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1. Bevezetés

Mint minden ¢él6lény, a novények is szamtalan olyan kornyezeti hatdsnak vannak
kitéve, melyek szaporoddsi és novekedési folyamataikat kedvezotleniil befolyasoljak.
Helyhezkotott életmodjukbol adoddéan a kornyezeti hatdsokra folyamatos alkalmazkodéssal
valaszolnak. Az optimalis életfeltételektdl eltérd hatasokra - stresszhatdsokra - a novények
védekezési mechanizmusok széles skalajat aktivaljak: ilyenek a kiilonb6zo jelatviteli utak
altal fokozott vagy csokkentett génkifejezddések ¢és az ebbdl kovetkezd anyagcsere-
folyamatok modositasai. A Fold klimavaltozasabol és a sokszor helytelen gazdalkodéasbol
fakadoan a mezdgazdasagilag hasznosithaté termoteriiletek folyamatosan csokkennek. A
szarazsag, az alacsony vagy magas homérséklet ¢és a talaj magas sotartalma altal kivaltott
ozmotikus stressz kutatdsa ezért napjainkban kiilonds jelentdséggel bir. Az utdébbi években
egyre tobb kisérletes bizonyitékot talaltak arra, hogy az ozmotikus stressz esetén kialakuld
¢lettani ¢és biokémiai valaszreakciok nem egy linedris jelatviteli folyamat eredményeiként
jonnek létre, hanem egymassal kolcsonhatasban 1évé szabalyozéasi rendszerek egyiittes
hatasanak koszonhetden alakulnak ki.

Munkacsoportunk érdeklddésének kozéppontjdban hosszabb ideje a ndvényi
szarazsag ¢és sotlirés szabalyozasi folyamatainak felderitése allt. A jelatviteli folyamatokban
részt vevd gének funkcidjanak vizsgalatakor jellemzden reverz genetikai modszereket
alkalmaztunk. A laboratoriumunkban eldallitott Arabidopsis thaliana T-DNS inszercids
mutans kollekciot (Szabados és mtsai., 2002) felhaszndlva olyan mutansokat kerestiink,
melyek az ozmotikus stresszvalaszban résztvevd géneket érintenek. Az ozmotikus stresszt
kivalto kezelések (magas s6 koncentracio, dehidratacid) mellett vizsgaltuk a fény, a cukor és
tobb novényi hormon (példaul ABS és etilén) szabalyozo szerepét is a stresszvalaszokban.
Kisérleteink sordn tobb olyan mutanst is sikeriilt azonositani, amely megvaltozott modon
reagalt a fent emlitett stresszhatasokra.

Jelen dolgozatomban egy abszcizinsav érzékeny, kis ndovéstt Arabidopsis mutans
részletes jellemzésének az eredményeirdl irok, amelyben a mutdcido az Ar3gl6890 gént
érintette, ami egy pentatrikopeptid ismétlédé motivumot tartalmaz6 fehérjét kodol. A vizsgalt
fehérjérdl kimutattuk, hogy jelentés szerepe van a mitokondridlis elektrontranszport

mukodésében.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Arabidopsis thaliana mint modellnovény

Arabidopsis thaliana, magyarul ladfi, a keresztes viraguak csaladjaba tartozik és tobb
elényos tulajdonsaga is alkalmassa teszi arra, hogy a ndvényi genetikai kutatdsok egyik
modell organizmusa legyen. A kifejlett Arabidopsis kis mérete és rovid életciklusa lehetéveé
teszi nagyobb populacidok laboratoriumi vizsgalatat. Diploid, kromoszémaszama alacsony
(n=5), és genom meérete (125000 kb) az egyik legkisebb a magasabbrendii névények kozott.
Az Arabidopsis genomja viszonylag kevés repetitiv. DNS-t tartalmaz: a ndvény Ossz-
(sejtmagi, mitokondridlis, kloroplasztisz) DNS-nek 10-14%-a magasan, 23-27%-a kozepesen
keresztezhetd és idedlis koriilmények ko6zott nagy szaporodédsi hanyadossal rendelkezik,
egyetlen novény tobb ezer magot is hozhat. Az Arabidopsis kémiai és fizikai mutagénekre is
jol reagal, Agrobacterium-kozvetitett ndvény transzformacidoval nagyszamu transzformans
ndvény hozhatd létre. 2000-ben a magasabbrendii ndvények koziil elséként fejezddott be a
teljes Arabidopsis genom nukleotid sorrendjének meghatarozasa. Az Arabidopsis-bol izolalt
gének barmely novény hasonld génjeinek tanulményozéasara felhasznalhatok, vagy akér
kozvetleniil alkalmazhatéak a gyakorlati ndvénynemesitésben. Emiatt lehetdség nyilik az
Arabidopsis modellen végzett ndvényi molekularis bioldgiai alapkutatdsok eredményeinek

viszonylag gyors alkalmazésara a mez6gazdasag €s az ipar teriiletén.

2.1.1. A T-DNS inszercios mutagenezis

A ndvényi gének izolaldsdra ¢és funkcidik vizsgalatara szamos lehetdség all
rendelkezésiinkre, melyek kozil az egyik az Agrobacterium kozvetitett T-DNS inszercids
mutagenezis ¢és az azt kovetd mutdns analizis (2.1. abra). A ndvények Agrobacterium
tumefaciens-szel torténd transzformacioja soran a T-DNS a ndvény sejtmagi DNS-be stabilan
integralodik egy nem homolog, ugynevezett illegitim rekombinacidés mechanizmussal. A T-
DNS-t az Agrobacterium Ti (Tumor inducing) plazmidja hordozza, amely tartalmazza még a

plazmid fenntartdsdban, az opinok bioszintézisében, valamint az Agrobacterium-bol névénybe



torténd DNS atvitelhez sziikséges funkciokat kodold bakterialis géneket (vir gének). Kisérleti
adatok bizonyitjdk, hogy a T-DNS elsdsorban az atiroddo ndvényi DNS régioba épiil be
(Koncz és mtsai, 1992; Mathur és mtsai, 1998). Aktiv génbe torténd T-DNS inszercid az
érintett gén inaktivaldsaval jarhat, és gyakran kis delécidokat (4-80 bp), illetve
atrendezddéseket eredményezhet. Az egy kopiat hordozd T-DNS inszerciok mellett gyakran
konnyen azonosithatd a T-DNS ismert jobb és bal oldali hatarszekvenciai segitségével. A T-
DNS inszerciok felhasznalhatok transzkripcids ¢€s transzlacios génfuziok, inszercios
mutansok, valamint genetikai térképezéseket szolgal6 dominéns markerek eléallitasara. A T-
DNS mutagénként vald alkalmazéasaval nagyszamu transzgenikus ndvényt allithatunk eld, és
az igy létrehozott mutansok lehetévé teszik a reverz genetikai megkozelitést is, amikor egy

ismert DNS szekvencia funkciojat keresik, annak mesterséges megvaltoztatasaval.
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2.1. abra Arabidopsis thaliana T-DNS inszerciés mutansok létrehozasa és jellemzése



2.2. A stressz

A novények, az Gsszes tobbi éldlényhez hasonloan, szamtalan kornyezeti hatasnak
(szarazsag, homérséklet-valtozas, korokozokkal torténd fert6zodés, sebzés, erds fény,
tapanyaghiany, stb.) vannak kitéve ¢életiik soran. E hatasok gyakran az optimalis
¢letkoriilményektdl kisebb-nagyobb mértékben eltérdek lehetnek (kornyezeti stressz), ezzel
alkalmazkodasra késztetve a helyhez kotott életmoddot folytatd novényeket. Larcher (1987) a
egy olyan terheléses allapot, amelyben a ndvénnyel szembeni fokozott igénybevétel a
funkciok kezdeti destabilizaciojat kovetden egy normalizalodason at az ellenallosag
fokoz6dasdhoz vezet, majd a tliréshatar tullépésekor tartés karosodast vagy akar pusztulast is
okoz. "

A stressztényezdket tobbféleképpen is csoportosithatjuk, ebbdl az egyik szempont
szerint megkiilonboztetiink abiotikus ¢€s biotikus tényezoket. Biotikus stresszt kivalthatjak a
virusok, baktériumok, gombak, illetve az allatok altal okozott kiilonféle eredetii sebzések.
Abiotikus stressztényezok kozé tartoznak példaul a szarazsag, sostressz, homérsékleti stressz,
illetve az oxidativ stressz. Ezek a tényezOk képesek meghatdrozni a ndvények
egyedfejlodésének kiilonbozo folyamatait (Bray és mtsai., 2000). A stresszhatdsok egyméassal
Osszefliggésben allnak, és e hatasok altal kivaltott alkalmazkodasi képesség fajonként nagy
valtozatossagot mutat, ami behatarolja a novények elterjedését, tulélési lehetoségét (Smirnoft,
1998). Az abiotikus kornyezet alapvetéen meghatarozza a mezdgazdasag lehetdségeit, az

egyes novényfajok, fajtak termesztésének feltételeit is.

