsgalataval hasonld eredményt
kaptunk, de a fenotipusos karosodas mértéke erésebb volt, mint az aG névényeké.
szarszegmentek gyokerezési képessége jelentdsen lecsokkent, s6t némely esetben a
sostressz a gyokérkeépzés teljes gatlasahoz is vezetett.



1. abra. Antiszensz StubSNF1 novények fenotipusa (A) gydkerezés in
vitro kulturaban, (B) iiveghazi névények fenotipusa, (C) tiveghazi
novények gumodi (aS: antiszensz StubSNF1, aG: antiszensz
StubGALS83, WT: vad tipus)

Az StubGAL83-StubSNF 1 kettds antiszensz (aGaS) burgonyavonalak eldallitisa
és jellemzése

Az StubGALS83-StubSNF1 kettés antiszensz burgonyavonalakat az aG6
antiszensz StubGALS83 vonal feliiltranszformalasaval allitottuk elé. Az aG6 vonal
létrehozasa a kanamicin rezisztenciat kodold6 pCP60 vektorral tortént (LOVAS et
al.,, 2003b). A kettés antiszensz novények eldallitasakor az aS novények
létrehozasanal is alkalmazott StUDSNF1 szakaszt antiszensz orientacioban épitettiik
be a pBINAR-Hyg vektorba ¢és ezzel transzformaltuk az aG6 vonalat.
Nyolcvannégy higromicin rezisztens vonalat allitottunk el6 ily modon. A vonalak
egy része torpe fenotipust és sargas levelll volt. Harminchat ndvényvonal azonban
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a vad tipushoz hasonlo jegyeket mutatott, de voltak kozottiik olyanok is, melyek
gyorsabban, erdteljesebben fejlodtek a kontroll névényeknél. Ez az in vitro
kultirdban tapasztalt fenotipus késobb, iiveghdzi kortilmények kozott is
megmaradt. A harminchat emlitett vonalat két térpe fenotipusu vonallal egyiitt
iiveghazi koriilmények kozé helyeztiik és megvizsgaltuk a gumohozamukat. Az
aG6 vonal termOképessége a kontroll ndvényekéhez hasonlitott. Huszonkét aGaS
vonal alacsonyabb-, mig 16 aGaS vonal magasabb guméhozamot produkalt, mint a
vad tipus. Két magas termoképességii vonalat (aGaS6 és aGaS7) felszaporitottunk
€s tobb, nagy egyedszamu kisérlet keretében vizsgaltuk termoOképességiiket (2.
abra). Az aGaS6 vonal atlagosan 1.7-szeres, mig az aGaS7 vonal 1.2-Szeres
gumohozam novekedést ért el a kontroll névényekhez képest.
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2. abra StubGALB83-StubSNF1 kettds antiszensz (aGaS)
burgonyavonalak gumoéhozama (WT: vad tipus)

Az aGaS6 ¢és aGaS7 vonalak sotiiré képességét az aS vonalakkal
megegyez0 modon vizsgaltuk meg. Mindkét aGaS vonal még a vad tipust €s az
aG6-nal is fokozottabb érzékenységgel reagalt a sé jelenlétére. Két tovabbi aG
vonalat (aG1 és aG5) is transzformaltunk az antiszensz StubSNF1 konstrukcidval,
hogy megtudjuk, vajon a magasabb termoOképességii vonalak Iétrehozasanak
képessége az aG6 vonalra korlatozodik-e, vagy mas aG vonalak transzformalasaval
is elérhetd hasonlé eredmény. Hatvanharom-, illetve 41 higromicin rezisztens
vonalat izolaltunk az aG1 és aG5 vonalak transzformalasaval, melyek koziil 23 aG1
alapt-, valamint 10 aG5 alapt aGaS vonalnak magasabb volt a guméhozama, mint
a vad tipusnak iiveghazi koriilmények kozott.