2.2.1. Ozmotikus stressz

Az abiotikus stressztényezOk koziil a szarazsag, az alacsony ¢és magas homérsékleti
stressz €s a talaj magas sétartalma egyarant ozmotikus stressz kialakuldsdhoz vezet. Az ilyen
tipusu karosodas a legfontosabb korlatja a ndvénytermesztésnek a hideg, szaraz éghajlaton,
vagy sos, szikes talajokon. Régota ismert, hogy egyes novények képesek szdraz klimahoz
alkalmazkodni, mas fajok sos, szikes talajokhoz adaptalodtak sikerrel. Az alkalmazkodas
jellegzetes ¢lettani és biokémiai valtozasokkal jar, amelyek lehetdvé teszik, hogy a novények

bizonyos mértékig toleraljak a vizvesztést vagy a magas sétartalmat, ami gatolja a vizfelvételt



(Tabaeizadeh, 1998). Ozmotikus stressz hatdsara a feliileti receptorok altal érzékelt jelek a
sejten beliil tobb wtvonalat érintenek. Ennek keretében megemelkedik a sejteken beliil a Ca®",
a reaktiv oxigén molekuldk és az inozitol-foszfatazok szintje. A normal értéknél magasabb
Ca**-szintet intracellularis Ca*"-koté fehérjék érzékelik, majd a jel foszforilacios kaszkadokon
(MAPK, CDPK) ¢s foszfatazokon keresztiil jut a célgénekhez. Shinozaki egy kézleményben
legalabb hatféle szabalyozasi utat kiilonboztet meg, amelyek az ozmotikus stresszhez vald
alkalmazkodast segitik eld (Shinozaki, 2000). Ebbdl két utban a résztvevd gének
expressziojanak a szabalyozasa ABS-fiiggd (példaul RD29B, RD?22), négy ABS-fiiggetlen
(példaul ERDI, CORI154). Az ABS-fiiggetlen utak koziil kettét az alacsony homérséklet is
befolyasol. A ndvény két szakaszban n. korai, majd az Gn. késdéi gének atirasaval valaszol az
abiotikus természetli kihivasokra. A korai gének kozé tartoznak kiilonb6zd transzkripcids
faktorok (DREB1/CBF, ABRE1-4, MYB, MYC), iontranszporterek (AtHKT1), egyes protein
kinazok (pl. II tipusi SnRK, SOS2) és foszfatdz (ABI1, ABI2), amelyek ezen utak
valamelyikét, illetve a késdi valaszokban részt vevo gének atirodasat szabalyozzak. (Singh és
mtsai., 2002, Seki és mtsai., 2003). Az ozmotikus stressz kialakuldsakor tobbféle védo fehérje
halmozddik fel: LEA fehérjék (late embryogenesis abundant) melyek a mag kiszaradésa elott
termelddnek, detoxifikacidban résztvevd enzimek, kiilonféle védd funkcidji metabolit
szintéziséért felelds enzimek. A legjellegzetesebb élettani valtozdsok kozé tartozik az
ozmoprotektans molekuldk mint példaul prolin, glicin-betain, mannitol felhalmozddésa, ami
csokkenti a vizvesztés karos hatéasait (Hare ¢€s mtsai., 1998). Az ozmoprotektans vegyiiletek
védo hatdsat egyes esetekben transzgenikus novények segitségével is sikeriilt kimutatni (Chen
¢s Murata, 2002). Az extrém kornyezethez valoé alkalmazkodds molekuléris genetikai
szabalyozasardl egyre tobb informacid all rendelkezésiinkre, de a folyamat egésze egyeldre

nem ismert.

2.2.1.1. Homérsékleti stressz

A ndvények szdmara optimalis hémérsékletet egyes enzimek, példaul a
malatdehidrogendz ¢és a gliikkdz-6-foszfat-dehidrogendz Michaelis-konstansanak segitségével
hatarozzak meg, ¢s az adott hodmérsékleti tartomany alsé hatarértéke alatt hidegstresszrol,
felso érteke felett pedig hdstresszrol beszélhetiink.

Az alacsony, de még fagyhatdr feletti homérséklet esetében az arra érzékeny
novényeknél 0 és 15-20 °C kozott hidegstresszrdl, mig 0 °C alatt fagystresszrdl beszéliink. A
karosodas mértéke elsdsorban a névényi sejtmembranokat alkoto telitett €s telitetlen zsirsavak

egymdashoz viszonyitott aranyan mulik. A hidegre érzékeny, illetve a fagyérzékeny névények
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sejtfalaban nagyobb ardnyban lelhetok fel a telitett zsirsavak, mint a telitetlenek. Ennek
kovetkezménye, hogy ezekben a ndvényekben a membranok lipid kettds rétege
folyadékkristalyos allapotbdl gél allapotba megy at a hdmérséklet csokkenésekor. Ezt koveti a
membranok kiilonb6zé mértéki fazisszétvalasa, amely a szemipermeabilitds megsziinéséhez
¢s a sejtek pusztulasdhoz vezet. Fagyasnal az elsddleges karositd kovetkezmény a sejten beliili
jégkristalyok kialakuldsa. A fent emlitett védekez6 mechanizmusok mellet a hémérséklet
csokkenésének kompenzalasara a szénhidrat anyagcsere is moédosul. A sejtkozti térben
megemelkedik a cukrok koncentracidja, igy alacsonyabb hdémérsékleten kezdddik el a
jégkristaly képzodés az apoplasztban.

A hostressz a fehérjék szerkezetét és a membranok allapotat is befolyasolja. A
novények egyik gyakori védekezési modja a transpirdcios hiités, ha elegendd a kornyezet
vizellatottsdga. Emellett a hdsokk fehérjék is hatasos és specifikus védelmet biztositanak a
novények szamara. A hdsokk fehérjék az éldvilagban altalanosan eldfordulnak, és
hémérsékleti indukecid nélkiil is termelddhetnek magas szinten a sejteken beliil. Szerepet
jatszanak tobbek kozott a fehérjék térszerkezetének megdvasdban és jelatviteli

folyamatokban.

2.2.1.2. Szarazsagstressz

Ha a novények szaméra nem 4ll rendelkezésre elegendd mennyiségli és felvehetd
allapota viz, szarazsagstressz €ri Oket. Ilyen koriilmények lehetnek az aszaly, az erds fagy, a
talaj magas sotartalma, vagy a felmelegedés kovetkeztében erds parologtatds. A védekezési
lehetdségek koziil az egyik mechanizmus a vizpotenciadl magasan tartasa (sztdmazarddas €s a
vizakkumulacié fokozasaval példaul), egy madsik a vizpotencidl alacsonyan tartasa. A
vizpotencial alacsonyan tartasat is tobbféleképpen érhetik el a ndovények, ezekbdl az egyik
mod az ozmotikus potencidl bedllitdsa az ozmoprotektdns anyagok felhalmozéasaval. Egy
masik lehetdség a kiszaradastlirés. A viz elpéarologtatdsa utdn a ndvény citolazmdjanak a
térfogata Osszezsugorodik, és a citoplazmaban taldlhato anyagok koncentracioja
megemelkedik. A plazmamembran elvalik a sejtfaltol (sejtfalon beliilli nagy légterek
keletkeznek) megakadalyozva annak szerkezeti karosodasat. Szarazsagstressz (és sostressz)
hatasara megemelkedik az ABS koncentraciéja a ndvényekben, és jelatviteli folyamatokat

indit be.
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2.2.1.3. Sostressz

Magas sotartalmu talaj éghajlati zondktol fiiggetleniil barhol kialakulhat, bar jorészt a
félszaraz, szaraz teriiletekre jellemzd. A kialakulasa tobb tényezOre is visszavezethetd. Oka
lehet tobbek kozott az elégtelen vizellatottsag, a talaj kedvezotlen fizikai és kémiai adottsagai
(magas agyagtartalom, tomddottség, erdsen lugos kémhatés stb.). A tengerpartokon, illetve az
olyan folyotorkolatok kozelében, ahol az édesviz keveredik a sOs vizzel, szintén magas
sotartalommal kell megbirkézniuk a névényeknek. Az ontozéses foldmiivelés kovetkezménye
is lehet a magas sotartalom kialakuldsa. Ontdzéskor a vizzel egyiitt sok is keriilnek a talajba,
amik az évek soran felhalmozodnak. A megmiivelt teriiletek egyre nagyobb hanyadat érinti ez
a probléma ami kedvezdtleniil befolyasolja a tovabbi névénytermesztést (Rengasamy, 2006).
A talajok magas sétartalmanak kialakitasdban a natrium ¢és klorid ionok (szikes talajok)
mellett a kdlcium, magnézium, vas €s szulfat ionok is részt vesznek. A ndvényeket sotiirés
szempontjabol csoportosithatjuk halofitdkra (sotlird) és glikofitdkra (nem sotiird).

A sostressz kialakitasadban a specidlis ionhatds mellett az ozmotikus hatas is szerepet
jatszik. Ekkor a talajban oldott anyagok a gyokérzonaban egy alacsony ozmotikus potencialt
hoznak létre, ami alacsonyabb a talaj vizpotencialjanal, és ez befolyasolja a ndvények
vizegyensilyat. Specialis ionhatasokat akkor emlitiink, amikor példaul Na®, CI” vagy SO4*
ionok artalmas koncentracioban halmozodnak fel a sejtekben. Optimalis feltételek mellett a
novényi sejtek citoszolja 1-10 mM Na' és 100-200 mM K tartalmaz. A Na'/ K™ ionok magas

crer

fehérjeszintézis gatlasaval jarhat (Taiz és Zeigel, 1998)

2.2.2. Oxidativ stressz

A legtdbb stressz hatasara megvaltozik a novények sejten beliili redox allapota, illetve
az oxigén anyagcsere folyamatai atmeneti valtozasokon mennek keresztiil, és emiatt
kiilonbozd reaktiv oxigén formak (ROS) keletkeznek. Ilyen kovetkezménye lehet példaul a
fénystressznek vagy egyes nehézfémek altal kivaltott stressznek, de a ndvényt a
kornyezetébdl kozvetleniil is érheti olyan hatds, ami oxidativ stresszt okoz. Az oxidativ
stressz leginkabb a kloroplasztiszokat karositja, mert a benniik megtalalhato fotoszintetikus

pigmentek fotoszenzibilizatorként mitkodve részt vesznek a ROS eléallitasaban. A klorofill
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degradaci6 tehat az egyik, szemmel jol megfigyelhetd jele a novényeket éré6 ROS karos

hatasanak.

2.2.2.1. Az oxigén reaktiv formai

A ROS részben szabad gyokok, mint példaul a szuperoxid (O;™), a hidroxil (OH’), a
hidroperoxil (HO;"), és a nitrogén-monoxid gyok (NO’), amelyek parositatlan elektronnal
rendelkeznek, részben olyan molekuldk, amelyek reakcioik soran szabad gyok képzésére
képesek, mint példaul a hidrogén-peroxid (H,0O,), illetve szabad gyokot nem képeznek, de
rendkiviil reakcioképesek, mint példaul a szinglet oxigén ('0,). Ezek a gyokok és molekulak a
molekularis oxigénbdl sorozatos redukcioval keletkeznek (2.2. dbra). A molekularis oxigén
onmaga nem tul reakcioképes. A redukciok soran elektronszerkezete azonban megvaltozik, a
kiils6 elektronhéjan egy parositatlan elektronnal fog rendelkezni, s ezaltal rendkiviil
reakcioképessé¢ valik. Ebbdl kovetkezOen szamos élettani  szempontbdl jelentds
makromolekulat képes karositani (membranokat, fehérjéket, aminosavakat, nukleinsavakat,
stb.). Az egyes ROS-ok nagy reakcioképessége azonban relativ fogalom. A szuperoxid gyok
¢s a nitrogén-monoxid gyok kevéssé aktiv, mig a hidroxil gyok szinte azonnal reakcidba
Iéphet mas molekuldkkal. A tobbi szarmazék reakcioképessége atmeneti (Apel and Hirt,

2004).

0, *0,H
Thv I
0, <> '0; > H,0, —» ‘OH —» H,0

- 2H7 H* H

2.2. abra Reaktiv oxigén formak keletkezése

Amellett hogy kéaros hatéanyagok, a ROS fontos jelatvivé molekulak, amik szerepet
jatszanak a novények egyedfejlodésében, kornyezeti stresszhez vald alkalmazkodasban,
védekezésben ¢€és a programozott sejthalalban. Mas jelatviteli kolcsonhatasban (pl.:
zsirsavjelzések, nitrogén-oxid, kalcium ionok €és ndvényi hormonok) a ROS szabalyozzék a
fehérjék stabilitasat és a gének kifejezodését (Desikan és mtsai., 2001, Laloi és mtsai., 2004,
Gechev ¢és mtsai., 2006). Széarazsag idején a gazcsere nyilasok zarddasa ¢és mads

stresszvalaszok az abszcizinsav (ABS) 4ltal szabalyozdodik a hidrogén-peroxid (H,O,)
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jelatviteli uttal kolcsonhatva (Leung és Giraudat, 1998, Li és mtsai., 2000, Finkelstein ¢és

mtsai., 2002).

2.2.2.2. Enzimatikus és nem enzimatikus antioxidansok

Oxidativ stressz kovetkeztében a optimalis koriilmények kozott egyensulyban 1évo
ROS képzddés és lebomlas folyamataiban bekdvetkezd valtozasok hatasara kiillonbozo reaktiv
gyokok és egyéb aktiv oxigén formak halmozddhatnak fel. A novényi sejtek azonban tobb
antioxidans tulajdonsagu molekuldaval rendelkeznek az ROS-t termeld folyamatok
szabalyozasara ¢s az ROS semlegesitésére. Ide tartoznak a kismolekuldju nem enzimatikus
antioxidansok (aszkorbinsav, glutation, karotinoidok, stb.), az egyes enzimek (példaul
szuperoxid-dizmutdz, aszkorbat-peroxidaz, katalaz, stb.), valamint tobb Osszetett
enzimrendszer, amely képes hatékonyan védelmezni azokat a sejtalkotokat, amelyekben

lokalizaltak.

2.2.2.2.1. Karotinoidok és tokoferolok

A karotinoidok fontos szerepet jatszanak a nem-enzimatikus védekezd
mechanizmusokban.  Részt  vesznek  tobbek  kozott a  kloroplasztisz  belsd
membranrendszerének fotooxidativ stressz elleni védelmében. A gerjesztett klorofill
molekuldk altal képezett szinglet oxigént ko6zombositik (Siefermann-Harms, 1987), és a
klorofillok tobblet energidjanak atvételével megeldzik a szinglet oxigén képzodését.

A tokoferolok nem enzimatikus antioxiddns folyamatokban vesznek részt. Egyik
legaktivabb tokoferol az E vitamin. Az E vitamint (a-tokoferol) a membranok kettds lipid
rétegében talalhatd, €s védelmet nytjt a lipidperoxidécio ellen. Ezt elsOsorban a lipidperoxil
gyokok semlegesitésével teszi, amely sordn az E vitaminbol tokoferoxil szabad gyok
keletkezik (Cadenas, 1989). Az oxidalt vitamin az aszkorbat-glutation ciklusban nyeri vissza

redukalo képességét.

2.2.2.2.2. Szuperoxid-dizmutéaz

A szuperoxid-dizmutaz (SOD) a rendkiviil reaktiv szuperoxid (O2"") atalakitasat végzi.
A SOD fém tartalmt enzim. Attdl fliggéen, hogy milyen fémet tartalmaz és hol fordul eld,
megkiilonboztetink  Cu/Zn-SOD-ot, Mn-SOD-ot, Fe-SOD-ot. A Cu/Zn-SOD a
citoplazmaban, a kloroplasztiszban ¢és a mitokondriumban, mig a Mn-SOD a

mitokondriumban ¢és a peroxiszoOmaban taldlhato. A Fe-SOD elsésorban a kloroplasztiszban
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fordul eld, de izolaltdk mar citoplazmabdl, mitokondriumbdl €s peroxiszomabdl is (Arora és

crer

mtsai.,, 2002). Az enzim a szuperoxid dizmutéciojat katalizalja, mely soran H,O, és O,

keletkezik.

2.2.2.2.3. Az aszkorbinsav ¢és az aszkorbat-peroxidaz

A ndvényi szovetekben nagy mennyiségben eldforduld aszkorbinsav az egyik
legjelentdsebb antioxidans. ROS-kal szembeni védekezésen kiviil szerepe van tobbek kozott a
redox egyensuly szabalyozasaban, a sejtfal szintézisében és a sejtek hosszanti megnytlasaban
(Foyer, 1993). Az aszkorbinsav kozvetlentil reakcioba tud 1épni a szuperoxiddal és a hidroxil
gyokkel, valamint a hidrogén-peroxidot vizzé tudja 4talakitani aszkorbat-peroxidaz
segitségével a Halliwell-Asada ciklusban (2.3. abra). Az aszkorbat-peroxiddz megtalalhaté a
glioxiszomakban, a peroxiszomakban, a citoplazmaban, a kloroplasztiszban ¢és a
mitokondriumban (Arora ¢és mtsai., 2002). Az aszkorbat-peroxidaz a H,O, bontdsa soran az
aszkorbinsavat monodehidro-aszkorbatta alakitja, ami kozvetlentil vagy dehidroaszkorbaton
keresztiil képes visszaredukalodni aszkorbattd. Az aszkorbinsav amellett, hogy direkt
gyokfogd, elektrondonorként szolgél az aszkorbat-peroxiddz szamara, amely a hidrogén-
peroxidnak példaul a kloroplasztiszbol torténd eltavolitasaért felelés (Hossain és mitsai.,
1984). Ezen kiviil az aszkorbinsav a mitokondridlis elektrontranszport lanc IV komplexének

az elektrondonorja is lehet (Yu és mtsai., 1975).

H,O, GSSG NADPH
/ \\/ aszkorbat NADP /( \ /
N

SOD APX MDAR DAR GR

\ '/\MDHA_/\ NADPH
Oy H,O
2 GSH NADP

2.3. abra Az aszkorbat redox ciklusa a kloroplasztiszban (Halliwell-Ashada ciklus)

APX: aszkorbat peroxidaz; DAR: dehidroaszkorbat reduktaz; DHA: dehidroaszkorbat; GR: glutation reduktaz;
GSH: redukalt glutation; GSSG: oxidalt glutation; H,O,: hidrogénperoxid; MDAR: monodehidro-aszkorbat
reduktaz; MDHA: monodehidro-aszkorbat; NADP: nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat; NADPH:

nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat hidrogén; O,": szuperoxid gydkanion; SOD: szuperoxid dizmutaz
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2.2.2.2.4. A glutation, a glutation-reduktaz €s a glutation-peroxidaz

A tripeptid glutation (GS) a nem-protein redukalt kén f6 eléfordulasi formaja. Jelentds
szerepe van a sejtek redox egyensulyanak fenntartasdban. Hasonléan az aszkorbinsavhoz a
glutation is képes enzimek kozremiikddése nélkiili, kozvetlen reakciokra a ROS-kal. A
sejtekben természetes koriilmények kozott a glutation redukalt forméja (GSH) fordul eld
dontd tobbségben, oxidalt forméjanak (GSSG) mennyiségi novekedése elsdsorban oxidativ
stressz hatasara kovetkezik be (Zechmann és mtsai., 2006). A GSSG redukciojat GSH-4 a
glutation-reduktdz enzim végzi. A GS ¢és a glutation-reduktaz (GR) részt vesz a hidrogén-
peroxid lebontasaban a citoszolban €s a kloroplasztiszban miikodé Halliwell-Asada ciklusban
(2.6. abra).

A glutation-peroxidazok (GSH-PX) a citoszolban ¢és a mitokondriumban eléforduléd
enzimek. A novényekben taldlhato GSH-PX elsdsorban a lipid- ¢és alkilperoxidok

semlegesitéséért felelosek (Horemans €és mtsai., 2000).

2.2.2.2.5. Katalaz

A vasporfirin prosztetikus csoportot tartalmazo katalaz enzimek peroxiszémakban,
glioxiszomakban ¢és mitokondriumokban fordulnak eld. Jelentds szerepiik van ezekben az
organellumokban a hidrogén-peroxid szint csokkentésében, ahol féleg a fotorespiracio és a
zsirsavak bontasa soran keletkezd hidrogén-peroxid vizzé és oxigénné torténd atalakitdsaban

vesznek részt.

2.3. A mitokondrium és szerepe a sejten beliili ROS képzodésben

A mitokondriumok minden eukariota sejtben megtalalhatd, egyik legfébb
energiatermeld organellumok. Alakjuk gdmb vagy ellipszoid, 0.5-1 um széles és 1-7 um
hosszu, endoszimbiota eredetii sejtszervecskék. Szamuk sejttipusonként valtozik. A sejteken
beliili energia és redox egyensuly fenntartasdban a kdzponti szabalyozast a mitokondrium
latja el, és hozzé szorosan kapcsolodik szamos olyan anyagcsere utvonal, amelyik jelentdsek a
ndvények kdrnyezeti valtozasokhoz vald alkalmazkodaséban (Sweetlove és mtsai., 2007).

A mitokondriumokat kettds membran hatarolja. A kiilsé membran kb. 50 %-ban
lipidekbdl és 50 %-ban fehérjékbdl all, a belsé membran 70 %-at fehérjék alkotjak. A belsd

membran tobb helyen betiiremkedik a matrixba a feliilet ndvelése céljabol, kiilonbozoé alakt
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krisztdkat formélva. A belsé membranban helyezkedik el a 1égzési lanc elektronszallitd
rendszere, az ATP-szintdz, és tobb specifikus transzportrendszer. A matrixban talalhato
tobbek kozott a citrat ciklus, zsirsav és aminosav oxidacid enzimei és a piruvat-dehidrogenaz
komplex. Anyagcseréjiik kozpontjaban a sejtlégzés folyamata all; az itt lezajlo citromsav-
(citrat-, Szent-Gyorgyi-Krebs-, 2.4. abra) ciklus ¢és a hozza kapcsolodd terminalis oxidacid a
sejt energiaforgalméaban kozponti szerepet betdlté adenozin-trifoszfatot (ATP-t) allitja eld.