Bar az StubSNF1 csak alacsony szinten fejezédik ki a vad tipust ndvények
levelében (LAKATOS et al., 1999), az aS vonalakban az StubSNF1 mRNS szinti
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gatlasat northern hibridizaciéval bizonyitani tudtuk (SOS-HEGEDUS et al., 2005).
Az aGaS vonalak esetében ugyanilyen modon négy alacsony és tiz magas
gumohozamu vonalnal vizsgaltuk meg az StubSNF1 kifejezédésének mértékét, de
egyediil csak az aGaS6 vonalnal tudtunk kimutatni némi csokkenést az StubSNF1
mRNS szintjében.

A SAMS peptid (HMRSAMSGLHLVKRR) a novényi SnRK1 fehérjék
szubsztratja ¢és széles korben hasznaljak az SNF1-aktivitds mérésére.
Alkalmazéasaval BECZNER et al. (2010) 30-45%-os aktivitds csokkenést mért az
aS vonalakban. Mi ugyanezzel a modszerrel vizsgaltuk meg antiszensz névényeink
SNF1 kinaz aktivitasat (3. éabra). A vad tipushoz képest 42%-os aktivitas
csokkenést mértink az aG6 vonalban, ami arra utalt, hogy az StubGAL83 az
StubSNF1 pozitiv regulatora. Az aG6 vonallal Osszehasonlitva nem mértiink
tovabbi jelentds aktivitds csokkenést a vizsgalt aGaS vonalakban, kivéve a magas
gumohozamu aGaS6 vonalat, aminek az SNF1 kinaz aktivitdsa minddssze 36%-a

volt a vad tipusénak.
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3. abra. Antiszensz novények SNF1-aktivitdsa. (aGaS1, aGaS4:
kettds antiszensz ndvények torpe fenotipussal ¢és alacsony
gumohozammal; aGaS6, aGaS7: magas gumohozami kettds
antiszensz novények; aG6: antiszensz StubGAL83 vonal; WT: vad
tipus)
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A TPS1 kifejezodésének hatisa az StubSNFI1-, és StubGAL83-gdtolt
burgonyandovényekben

Az StubSNF1-gatolt aS6 ¢és az StubGAL83-gatolt aG6 vonalakat
feliiltranszformaltuk az élesztd TPS1 génjével a higromicin rezisztenciat kodolo
pPBINAR-Hyg binaris vektor segitségével. A TPS1 gén folyamatos kifejezddését a
burgonydban a CaMV 35S promoéterrel biztositottuk. A transzformacid
kontrolljaként vad tipusu Désirée novényekbe (WT) is bejuttattuk a TPS1 gént. Hat
WT-TPS1 (WTT), 25 aS6-TPS1 (aST) és 27 aG6-TPS1 (aGT) novényvonalat
izolaltunk. A WTT ndvényvonalakat higromicint tartalmazo taptalajon, mig az aST
¢s az aGT novényvonalakat kanamicint és higromicint egyarant tartalmazo
taptalajon regeneraltattuk. Az 1igy nyert burgonyavonalakat vegetativan
szaporitottuk in vitro koriilmények kozott a tovabbi kisérletekhez.

A TPS1 gén kifejezddését northern hibridizacidval mutattuk ki, melynél a
teljes hosszusdgt TPS1 CDNS-t hasznaltuk a proba elkészitéséhez. RNS
molekulakat izolaltunk mind az 58 TPSI1-transzformans vonalbol, valamint a
transzformalatlan kontroll novényekbdl is. Konstrukcionként 3-3 vonalat
valasztottunk ki részletes vizsgalatra, melyek kiilonb6zé mértékben fejezték ki a
transzgént (4. abra).
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4. abra. Az élesztd TPS1 génjét kifejezd transzgénikus ndvények fenotipusa és a
transzgén expresszidja. (A) in vitro novénykultura, (B) tiveghazban nevelt novények,
(C) TPS1 kifejezddés kimutatasa northern hibridizacioval, (D) RNS-gélkép
hibridizacio elott (WT: vad tipus; WTT: TPS1 kifejez6 novények; aS6: antiszensz
StubSNF1 vonal; aST: TPS1 kifejez6 valtozata az aS6 vonalnak; aG6: antiszensz
StubGALS83 vonal; aGT: TPS1-kifejez6 valtozata az aG6 vonalnak)