A ndvényi mitokondridlis elektronszallitds egyik Iényeges tulajdonsdga, hogy
semlegesiti a fotoszintézis redukalo kapacitasanak a feleslegét, mikozben megvédi a tilakoid
membranokat és mas sejtalkotokat az oxidativ kdrosodasoktol (Meller, 2001, Raghavendra és
Padmasree, 2003). Ezen kiviil a mitokondridlis elektron transzport részt vesz a ROS
termelésben kiilonb6zd biotikus és abiotikus stressz koriilmények kozott (Meller, 2001,
McDonald ¢és Vanlerberghe, 2005). Az elektronszallitasi lancban az I komplex (NADH
dehidrogenaz) ¢és a III komplex (citokrém c reduktaz) a f6 helye a ROS képzddésének
sotétben és nem zold szovetekben (Meller, 2001, Navrot és mtsai., 2007). A képzddott ROS-
ok koziil a H,O, indukalta oxidativ stressz befolyasolja a NADH szintet a citromsav ciklus
enzimein keresztiil; a magas H,O, koncentracidé gatolja az a-ketoglutarat-dehidrogenaz
mukodését és ezaltal a ciklus meghatarozo 1épését (Tretter és Adam-Vizi, 2000).

gcetil -CoA CoA
1

oxalecetsav citromsav
2
/S(l\NADH
| NAD
almasav izocitromsav
NAD
; 3
NADH CO,
fumarsav FADH, 2-oxoglutarsav
NAD
Coh
. FAD Coh NADH 4 o
szukcinat CO2

szukcinil -CoA

ATP ADP+PF
2.4. abra A citromsav ciklus

1: citrat-szintetdz; 2: akonitdz; 3:izocitrat-hehidrogendz; 4: o-ketoglutarat-dehidrogenaz; 5: szukcinil-CoA-

szintetdz; 6: szukcinat-dehidrogendz; 7: fumaraz; 8: malat-dehidrogendz.
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2.3.1. Energiatermelés és 1égzés folyamata

A légzési lanc miikddése soran protonokat pumpal ki a matrixbol a kiilsé és belsd
membran kozotti (intermembran) térbe. Az igy kialakuld proton gradiens miikddteti a
protontranszporttal kapcsolt ATP szintazt. A 1égzési folyamat alatt a glikolizisen és a citrat
cikluson keresztiil szabalyozott a redukalt szénhidratok oxidacidja, mint példaul a malaté és a
piruvaté, illetve NAD(P)H és a FADH, termeldédik. A NAD(P)H-r6l és a FADH,-rdl az
elektronok a molekularis oxigénre keriilnek a mitokondrialis elektron transzport lanc
kozvetitésével, létrehozva az energiaatadast az ATP és az oxidalt NAD(P)" és FAD' kozott
(Siedow és Day, 2000).

Mint ahogyan az allati mitokondriumokban, a ndvényeknél is 4 1égzési komplexbdl all
az elektrontranszport rendszer, amik ugynevezett szuperkomplexeket alkotnak (Dudkina és
mtsai., 2006), ezek az 1 komplex (NADH-dehidrogendz), a II komplex (szukcinat-
dehidrogenaz), a 11l komplex (citokrém c reduktaz) és a IV komplex (citokréom ¢ oxidéz). Az
V komplex (ATP-szintaz) nem tagja az elektrontranszport ldncnak, de ahhoz szorosan
kapcsolddik. Az elektrontranszport folyamata sordan a NADH-r6l az I komplex kozvetitésével,
a FADH,-16l a II komplexen keresztiil jut el az elektron az ubikinonig. Az ubikinonrol a III
komplexen ¢és a citokrém c-n halad tovabb az elektron, majd a IV komplexen eljut a végsé
elektron akceptorhoz, az O,-hez (2.5. abra). Az I, Il és IV komplex a transzporttal
egyidejlileg protonokat pumpal az intermembran térbe a matrixbol. A matrix ¢és az
intermembran tér kozott proton koncentracio kiilonbség alakul ki (a bels6é membran
protonokra nézve impermedbilis), ez membranpotencial kiilonbséget okoz és elektrokémiai
gradiens alakul ki. A protonok az V komplex fehérje csatorndjan (Fo alegység) keresztiil
jutnak vissza a matrixba.. A protonok spontan, az elektrokémiai gradiensnek megfeleld
visszadramlasa a matrixba szabadenergia csokkenéssel jar. Ez adja az energetikai alapot az
ADP ATP-vé torténd foszforilacidjahoz, amelyet a fehérje komplex F; alegysége végez. Az
ATP szintézis ezen folyamatat felfedezdjérdl Mitchell-féle kemiozmotikus elméletnek

nevezték el.
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2.5. abra A novényi mitokondrium elektrontranszport linca

I: NADH-dehidrogenaz komplex, II: szukcinat-dehidrogenaz komplex, III: citokréom c reduktaz komplex, IV:
citokrom ¢ oxidaz komplex, V: ATP-szintdz komplex, U: ubikinon pool, C: citokrom ¢, AOX: alternativ
oxidazok, piros nyil: az elektronok utja a 1égzési komplexek kozott az oxidativ foszforilacié soran, lila szaggatott

nyil: az elektronok utja cianid rezisztens 1égzéskor

2.3.1.1. Az oxidativ foszforilacio és a terminalis oxidacio

Az oxidativ foszforilacié soran az elektrontranszport reakciodiban felszabaduld energia
ATP szintézisre forditédik. A folyamatban elektronok szallitodnak a negativabb standard
redox potenciaju elemrdl a pozitivabb felé. A mitokondrium bels6 membranjaban kialakult
1égzési lanc elemei azok standard redox potencidljai altal meghatarozott sorrendben kovetik
egymast. A kiilonboz6 elektronhordozok kozotti redox potencidl kiilonbség harom esetben
teszi lehetévé (1, 111, IV komplex), hogy az elektron pozitivabb redox rendszerre keriilésébol
fakado energia az adott komplex proton pumpajanak miikodésére forditddjon.

Az oxidativ foszforilacio sebességét elsdésorban az ADP koncentracidja hatdrozza meg.
Ha az ATP/ADP arany az ADP javara tolodik el, fokozddik az oxidativ foszforilacio. Az ADP
szint csokkenésével oxidativ foszforilacio intenzitasa is csokken. Ezt a szabalyozést nevezik
akceptor kontrollnak. Az ADP szint a terminalis oxidacid sebességét is meghatarozza. Az

oxidativ foszforilaciod gatlasa visszahat a terminalis oxidaciora és gatolja azt.
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A citrat ciklus soran a NAD'-ra és a FAD-ra keriilt hidrogén a terminalis oxidacié
soran a mitokondriumban vizzé oxidalodik, és ez nagymennyiségii energia-felszabaduléssal
jar, ami ATP szintézisre forditddik. A NADH oxidacidja soran generalt proton gradiens 2,5
mol ATP, a FADH, esetén kialakulé proton gradiens pedig 1,5 mol ATP szintézisére

elegendo.

2.3.2. Alternativ 1égzési utak

A citokromokon keresztiili elektrontranszport gatlasakor (cianid rezisztens 1égzés) az
alternativ oxidazok (AOX) segitenek fenntartani az elektrondramlast és a citrat ciklus
mukodését még az oxidativ foszforilacié hianyaban is (Plaxton és Podesta, 2006). Ez a
novényi lélegzésben biokémiai szinten kialakult specifikus mechanizmus lehetové teszi a
novények szdmara, hogy jobban alkalmazkodjanak kiilonb6zd stressz koriilményekhez, mint
példaul az alacsony homérséklet, a talaj magas sétartalma, szdrazsag, oxidativ stressz,
nehézfém felhalmozo6das, oxigénhidny, tdpanyaghiany, sebzés és korokozo fertézés (Meller,
2001, Plaxton és Podesta, 2006). Az AOX az ubikinon poolbol képes felvenni az elektronokat
¢és eljuttatni az O,-hez. Cianid rezisztens légzéskor is termelédik ATP, bar jelentsen
kevesebb. A nem gatolt (citokromon keresztiili) és cianid rezisztens 1égzés egymassal
parhuzamosan is miikddhet a novény fiziologiai allapotatdl fliggéen. Stressz koriilmények
kozott az ATP termelésben a mitokondrialis elektron transzport az alternativ oxidazok
mitkddésére is tamaszkodik, melyek egy elkeriild Gtvonalat biztositanak akkor, ha gatolt a III
komplex proton pumpéja (Vanlerberghe és Ordog, 2002). Az elektronaramlas fenntartisa
mellett az alternativ oxidaz csokkenteni tudja a reaktiv oxigénformdk szintjét azokban a

helyzetekben, amikor a III és IV komplexek képtelenek a megfeleld miikddésre.

2.4. A PPR fehérjék csaladja

A mitokondriumban taldlhatd fehérjéknek csak 5-10%-a kodolodik az organellum
genomjaban, mig a miikodéshez sziikséges tobbi fehérje (2000-3000) a sejtmagban kodolt.
Egy ilyen sejtmagban kodolt, csak eukariotakban eléforduléd fehérje csaladot jellemeztek 9-15

tandem ismétl6do penta-trikopeptid domén tartalmuk alapjan (PPR: pentatricopepide repeat),
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amely rovid szakaszok 35 konzervalt aminosavbol allnak és fehérjékben 9-15 ismétlodésben
fordulhat el6 (Small és Peeters, 2000). A PPR ismétlddések helikalis szerkezetet alkotnak, és
ezeket a szakaszokat tartjak az RNS kotésért felelds motivumoknak (Lurin és mtsai., 2004). A
PPR domének hasonlosdgot mutatnak a tetra-trikopeptid ismétlddd szakaszokhoz
(tetratricopeptide repeats, TPR), melyek fehérje-fehérje kolcsonhatasokban vesznek részt, és
ebbdl kiindulva feltételezhetd a PPR szakaszok fehérje-kotési tulajdonsdga is (Small és
Peeters, 2000, Blatch és Lassle 1999). Novényekben a fehérjecsalad meglehetésen nagy,
Arabidopsis thalianaban 441 ilyen fehérje ismert (Lurin és mtsai., 2004). Habar néhany PPR
gént mar azonositottak az elmult években ¢és ismert az is, hogy ezen fehérjék jorészt a
mitokondriumban és/vagy a kloroplasztiszban lokalizdlodnak, a legtobb PPR fehérje biologiai
szerepe még nem tisztazott (Andrés és mtsai., 2007).