A kilenc kivalasztott TPS1-kifejezd vonalat a kontroll névényeikkel egyiitt
in vitro felszaporitottuk. Kimutattuk, hogy a TPS1 kifejeztetése a vad tipusu és az
aS6 hatteri novényekben mar kis mértékben is sulyos morfolégiai aberraciok
1étrejottéhez vezet. A WTT és aST vonalak gyokerei visszamaradtak a fejlodésben.
A novények hajlamosak voltak a bokrosodasra és a korai 6regedés jelei latszottak
rajtuk. Ezzel szemben az aGT1 és aGT2 vonal nem mutatott fenotipusos eltérést az
aG6 kontroll ndvényekhez képest. Az aGT3 vonal als6 levelei hamarabb kezdtek
sargulni, mint az aG6 vonal ugyanezen levelei (4. abra). A kivalasztott
novényvonalak fenotipusos sajatsagaikat iiveghdzi kornyezetben is megtartottadk. A
WTT ¢és aST novények nagyon lassan néttek és csak kevés gumot kotottek. Az
aGT1 és aGT2 vonal ndvényei iiveghazi kdrnyezetben az aG6 vonalhoz hasonldéan
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viselkedtek, mind fenotipus-, mind pedig gumohozam tekintetében. Az aGT3
novényvonal a korai szeneszcencia jeleit mutatta.

A transzgénikus burgonyanovények nitrdt-reduktaz aktivitisa

A ¢éleszté GALS3 novényi ortologjai képesek kdlesonhatasba 1épni a nitrat-
reduktazzal (NR) és negativan befolyasolni annak aktivitasat (POLGE et al. 2008;
LI et al. 2009). Ez a tény arra sarkallt minket, hogy megvizsgaljuk transzgénikus
novényeink NR aktivitasat. EI0szor az aG, aS és aGaS vonalainkban mértiink NR
aktivitast tiveghazi novények asszimilalo leveleibél. Mivel a NR enzim aktivitasa
nappal magas ¢és ¢&jjel alacsony (STITT et al., 2002), mintainkat négy oraval
napkelte utan és négy éraval napnyugta utan gytjtottiik (5. abra).

Ahogy az az 5. abra ,,A” részén lathato, az NR-aktivitas nappal az aGaS6 ¢és
aGaS7 vonalakban volt a legnagyobb. Nem mutattunk ki szignifikdns kiilonbséget
a WT, aG6, aS5 ¢és aS6 vonalak kozott. A legalacsonyabb aktivitassal az aGaS4
vonal rendelkezett, melyben sem nappal, sem pedig ¢éjszaka nem tudtunk
értekelhetd aktivitdst detektdlni (5. dbra A,B). A sotétség minden vonal NR
aktivitasat jelentdsen csokkentette, azonban az aGaS6 ¢és aGaS7 vonalakban
¢jszaka is szamottevO enzimaktivitast mértiink a tobbi vonallal 6sszehasonlitva (5.
abra B).

Az StubGALS83 antiszensz gatlasa jelentésen csokkentette a TPS1 gén
kifejezddése  kovetkeztében  kialakuld  fenotipusos  rendellenességeket.
Megvizsgaltuk a WTT és aGT novényeink NR aktivitasat is. Az 5. dbra ,,C” részén
lathato, hogy a NR aktivitas tekintetében jelentés csokkenés kovetkezett be nappal
a WTT1, WTT3 és aGT1 vonal esetében, ugyanakkor ezt nem tapasztaltuk a
WTT2, aGT2 és aGT3 novényeknél . Ejszaka nem lehetett NR aktivitast kimutatni
a WTT vonalak ¢és az aGT3 ndvények esetében, ugyanakkor az aGT1 és aGT2
novények aktivitas értéke a kontroll novényekéhez hasonld volt. A NR teljes napi
aktivitasanak tekintetében a TPS1 kifejezd ndvények koziil az aGT1 és aGT2 vonal
mutatta a kontroll novényekéhez leginkabb hasonlo értéket.
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5. abra. Uveghazban nevelt ndvények nitrat-reduktiz aktivitasa. (A) aS, aGaS, aG
névények nappali aktivitasértéke a vad tipussal Osszevetve, (B) aS, aGaS, aG névények
¢jszakai NR aktivitasa a vad tipushoz képest, (C) WTT ¢és aGT ndvények nappali NR
aktivitasa a kontroll novényeikkel sszehasonlitva, (D) WTT és aGT vonalak éjszaka
mért NR aktivitasa a kontroll novényekhez képest. Az A és B kisérletsorozatot mas
¢vszakban végeztiik, mint a C és B részben bemutatott kisérleteket. (Az egy csillag 95%-