A mitokondriumokban a legjellemzobb mod a génaktivitas szabdlyozasara a gének

kifejez6désének atirds utani szabalyozasa.

mitokondrium belsé membranja

2.6. abra A PPR fehérjék mitokondriumon beliili szabalyozasi funkciéi (Andrés és mtsai., 2007)

A PPR fehérjék kapcsolodhatnak a mitokondrialis RNS polimerazokhoz (1); részt vesznek az RNS hasitasaban
(2); kozremiikddnek a splicingban (3) és az RNS editingben (4); szerepet jatszanak a transzlacié kezdeti
szakaszaban (5); riboszomakhoz kapcsolodhatnak és néhany esetben rogzithetik a transzlacios komplexet a
mitokondrium belsé membranjahoz, hogy segitsék az Gjonnan szintetizalodott fehérjék beépiilését a megfeleld

komplexekbe (6).
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A PPR fehérjék szerepet jatszanak az organellaris génkifejezddés szabalyozasaban
kontrollalva az RNS metabolizmus kiilonb6z6 aspektusait (2.6. dbra), mint példaul az RNS
érése (sapkazodas, nukleozid modifikaciok, metilacidk, poli-adenlilacid, molekulaszakaszok
kivagésa ¢s illesztése) és transzlacidja (Meierhof és mtsai., 2003, Nakamura és mtsai., 2003,
Williams ¢és Barkan, 2003, Andrés és mtsai., 2007). A PPR gének befolyasolhatnak ezért
biologiai folyamatokat is, mint példaul a citoplazmas himsterilitast (Desloire és mtsai., 2003,
Nakamura, és mtsai., 2003), cirkadian 6ra miikodését (Oguchi €s mtsai., 2004), vagy mag
fejlédését (Guttierrez-Marcos €s mtsai., 2007).

és torpe fenotipust mutatnak ami arra utal, hogy ezeknek a fehérjéknek fontos szerepiik van a
novények novekedésében és egyedfejlodésében (Lurin €s mtsai., 2004, Guttierrez-Marcos €s

mtsai., 2007).
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3. Célkituzések

Dolgozatomban egy, a csoportunkban kordbban azonositott Arabidopsis thaliana T-
DNS inszerciés mutans ndvény részletes jellemzését irom le. A mutacio kovetkeztében a
vizsgalt ndvény csokkent novekedésii volt €s fokozott érzékenységet mutatott abszcizinsavval
szemben. Ennek a mutansnak a részletes vizsgalataval szeretnénk jellemezni a mutacié altal
érintett gén funkciojat, és feltérképezni a génhez kapcsolodo szabalyozasi utakat. A részletes

jellemzésnél a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszokat:

a vizsgalt mutans mutat-e mas abiotikus (példaul oxidativ) stresszel szemben is

megvaltozott érzékenységet;

- a T-DNS beépiilés kovetkeztében inaktivalédik-e az adott gén, illetve ez
Osszefiiggésben van-e a stresszre adott valaszreakciokkal;

- helyreallithat6-e a mutans megvaltozott fenotipusa a gén tultermeltetésével;

- milyen sejten beliili lokalizaciot mutat az adott gén altal meghatarozott fehérje;

- milyen Osszefiiggésben van a fehérje lokalizacidja a mutans stresszérzékenységével?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Kisérleti novények és sejtkulturak fenntartasa és kezelése

4.1.1. Novények

Kisérleteink soran Arabidopsis thaliana Columbia okotipus, vad tipusu (Col-0) és T-
DNS inszercids mutansokkal - ppr40-1 és ppr40-2 - dolgoztunk. A ppr40-1 mutans esetében a
transzforméciot a pTacl6 vektorral (Szabados ¢és mtsai, 2002.) végeztilk, ami higromicin
rezisztenciat hordoz; a SALK gylijteménybdl szarmazd ppr40-2 esetében a pROK2 vektorral
(Baulcombe ¢és mtsai, 1986.) generaltdk a mutanst, ami kanamicin rezisztenciat eredményez.
A novényeket steril korilmények kozott 0.5% szachardz tartalmt 1/2MS  taptalajon
novesztettiik ( Koncz és mtsai, 1994) 22 °C hémérsékletii névényneveld szobaban 8§ o6ra fény /
16 ora sotét periodus mellett. Fliggdleges helyzetben torténd csirdztataskor a taptalaj 1.2%
agart tartalmazott. Minden fenotipus vizsgalatot legalabb 100 maggal vagy csirandvénnyel
végeztilk harom fliggetlen ismétléssel ugy, hogy az aldbbiakban felsorolt koriilményeket

alkalmaztuk, illetve az aldbbi vegyszerekkel egészitettiik ki az alap taptalajt:

1/2MS, fény (8 6ra fény/ 16 ora sotét) KCI(30-60-90-120 - 150 mM)
1/2MS, sotét (24 Ora sotét) LiCl1(5-10-15-20-30 mM)
1/2MS, sotét+etilén (ethephon 10 mg/1) PEG (25 -30-35-40 %)

Hideg (4 °C és 14 °C) H,O, (5-10-15-20 mM)

ABS (0.1-0.2-0.5-1uM) PQ(0.1-0.3-0.5-1uM)
Gliikéz (50 -100 - 200 - 300 mM) Metilglioxal (2 - 2.5 -3 -3.5 mM)
Mannitol (50 - 100 - 200 - 300 mM) Aszkorbinsav (1 - 2 - 4 mM)
Szacharoz (100 - 200 - 300 - 400 mM) aszkorbinsav+NaCl (1 - 2 - 4 mM + 150mM)
Gliik6z+ABS (200 mM + 0.2 uM) 1.0 mg/1 9-iP; 0.05 mg/1 2,4-D
Mannitol+ABS (200 mM + 0.2 uM) 0.5 mg/l 2,4-D; 0.1 mg/1 9-iP
Szachar6z+ABS (6% + 0.2 uM) 0.5 mg/1 2,4-D; 0.2 mg/l kinetin
NacCl (50 - 100 - 150 - 200 mM) 5 mg/l 2,4-D; 0.2 mg/1 kinetin
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Sostressz indukcios kezelésnél harom hetes csirandvényeket 6 és 24 oran keresztiil tartottunk
150 és 200 mM NaCl-dal kiegészitett 1/2MS tapoldatban. Uveghdzban ndvesztett
novényeknél 8 ora fény / 16 ora sotét megvilagitasi koriilményeket és 22 °C homérsékletet
alkalmaztunk.

Transzgenikus novényeket Agrobacterium-kdzvetitett novény transzformacioval

hoztunk létre, ahol az Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90 (C58C1, rif, pMP90

(pTiC58AT-DNS), Gmr) torzset hasznaltuk (Bechtold és mtsai, 1994).

4.1.2. Sejtkultirak

Az Arabidopsis thaliana Columbia Okotipus ¢és ppr40-1 gyokér eredetli
sejtszuszpenzids kulturdkat MS tapoldatban 1 mg/l 2,4-D (2,4-diklér-fenoxi-ecetsav) és 0.2
mg/1 kinetin jelenlétében tartottuk fent 22 °C hémérsékletli ndvényneveld szobaban 8§ 6ra fény
/ 16 6ra sotét megvilagitasi koriilményeket alkalmazva, hetente cserélve a tapoldatot. Az
Agrobacterium-kozvetitett sejtszuszpenzid transzformaldsanal a ndvény transzforméldshoz
hasznalt Agrobacterium tdorzseket alkalmaztuk Ferrando és munkatarsai (2000) altal leirt

modon.

4.2. A ppr40-1 és ppr40-2 mutansok azonositasa és jellemzése

A ppr40-1 mutans a csoportunk altal Iétrehozott T-DNS inszerciés mutans
gyljteménybdl szarmazik, a transzforméciohoz hasznalt vektor a pPCVTacl6 volt (Szabados
¢és mtsai, 2002). A ppr40-2 mutanshoz a SALK gylijteménybdl (http://signal.salk.edu/cgi-
bin/tdnaexpress, Alonso ¢s mtsai, 2003) jutottunk hozzd. A T2 nemzedéken elvégzett
szegregacids vizsgalatokat steril koriilmények kozott, a gytijtemények altal ajanlott szelekciot
alkalmazva végeztiik. A szegregacio és a T-DNS kapcsoltsaganak bizonyitasara a T-DNS bal
¢és jobb hatarszekvencidjara homolog primereket és génspecifikus primereket hasznaltunk. A
vad tipusu allél jelenlétét azon genomi DNS szekvencidk polimerdz lancreakcioban (PCR)
torténd felerdsitése igazolta, amik a valdszinisitett inszercios helyet szegélyzik. A T-DNS
beépiilésének jelenlétét pedig a T-DNS specifikus (LB31, Lbal) és génspecifikus primerek
(PPR40-F, PPR40-R2 ¢és PPR40-R3) kombinéciojaval végrehajtott PCR reakcidval
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bizonyitottuk. A dolgozatban hasznalt primerek felsorolasa a fliggelék 12.1. tablazatdban
talalhato.

4.3. Molekularis biologiai alapmodszerek, plazmid konstrukciok

4.3.1. Alapmodszerek

Az alapmoédszereket Ausubel és munkatarsai (1999) altal leirtak szerint végeztiik.
Ezek kozé tartoztak: Escherichia coli (DHS5a [F_ ®80 lacZAMISA (lacZY A-argF) U169
recAl endAl hsdR17 (rk_, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl L']) tenyészetekbdl plazmid

DNS tisztitasa, DNS-ek gélelektroforézise, DNS fragmentek agar6z gélbdl valo elektroelucios
izolalasa, DNS-ek alkalikus foszfatdzzal valo kezelése, ligdlasa és egyéb modositisai. A
DNS-ek restrikcids endonukledzzal torténd emésztését mindig az adott enzimre vonatkozodan,

a gyartok altal javasolt modon hajtottuk végre.

4.3.2. Plazmid konstrukciok

A teljes hosszusagi At3g16890 gén cDNS-ét PPR40-F és PPR40-R3 (4.1. tablazat)
primerek segitségével PCR amplifikalassal izolaltuk. A cDNS-t Ncol-Bgl/Il fragmentként
pPILY intron-kapcsolt HA-epitop fuzids vektorba (Ferrando és mtsai., 2000) klonoztuk. A
1étrejott PPR40-HA konstrukciot Notl/Sacl fragmentként Smal és Sacl helyekre klonoztuk
pBIN19 (Bevan, 1984) vektorokba a Notl restrikcios hasitd hely T4-DNS polimerazzal valo
feltoltése utan. A létrehozott 0j plazmid konstrukciot (fiiggelék 12.1. abra) Agrobacterium-

kozvetitett ndvény €s sejtszuszpenzio transzformacidkban hasznaltuk fel.

4.4. RNS izolalas és génexpresszios vizsgalatok

Teljes RNS tisztitdsdra Chomczynski €s Sacchi (1987) modszerét alkalmaztuk harom
hetes csirandvényeket vagy izolalt mitokondriumokat felhasznalva. A vizsgalni kivant gének
expresszios szintjét valds idejli €s "semi-quantitative" reverz transzkripciot koveté PCR (RT-
PCR) segitségével hataroztuk meg. Az egyszali cDNS szintézisét 2 pg DNaz kezelt
(Promega) RNS-sel SuperScript™ II RNase H' reverz transzkriptazzal (Invitrogen) végeztiik

40 U RNase OUT™ rekombinéns ribonukleaz inhibitor (Invitrogen) jelenlétében. A valos
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idejiit RT-PCR-hez a SYBR® Green JumpStart™ Taq ReadyMix™ (Sigma) reakcioelegyet
alkalmaztuk a gyartd cég ajanlasa szerint, és az ABI PRISM 7700 szekvencia detektalod
rendszert (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) hasznaltuk az alabbi beallitasokkal:
denaturacio 95 °C / 10 perc, 40-t61 45 ciklusig 95 °C / 10 masodperc és 60 °C / 1 perc. A
szemi-kvantitativ  RT-PCR reakciokat 50 pl reakcioelegyben végeztik 0.2 pg cDNS-t
felhasznalva 1 U Dupla-Taq'™ DNS polimerizzal (Zenon Bio) a gyartd altal javasolt
koriilmények kozott az alabbi protokoll szerint: denaturacio 94 °C / 3 perc, majd 35 ciklus 94
°C / 30 masodperc, 60 °C / 45 masodperc, és 72 °C / 1 perc. A felhasznalt primerek listdja a
fliggelék 12.2. tablazataban talalhato.

4.5. Northern analizis

A Northern analizist Ausubel és munkatarsai (1999) altal leirt modon végeztik az
alabbiak szerint: a tisztitott mitokondrialis RNS mintakbol 20 pg-ot formaldehidet tartalmazo
(denaturald), 1%-os agardéz gélen valsztottuk el. Az elvéalasztott mintdkat kapillaris
blottolassal vittiik 4t nejlon membranra (Hybond-N, Amersham). Hibridizaciés probaként az
apocitokrom b 1 kb hosszlisagl fragmentumat hasznaltuk, amit a cob-F2 és cob-R primerek
segitségével (fliggelék 12.2. tablazat) amplifikaltunk fel a 4.4. fejezetben leirt modon
el6allitott mitokondrialis cDNS-t felhasznalva. A fragmentunot 2 MBq **P dCTP-vel jeloltiik
a Megaprime™ DNA Labelling System (Amersham) segitségével, a gyarto altal javasolt
modon. A hibridizaciot 42°C-on végeztiik egy éjszakan at 50 ml hibridizalé oldatban (0.1%
SDS, 5x Denhardt-oldat, 30% deionizalt formamid, 5 mM EDTA, 0.9 M NaCl, 50 mM
Na,HPO,, 100 pg/ml fragmentalt heringsperma DNS, **P dCTP-vel jelélt proba). Hibridizalas

utan a filtereket 0.2xSSC - 0,1% SDS oldattal 659C-on haromszor mostuk, majd

autoradiogrammot készitettiink KODAK rontgen film felhasznalasaval.

4.6. Bioinformatikai alkalmazasok

DNS ¢és fehérje szekvenciak homologia vizsgalatdhoz a kovetkezd alkalmazasokat
hasznaltuk: NCBI Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/BLAST.cgi), TAIR BLAST

(www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp).
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Fehérjék feltételezett lokalizacids jelének €s domén szerkezetének megallapitasahoz és
Osszehasonlitdsdhoz az alabbi programokat alkalmaztuk: TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TargetP/), Predotar (http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html), iPSORT
(http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/),  Swiss-Prot  (www.expasy.org/sprot/), =~ SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de ).

Szekvenciaillesztd programként a ClustalW-t (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/
index.html) hasznaltuk.

Statisztikai analizisekhez az SPSS 13.0.1 programot (SPSS Inc, Chicago, IL)
alkalmaztuk, amivel egy és két szempontos variancia analizist (ANOVA) és Student's t probat
végeztiink.

Denzitometriai elemzd programként ImagelJ-t hasznaltuk (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

4.7. Mitokondrium és kloroplasztisz tisztitas

Ep mitokondriumokat egy hetes sejtszuszpenzids kultGrabol, harom hetes steril
koriilmények kozott nevelt csirandvényekbdl ¢€s négy hetes tapoldatban ndvesztett
gyokérkultirabodl izoldltunk Werhahn és munkatéarsai (2001) altal leirt médon, mindenben
kovetve a kozleményben szerepld mddszert. 100 g szérazra szlrt sejtszuszpenziobol 100 mg
sértetlen mitokondriumot sikeriilt kinyerni, ami 10 mg mitokondrialis Ossz-fehérjével volt
egyenértékii. A tisztitott mitokondriumokat -80 °C-on taroltuk a felhasznalésig.

Kloroplasztiszok izoldlasat harom hetes steril koriilmények kozott nevelt
csiranovényekbdl végeztiik Kenneth Cline (Univ. of Florida) altal a vilaghalon kozzétett

protokollja alapjan (www.hos.edu/clineweb/Protocols/Pealsol.htm).

4.8. Fehérje izolalas és immunoblot analizis

Western blot analizishez a fagyasztott mintdkat 0.5% SDS-t tartalmaz6 RIPA
pufferben (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5) tartuk fel, ami 1 mM DTT, 2 mM PMSF
¢s 10 pl/ml protedz inhibitor keveréket (Sigma) tartalmazott. A tisztitott fehérje

crer

készlettel végeztiik. A fehérjék SDS-poliakrilamid gélelektroforézisét Laemmli (1970) szerint
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végeztiik 10 - 50 pg fehérjét 8%-os gélen elvélasztva. Ezt kdvetden a fehérjéket Immobilon-P
PVDF (Millipore) membranra vittilk at, majd peroxiddz-kapcsolt monoklonalis anti-HA
ellenanyaggal (Roche) kezeltiik. A HA epitop-jelolt fehérjék detektalasahoz a peroxidaz
enzim szubsztratjat tartalmaz6 Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche) készletet

alkalmaztuk a gyarto leirasa szerint.

4.9. Mitokondrialis fehérje komplexek elvalasztasa cukorgradiensen

A mitokondrialis fehérje komplexek cukorgradiensen torténd elvalasztasat Dudkina és
munkatarsai (2005) altal leirt modon végeztilk. PPR40-HA fehérjét termeld sejtszuszpenzios
kultarabol 40 mg frissen tisztitott mitokondriumot felhasznalva fehérjét izolaltunk 30 mM
Hepes (pH 7.4), 150 mM kalium-acetat, 10% glicerol és 5% digitonin tartalmt pufferben. A
tisztitott fehérje kivonatot egy 11 ml-es folyamatos cukorgradiensre rétegeztiik (0.3 - 1.5 M
szachar6z), majd 20 oran keresztiil cetrtifugaltuk 150.000 g sebességgel. Az elvalsztas utan
fentrdl lefelé haladva 800 pl-enként mintakat szedtiink a cukorgrabiensbdl, és a mintakbol
100-100 pl-t analizaltuk Blue-Native gélelektroforézis (BN-PAGE) és western blot

segitségével.

4.10. Két-dimenzios Blue-Native/SDS gélelektroforézis

A mitokondridlis fehérje komplexek vizsgéalatdhoz haszndlt Blue-Native/SDS
gélelekrtoforézist (BN/SDS PAGE) Wittig és munkatarsai (2006) altal leirt médon végeztiik.
A mitokondriumok nativ koriilmények kozotti feltarasa 50 mM NaCl, 50 mM imidazol-HCl
pH 7.3, 2 mM 6-aminokapronsav, | mM EDTA ¢és 5 g digitonin (Sigma)/g mitokondrialis
fehérje 0sszetétell oldattal tortént. Az elsé dimenzidt képez6 BN-PAGE esetében 0.5 - 1 mg
fehérjét valasztottunk el a 4 - 13%-o0s poliakrilamid gradiens gélen savonként. A komplexek
lathatova tételéhez GelCode™ Blue Stain reagenst (Pierce) hasznaltunk. A maésodik dimenziot
képezdé SDS-PAGE esetében a fehérjéket (a teljes gélsavot vagy csak az egy komplexet
tartalmazo csikot) 8 - 16%-os poliakrilamid gradiens gélen valasztottuk el, és SYPRO® Ruby
Protein Gel Stain (Sigma) segitségével tettiik lathatova.
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4.11. Fehérjék azonositasa tomegspektroszkopiaval

A fehérjék tomegspektroszkopian alapuldé meghatarozasat az MTA SZBK Proteomika
csoportjaban végezték az alabb leirtak szerint.

A gélben levd fehérjéket redukalas és alkilalas utan tripszinnel gélben emésztették
(http://donatello.ucsf.edu/ingel.html), majd peptidkivonas utin LC-MS/MS-sel analizaltak. Az
MS/MS spektrumokat Mascot és BatchTag kereséssel is analizaltak.

4.12. Immunfestési eljarasok

Az immunlokalizaciés vizsgalatokhoz PPR40-HA fuzios fehérjét taltermeld
sejtszuszpenzids kultarat hasznaltunk fel. A sejteket 1% celluldz (Onozuka R-10, Yakult,
Tokyo, Japan), 0.5% macerozim R-10 (Yakult, Tokyo, Japan) és 0.16% driszelaz (Sigma)
tartalmt, 0.4 M mannitollal kiegészitett MS tapoldatban emésztettilk négy oran keresztiil,
majd 100 nM MitoTracker Orange (Molecular Probes) festékkel kezeltik. A sejteket
szobahdmérsékleten egy oran keresztiil fixaltuk 3.7% formalin tartalma MTBS (50 mM
PIPES pH 6.9, 5 mM MgSOs, 5 mM EGTA) oldatban (Ferrando és mtsai, 2000). Ezt
kovetden 0.01 M PBS pH 7.2 oldattal mostuk, majd a sejteket poli-L-lizinnel (Sigma) fedett
targylemezre csepegtettiik, és 20 percig 0.5% Triton-X-100-al kezeltiik. Els6 ellenanyagként
egér monoklondlis anti-HA-t (Sigma) alkalmaztunk 1:200 higitasban PBS oldatban két 6ran
keresztiil 37 °C homérsékleten. Az elsd ellenanyag kimosdsa utan Alexa 488-konjugalt
masodlagos ellenanyagot (Molecular Probes) adtunk a mintdkhoz 1:800 higitasban, és egy
oran keresztiil 37 °C homérsékleten tartottuk azokat. Végiil a sejteket Citifluor (Ted Pella Inc.
CA, USA) oldattal fedtiik. A citolégiai vizsgalatokhoz Olympus FV1000 Confocal Laser
Scanning mikroszkopot hasznaltunk. A maximalis nagyitas és felbontés elérése érdekében a

megfigyelések nagy részében olaj-immerzios Plan NeoFluar 60x objektivet hasznaltunk.