0s-, a két csillag pedig 99%-o0s valoszinliségii, jelentds eltérést jelez a vad tipushoz képest
t-teszt alapjan.).
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Uj tudoményos eredmények

1. Igazoltuk, hogy az StubSNF1 antiszensz gatlasa a burgonyandvényben
fenotipusos karodosashoz vezet. A moddositott ndvények sotlird képessége és
termoképessége csoOkken, amelyet gyakran a gumok megvaltozott szine ¢&s

morfologidja kisér.

2. Létrehoztunk és jellemeztiink StubGALS83-StubSNF1 kettds antiszensz (aGaS)
burgonyanovényeket  StubGALS83-gatolt  vonalak  antiszensz ~ StubSNF1
konstrukcioval torténé feliiltranszformalasaval. Kimutattuk, hogy ez a tipusa
modositas tiveghazi koriilmények kozott a vad tipusnal erdteljesebb fenotipust és
annal nagyobb termdképességii novények létrejottéhez is vezethet. Ezek a nagy
termoképességii  burgonyavonalak  viszont  jelent6sen  kisebb  sotiiréssel

rendelkeznek, mint a nem transzformalt kontroll névények.

3. Vad tipust, valamint StubSNF1- és StubGAL83-gatolt novényekben juttattuk
kifejezésre az éleszté TPS1 génjét. Igazoltuk, hogy az StubSNF1 gatlasa nem tudja
megakadalyozni a TPS1 kifejez6dés okozta fenotipusos karosodds 1étrejottét, mig

az StubGALR3 gatlasa képes csillapitani azt.
4. Bebizonyitottuk, hogy az aGaS ndvények erdteljesebb novekedésének és

emelkedett terméképességének-, valamint a TPS1 kifejez6dés okozta karosodasok

csillapitasanak hatterében a nitrat-reduktaz aktivitas novekedése all.
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Kovetkeztetések és javaslatok

Az SnRK1 fehérjék az egyedfejlodés és az anyagesere folyamatok kdzponti
szabalyoz6 molekulai névényekben (COELLO et al.,, 2011). Az AKIN10 nevi
katalitikus SnRK1 alegységet taltermeld Arabidopsis modellngvényben a
keményité és oldhatdo cukrok koncentracidja megvaltozik. Szamos esszencialis
enzim aktivitisa modosul, pl., a NR és az ADP-gliikoz pirofoszforilaz (AGPaz)
fehérjéké, de emellett tobb cukorszint-szabalyozta gén kifejezOdése is megvaltozik
(JOSSIER et al., 2009). Az AKINI10 taltermeltetése gatolja az embrid-vegetativ-,
valamint a vegetativ-reproduktiv fazisatmenetet Arabidopsis-ban és tobb szerv
fejlodését is modositja (TSAI és GAZZARRINI, 2012). Burgonyaban az SNF1
aktivitas gumo-specifikus gatlasa csokkenti a szachardz-szintdz kifejezddését és
megvaltoztatja az AGPaz enzim redox aktivaciojat a gumoban (PURCELL et al.,
1998; TIESSEN et al., 2003). Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az StubSNF1
komplex katalitikus alegységének folyamatos gatlasa fejlédési rendellenességekhez
¢s gumohozam csokkenéshez vezet. Eredményeink tehat ujabb bizonyitékot
szolgaltattak arra, hogy az SnRK1 fehérjék kulcsfontossagli szerepet jatszanak a
novények fejlodésében.