4.13. Klorofill-tartalom meghatarozasa

Metilglioxal, H,O, és paraquat kezelt harom hetes csiranovényeket (0.05 - 0.1 g)

folyékony nitrogénben lefagyasztottunk, porra dorzsoltiink és 80% acetont (Reanal) adtunk
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hozza. Legalabb két o6ran at allni hagytuk, majd 10 percig centrifugaltuk (15000 g). A
feliiluszot 80% acetonnal 1:4 aranyban higitva hasznaltuk a pigmenttartalom meghatarozasara

Lichtenthaler (1987) altal leirt médon, 663 nm és 645 nm hullimhosszon mérve.

4.14. Hidrogén-peroxid kimutatasa novényekben

4.14.1. DAB festés

A novények H,O, tartalmanak meghatarozasara a 3,3-diaminobenzidin (DAB, Sigma)
alapt in situ hisztokémiai festést alkalmaztuk Ren és munkatarsai (2002) altal leirt médon.
Négy hetes Col-0 és ppr40-1 novények leveleit 0.1 mg/ml DAB tartalmi 50mM Tris-acetat
pufferbe (pH 5.0) helyeztiik, és 5 percig vakuum alatt tartottuk. 24 6ran at sotétben taroltuk a
mintakat, majd 80%-o0s etanollal 70 °C hdmérsékleten 15 percig fehéritettiik a leveleket. A
H,0, tartalmat a megjelend barna szin jelezte. A festddott leveleket szkenneltiik, majd ImageJ

programmal elemeztiik a képeket.

4.14.2. H,0; képz6dés mérése

A mitokondriumokon beliili H,O, képzddés mérését Dlaskova és mtsai. (2006) altal
leirt mdédon végeztik Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit-et hasznélva
(Invitrogen, Molecular Probes, A22188). 0.3 mg izolalt mitokondriumot feloldottuk 10 mM
K-foszfat pufferben (pH 7.2), ami tartalmazott még 0.4 M mannitolt, 1€égzési szubsztratokat (5
mM glutamét, 5 mM szukcinat, 5 mM almasav, 1 mM aszkorbinsav), 0.2 U/ml torma
peroxidazt és 50 uM Amplex Red reagenst. Az elegyet szobahdmérsékleten (25 °C) tartottuk
Labsystems, Multiskan Spectrum), és kalibracidos gorbével meghataroztuk meg a H,O,

tartalmat.

4.15. Lipidperoxidaciéo mérése

A lipidperoxidaci6 mérésére a malondialdehid (lipidperoxidacié soran keletkezd
termék, MDA) tartalom meghatarozasan alapulé Heath és Parker (1968) altal leirt modszert

hasznaltuk. 0.1 g 200 mM NaCl kezelt és kontroll leveleket folyékony nitrogénben

31



homogenizaltuk, majd 1 ml 0.1% triklor-ecetsavat és 0.1 ml 4% butilalt-hidroxitoluolt adtunk
hozza. 15 percig centrifugéltuk (15000 g) 4 °C hémérsékleten. A feliiluszobol kivett 1 ml
kivonathoz 4 ml 20% triklor-ecetsavban feloldott 0.5% tiobarbiturinsavat adtunk. 30 percig 95
°C-os vizfiirdében inkubaltuk a mintakat, utana jégen hutéttiikk 5 percig. Az abszorbanciat 600
¢s 532 nm hulldmhosszon mértiik. A malondialdehid molaris extrinkciés koefficiense (155

mM™ cm™) alapjan szamitottuk ki a keletkezett MDA mennyiségét.

4.16. Prolin-tartalom meghatarozasa

A ndvényi szovetek szabad prolin tartalménak meghatarozasat Bates (1973) altal leirt
modon végeztiik. 0.1 g harom hetes csirandvényeket folyékony nitrogénnel homogenizaltunk
¢és 3% szulfoszalicilsav oldattal (5 pul/mg friss tomeg) jégen tartva dsszekevertiik. A kivonatot
10 percig centrifugaltuk (15000 g), majd 100 pl feliiluszohoz 200 ul 96% ecetsavat és 200 pl
ninhidrin oldatot (2.5 g ninhidrin 100 ml 96%-o0s ecetsav és 6 M foszforsav 60:40 aranyt
keverékében oldva) adtunk. A mintakat 96 °C-on 1 6ran at inkubaltuk, majd 1 ml toluollal
extrahaltuk. A toluolos fazist 520 nm-en fotometraltuk, €s a prolin tartalmat kalibracids gorbe

segitségével meghataroztuk.

4.17. Enzimaktivitasok fotometrias mérése

4.17.1. Aszkorbat peroxidaz aktivitas mérése

Az aszkorbat peroxidaz (APX) aktivitdsanak mérése Nakano ¢és Asada (1981)
modszere alapjan tortént. A ndvényi mintdkat homogenizald pufferben (50 mM K-foszfat
puffer pH 7.0, I mM EDTA, 50 mM NaCl, 1% PVP-40, 1 mM aszkorbinsav) jégen
eldorzsoltiik, majd 20 percig 4 °C-on centrifugaltuk (15000 g). A feliilusz6t hasznéltuk
enzimkivonatként a méréshez. A reakcidelegy 1 ml végtérfogata 830 pul 50 mM K-foszfat
puffert (pH 7.0), 20 ul 1 mM aszkorbinsav oldatot, 50 ul enzimkivonatot és 100 pul 10 mM
H,O, oldatot tartalmazott. Az aszkorbinsav fogyasabol eredd abszorpcidvaltozast kvarc
kiivettdban 290 nm-en 2 percig mértiik. Egy egység APX aktivitds az a mennyiség, ami képes
1 uM aszkorbinsavat 1 perc alatt oxidalni. Az APX molaris extrinkcios koefficiense 290 nm-

en 2,8 mM™ cm’, az enzim specifikus aktivitasat 1 mg fehérjére vonatkoztattuk.
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4.17.2. Szuperoxid dizmutaz aktivitas mérése

A szuperoxid dizmutaz (SOD) aktivitdsdnak mérése a 4-nitro-tetrazoliumkék (NBT)
altal kivaltott fotokémiai redukcio gatlasan alapul (Dhindsa és mtsai.,, 1981). A ndvényi
mintdkat homogenizalo pufferben (1% PVP-40, 0.1 M Na-foszfat puffer pH 7.0, 0.1 mM
EDTA) jégen eldorzsoltiik, majd leszirtiik és 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk (15000g). A
feliiliszot hasznaltuk nyers enzimkivonatként a méréshez. A reakcidelegy 1 ml végtérfogata
900 pl 0.1 M Na-foszfat puffer pH 7.0, 0.1 mM EDTA, 13 mM metionin oldatot, 33 pul 5 mM
NBT-t , 34 ul enzimkivonatot és 33 pl 0.2 mM riboflavint tartalmazott. A mintakat erésen
megvilagitott helyen tartottuk 15 percig, ezt kdvetden 560 nm-en abszorpcidt mértiink. A
kontroll mintédkat sotétben tartottuk. Egy egység SOD aktivitds meghatirozédsa: az a
mennyiségli enzim, ami képes 50%-ban gatolni az NBT redukcidjat. Az enzim specifikus

aktivitasat 1 mg fehérjére vonatkoztattuk.

4.17.3. Citokrom c oxidaz aktivitas mérése

A citokrém c oxiddz aktivitdsdnak mérését Szarka és munkatarsai (2004) altal leirt
modon végeztiik. Az alapvonalat 0.53 mg/ml citokrom c oldattal 550 nm-em felvettiik, majd
0.1 M Na-ditionittal teljes mértékben redukaltuk az oldatot (friss 0.1 M Na-ditionit oldatbodl 5-
8 ul az idealis mennyiség 1 ml citokrém c oldathoz). Fél percen keresztiil mértiik a redukalt
citokrom ¢ oldat abszorpciojat, majd a mitokondridlis preparatumot hozzaadva tovabbi 2
percig figyeltiik az abszorpciovaltozast.

A mitokondriumok sértetlenségét az enzim latenciajaval jellemezhetjiik, ezért a mérést
elvégeztiik 0.025% Triton-X-100-al kezelt mitokondriumok esetében is. A mérés menete csak
annyiban kiilonbozott, hogy 1 ml citokrém c oldathoz 25 pl 1%-o0s Triton-X-100-at adtunk a
mérés elott. Az enzim aktivitdsit 1 mg fehérjére vonatkoztattuk (moldris extrinkcios

koefficiense 20 mM ™' cm™).

4.18. Abszcizinsav tartalom meghatarozas

Az ABS kvantitativ meghatarozasa kompetitiv ELISA-val (Phytodetek” ABA Test
Kit, cat.no.: PDK 09347/0096, Agdia, Elkhart, Indiana) tortént a gyart6 altal javasolt mdodon.
0.2 g ndvényi szovetet jégen eldorzsoltink 5 ml 100 mM NaHCOs-metanol (80:20)

elegyével, ami 1 mg butilalt-hidroxitoluolt tartalmazott 100 ml-ként. A mintdkat kétszer
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extrahdltuk 4 °C hémérsékleten 24 oran keresztiil, majd beszaritottuk azokat. A (+)-cis-ABS
meghatdrozasa ndvényi kivonatokban azon alapul, hogy az ABS és a tracer (alkalikus
foszfataz jelolt ABS) kompetitiven kotddik a monoklonalis ABS ellenanyaggal bevont
réteghez. A mérésekhez (+)-cis-ABS (Sigma) higitdsi sort hasznaltunk ¢és 405 nm

hullamhosszon mértiik az abszorpcios valtozasokat.