Két SnRK1 gént azonositottak eddig a burgonyaban: a PKIN1-et és az
StubSNF1-et (MAN et al., 1997; LAKATOS és BANFALVI, 1997). BECZNER et
al. (2010) igazolta az antiszensz gatlas specifikussagat az antiszensz StubSNF1
(@S) és az antiszensz PKIN1 (aP) vonalakban, melyek az emlitett fehérjék
szekvencidjanak nem konzervalodott regulator alegységére tervezett antiszensz
konstrukcioival lettek 1étrehozva. Novényekben az SNF1 aktivitas mérésére
szolgalo SAMS peptid hasznalataval BECZNER et al. (2010) 25-50%-os aktivitas
csokkenést mért az aP és az aS vonalakban a vad tipushoz képest. Megmértiik az
aG6 vonal SNF1 aktivitasat és a kontroll névényekhez képest 42%-o0s csokkenést
detektaltunk. Ez arra utal, hogy az StubGAL83 az StubSNF1 kinaz pozitiv
regulatora. Ugyanez az eredmény vonhato le a sotesztek értékelése utan is, amelyek
fokozott séérzékenységet mutattak az aG és aS novények esetében is. A so
gyOkerezést gatld hatasa az aS novények esetében azonban erésebb volt, mint az
aG vonalakban. Az StubGALS83-, valamint az StubSNF1 gatlasa egyarant
befolyasolta a novények gumofejlédését. Mig azonban az aG vonalaknal csak az
atlagos gumoémeéret csokkenését és a gumoszam nodvekedését tapasztaltuk a
gumoképzés késése mellett, addig az aS novényeknél a genetikai moddositas a
gumohozam csokkenését €s a gumodk fenotipusos valtozasat is maga utdn vonta.
(LOVAS et al., 20033; Fig. 1).
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Az aGaS novények létrehozésahoz az aGl, aG5 és aG6 vonalakat
feliiltranszformaltuk az StubSNF1-specifikus antiszensz konstrukcioval. A kapott
aGaS novények harom Kkategoridba sorolddtak: (1) lassabban fejlodé és
vagy pedig egyaltalan nem kotottek gumot; (2) vad tipushoz hasonld novények; és
(3) a kontroll ndvényekhez képest gyorsabban ¢és magasabbra novo
burgonyavonalak, melyek nagyobb termOképességgel is rendelkeztek. Az aGaS
vonalak esetében négy alacsony és tiz magas guméhozamu vonalndl vizsgaltuk
meg az StubSNF1 kifejez6désének mértékét. RNS szinten egyediill az aGaS6
vonalnal tudtunk kimutatni némi csokkenést az aG és a vad tipust novényekkel
Osszehasonlitva. Ezzel szemben korabban, az aS vonalaknal, az StubSNF1 mRNS
szintje detektalhatdo mértékben csokkent (SOS-HEGEDUS et al., 2005), pedig
ezeket a vonalakat ugyanazzal az StubSNF1 szakasszal hoztak létre, mint mi az
aGaS novényeket. Figyelembe véve az SnRK1 fehérjéknek a novényi fejléddésben
jatszott kulcsszerepét, illetve azt a tényt, hogy az aG vonalak esetén mar jelentds
mértékben csokkent az SNF1 aktivitds, gy gondoljuk, hogy az SNF1 aktivitas
tovabbi jelentds csokkenése mar halalos lehet a novények szamara. Ez azonban
nem zarja ki azt, hogy az aGaS vonalakban az StubSNF1 mRNS szintjében kis
kiilonbségek ne lehetnének, de ezek kimutatasahoz a northern hibridizacié nem volt
elég érzékeny. BRODERSEN et al. (2008) eredményei alapjan azonban azt is
elképzelhetdnek tartjuk, hogy egyes aGaS vonalakban nem transzkripcios, hanem
transzlacios szintli gatlas alakult ki. A kiilonb6z6 aGaS ndvényekben a
géncsendesités kiillonbozé modozata johetett 1étre, ami magyarazatként szolgalhat
az aGaS vonalak esetében tapasztalt eltérd fenotipusokra.

Az mRNS szinten jelentds valtozast nem mutatdé aGaS vonalak esetében az
SNF1 aktivitas szintjén sem tudtunk tovabbi csokkenést kimutatni az aG6 vonalhoz
képest, kivéve az aGaS6 vonalat, amiben az SNF1-aktivitas értéke minddssze
36%-a volt a vad tipusénak. A SAMS peptid sajnos nem kizardlagos szubsztratja az
StubSNF1 kinaznak, hanem méri a PKIN1 aktivitasat is (BECZNER et al., 2010).
Az StubSNF1 és a PKIN1 funkciodja viszont feltételezhetéen eltéré (LOVAS et al.
2003b), igy valoszinii, hogy a PKIN1 nem képes maradéktalanul helyettesiteni az
StubSNF1-et, ami a kapott fenotipusos és gumohozam eltérésekhez vezethetett.

A legfontosabb kérdés azonban az, hogy az StubGALS3 antiszensz gatlasa
hogyan képes csillapitani az éleszté TPS1 kifejezodése okozta karosodasokat, és mi
all a hatterében a szamos aGaS vonalnal tapasztalt termdképesség ndvekedésnek.
Ismert, hogy az éleszt6 GALS83 Arabidopsis ortologjai képesek kolcsonhatasba
Iépni a nitrat-reduktazzal (NR) és negativan szabalyozzak annak aktivitasat
(POLGE et al.,, 2008; LI et al., 2009). Korabban kimutattak, hogy az SNFI
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komplex Kkatalitikus alegysége foszforilacié utjan inaktivalja az NR enzimet
(SUGDEN et al., 1999). Bar az StubSNF1 mRNS szintje nem emelkedik meg az
¢jjeli ordkban (LOVAS A., nem kozolt eredmény) az StubGALS83 kifejezddése
¢jszaka aktivalodik (LOVAS et al., 2003a). Ezért ugy gondoljuk, hogy az SNF1
kinaz aktivitasa a vad tipust novényekben éjszaka magasabb, mint nappal. A NR
aktivitasa ezzel ellentétes: nappal magas és &jszaka alacsony (5. abra). Ugy véljiik,
hogy az StubSNF1 gatlasa azokban a vonalakban volt er6sebb, melyekben az NR
aktivitas értéke relative magas maradt az éjszaka folyaman is. A magas NR
aktivitasnak koOszonhet6en ezek a novények gyorsabban nének ¢és magasabb
termoképességet mutatnak, mint a kontroll novények. Az SnRK1-ek foszforilaljak
¢s inaktivaljak a szachar6z-foszfat szintazt (SUGDEN et al., 1999) és szabalyozzak
az AGPazt (TIESSEN et al., 2003). Korabban kimutattuk, hogy burgonyaban a
piruvat kinaz napi aktivitisa megvaltozik az aS vonalakban (BECZNER et al.,
2010). lly modon a szénhidrat anyageserében 1étrejové valtozasok szintén
hozzajarulhatnak az aGaS ndvények megvaltozott fenotipusadhoz.

A fenotipusosan karosodott WTT ndvények napi NR aktivitdsa csokkent,
ugyanakkor a fenotipusdban nem valtozott aGT vonalak NR aktivitds értéke a
kontroll ndévényekéhez hasonlitott. A WTT novények NR aktivitdsdnak drasztikus
csOkkenése kiilondsen éjszaka volt szembetiind. Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a
TPS1 kifejezodése erdsiti az StubSNF1 kindznak a NR-ra gyakorolt gatlé hatasat.
Az StubGALS3 antiszensz gatlasa csillapitotta a TPS1 kifejezédése kovetkeztében
1étrejoveé karosodésokat, ami magasabb NR aktivitast és a vad tipushoz hasonlo
fenotipust eredményezett.

A vad tipusii ndvényekben Kkifejezésre juttatott TPS1 transzgén még
alacsony mRNS szint esetén is fokozta a szarazsagtiird képességet, ugyanakkor
ezek a novények lassabban néttek és alacsonyabb CO, fixacios rataval birtak, mint
a vad tipus (STILLER et al., 2008). Az aGT novényvonalak szarazsagtiird
képességét levett levél tesztben vizsgaltuk meg, de meg kellett allapitanunk, hogy
az aGT novények szarazsagtliird képessége nem jobb, mint a nem transzformalt
kontroll novényeké. Igy tehat valoszinii, hogy a TPS1 altal kivaltott morfologiai
valtozasok nélkiilozhetetlenek a fokozott szarazsagtlird képesség kialakuldsahoz
burgonyaban.
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