4.19. Sztomazarodasi vizsgalat

A gazcserenyilasok ABS altal indukalt zarodasanak vizsgalatat 4 - 6 hetes ndvények
leveleinek epidermisz nyuzataval végeztiik (Leymarie és mtsai., 1998). A kisérlet megkezdése
elétt a novényeket 3 orara sotétbe helyeztiik. Ezt kdvetden a levelekrdl epidermisz nyuzatokat
készitettlink és 25 mM KCI, 10 mM MES-Tris pH 6.15 oldatba helyeztiik. 1 6ra inkubacid
utan kiilonb6zé mennyiségli ABS-val egészitettiik ki az oldatokat, és tovabbi 3 orat hagytuk
allni. A nyuzatokat targylemezre teritettilk ki, és Nikon ECLIPSE TE300 mikroszkophoz
kotott SPOT-RT I1. kameraval felvételeket készitettiink. Az elkésziilt képeket ImageJ 1.36.

program segitségével elemeztiik.

4.20. Aszkorbinsav fogyasztas és 1égzés vizsgalata mitokondriumban

A gyokérbdl illetve sejtszuszpenzidbol izolalt ép mitokondriumokon a méréseket a
SOTE Orvosi Vegytani Intézetében végeztiik.

Az aszkorbinsav fogyasztast reverz fazisu HPLC-vel mérték Szarka és mtsai. (2002)
altal leirt modon. Az izokratikus elucitot kovetd analiziseket Perkin Elmer Series 200
szeparacios modullal és Perkin Elmer Series 200 diode array detektorral (254 nm) végezték.
Az elvélasztashoz Teknokroma Nucleosil 100 C18 oszlopot (atlagos részecske méret 5 pm,
25 cm x 4,6 mm) hasznaltak.

A mitokondrialis 1égzés vizsgalatait Ho és mtsai. (2007) altal leirt mddon végeztiik
kisebb moddositasokkal. 25 pg izolalt mitokondriumot 1 ml reakcidelegybe tettikk (0.3 M
mannitol, 10 mM MOPS, 5 mM KH,PO,4, 10 mM NaCl, 2 mM MgSOQO,, 1 % BSA, pH 7.5), és
az oxigén fogyasztast 25 °C-on mértiik Clark tipusu oxigén elektroddal (Hansatech Oxytherm,

Hansatech UK). A kovetkezd 1égzési szubsztratokat és gatloszereket hasznaltuk a megadott
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koncentraciokban: NADH (1.5 mM), szukcinat (5 mM), piruvat (5 mM), ADP (0.3 mM),
ATP (0.3 mM), rotenon (10 uM), antimycin A (10 mM), KCN (1 mM), SHAM (2 mM),
aszkorbinsav (1 mM), dithiothreitol (2 mM).
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5. Eredmények

5.1. A ppr40 mutansok azonositasa

T-DNS inszerciés mutagenezis programunk soran (Szabados ¢és mtsai.,, 2002)
azonositottunk egy transzgenikus Arabidopsis vonalat, melynél a mutaci6 kovetkeztében
abszcizinsav (ABS) érzékenységet és csokkent méretet (semidwarf) figyeltiink meg. Az ezt
kovetd csirazasi és novekedési vizsgalatokban azt tapasztaltuk, hogy a mutans névény nem
csak ABS-ra, de cukorra €s sora is érzékeny volt, és az érintett 16kuszt ppr40-1-nek (Lurin és
mtsai., 2004 alapjan) neveztiik el. A ppr40-1 muténs jellemzésekor azonositottunk egy
tandem forditott (LB-RB/RB-LB) T-DNS beépiilést az A13g16890 gén 4tir6do régidjaba. A T-
DNS beépiilés egy 4 bazisparnyi kivagodast okozott az ATG kodontol 311 bazisparnyira a 3'
iranyba (5.2. A ébra). Megvizsgaltunk egy masik allélt is, amelyhez a SALK inszercids
mutans gytijteménybdl (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) jutottunk hozza, és amit

ppr40-2-nek neveztiink el (SALK 071712). Ennél a mutansnal a T-DNS beépiilés az ATG

kodontol 852 bazisparnyira volt 3' iranyban, és 5 bp-i kivagodast okozott (5.2. A abra).
Mindkét esetben megallapitottuk, hogy a mutansok csak egy T-DNS inszerciot tartalmaznak.
Kovetkezd 1épésként homozigoéta vonalakat izolaltunk, és a késObbiekben azokkal
dolgoztunk.

A PPR40 gén (At3g16890) egy exont tartalmaz, ami 1980 bp hosszusagu. A génrél
egy 659 aminosavbol all6 és 74.26 kDa tomegl fehérje szintetizalodik (5.1. abra). A PPR40
fehérje a PPR fehérjecsalad P alosztalyaba tartozik (PPR modell: PPR 3 5768407, Lurin és
mtsai., 2004), egy feltételezett mitokondridlis target jelet és 14 konzervalt pentatrikopeptid
motivumot tartalmaz, a PPR-ek két doménban kiilonilnek el (5.3. C abra). Reverz
transzkripcidt kovetd polimeraz lancreakcios (RT-PCR) analizis segitségével igazoltuk a
teljes hosszusagt At3gl6890 transzkript hidnyat a homozigota pprd40-1 ¢és pprd0-2
mutansokban (5.2. B abra), illetve egy 3' végen csonkitott transzkript jelenlétét mindkét allél
esetében, amelyekhez a PPR40F + PPR40R1 oligonukleotid kombinacidt hasznaltuk, melyek
5'irdnyban helyezkednek el a ppr40-1 mutans T-DNS inszercid beépiilési helyétol. A PPR40F
+ PPR40R2 oligonukleotidok 5' iranyban helyezkednek el a ppr40-2 mutans T-DNS
inszercios pontjatol, és a segitségiikkel az emlitett szakaszrdl atirdédo részleges mRNS-ek

jelenlétére kovetkeztethettiink: errdl a részrdl atirddast csak a ppr40-2 és a vad tipusu
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5.1. abra A PPR40 doménszerkezete
BIOR: Kicsi (kicsi + hidrofob(aromasokkal egyiitt - Y)); Z0ld: hidroxil + amin + bazikus - Q; SZUKe: savas; sirga:
bazikus; -: prolin; aldhtzott: valoszintisitett mitokondridlis target peptid rész; keretezett: feltételezett

mitokondrialis hasitasi hely

A B
PPR4OF + PPR4ORT W s
pprd0-2 PPR40F + PPR40R2 — ea
pprd0-1 | ]

PPR4OF + PPR40R3 -t

ACTINZ/S e  ——

PPR40OF
—

PPR40OR1 PPR40R2

PPR40R3
4= G—

pprd0-1
ppr40-2
vad tp.

ATG 311bp 852 bp TAG

5.2. abra A T-DNS inszerciok helye a ppr40-1 és ppr40-2 mutansokban és a mutansok RT-PCR analizise
A: T-DNS inszerciok helye az At3g16890 génben. Az abran nyilakkal jeloltiik a génspecifikus oligonukleotidok
elhelyezkedését az inszercidkhoz képest, melyeket RT-PCR analizishez hasznaltuk.

B: A ppr40-1 és ppr40-2 mutansok ¢és vad tipusu (Col-0) ndvények RT-PCR analizise. Kiilonb6z6
oligonukleotidok kombinaciokat hasznalva vizsgaltuk az At3g16890 cDNS kifejezddését a transzgenikus
novényekben ACTIN2/8 belsd kontroll mellett.

ndvényeknél tapasztaltunk (5.2. B abra). Az RT-PCR eredményei azt mutatjak, hogy mind a
ppr40-1 mind a ppr40-2 esetében egy C terminalisan csonkitott fehérje irodhat at. A ppr40-1
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allél esetében ez a feltételezett fehérje 121 aminosavbol allhat, aminél 103 aminosav a
PPR40-en, 18 aminosav pedig a T-DNS-en kodolodik (5.3. A é&bra). A feltételezett
atirodaskor a részleges fehérje csak a mitokondridlis lokalizacios jelet tartalmazna, de
egyetlen PPR domént sem. A ppr40-2 allél esetében egy 318 aminosavbol allo fehérje
képzddhet, ami 284 PPR40 kodolt és 34 T-DNS kodolt aminosavbdl allhat, és a lokalizacios
jelen kiviil 5 PPR domént is tartalmazna (5.3. B 4dbra). Bar eddig nem bizonyitottuk ezeknek a
részleges fehérjéknek a létezését a ppr40 mutansokban, de abbdl kiindulva, hogy a ppr40-2
allélban bekovetkezett mutacié eredményeként egy kevésbé jellegzetes fenotipus jott 1étre
mint ppr40-1-ben (lasd késobb), arra kdvetkeztettiink, hogy a PPR40-2 fehérjének lehetséges

szintézise egy részleges funkcid veszteséggel jard fenotipust eredményez.

A

MRGFASSASRIATAAAASKSLNASTSVNPKLSKTLNSSGKPTNPLNQRYISQVIERKDWFLILNQEFTTHRIGLNTRFV
ISVLQNQDNPLHSLRFYLWVSNFDPAVNCKWLHVREIYMDQQ*

B

MRGFASSASRIATAAAASKSLNASTSVNPKLSK TLNSSGKPTNPLNQRYISQVIERKDWFLILNQEFTTHRIGLNTRFV
ISVLQNQDNPLHSLRFYLWVSNFDPVYAKDQSLKSVLGNALFRKGPLLLSMELLKEIRDSGYRISDELMCVLIGSWG
RLGLAKYCNDVFAQISFLGMKPSTRLYNAVIDALVKSNSLDLAYLKFQQMRSDGCKPDRFTYNILIHGVCKKGVVD
EAIRLVKQMEQEGNRPNVFTYTILIDGFLIAGRVDEALKQLEMMRVRKLNPNSRIYCGVNKLTLRQLNNTLRTFLM
YWGGFSFHQ*

C

ppr40-1 ppr40-2

NH» COCH

5.3. abra A PPR40 fehérjék feltételezett aminosav sorrendje és doménszerkezete a ppr40-1 és a ppr40-2
mutansok esetében.

A: a ppr40-1 mutans. B: a ppr40-2 mutans. A sotét szinnel kiemelt rész a T-DNS-en kodolt mesterségesen
képzddo fehérje szakasz, ami a PPR40 fehérjével fuzios fehérjét képez.

C: A PPR40 fehérje doménszerkezete. M: mitokondridlis lokalizacids szignal, sziirke téglalap: PPR domén, a

nyilak a T-DNS inszercid helyét jelolik.
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5.2. ppr40-1 mutans novények fenotipusanak jellemzése

Arabidopsis thaliana microarray adatbdzisokban megtalalhatd informaciok szerint a
PPR40 gén allandé alacsony szinten fejezOdik ki az Osszes novényi szovetben a teljes
egyedfejlodés alatt, és nem mutat jelentdsebb eltérést a kiilonb6zo stressz kezelések hatdsara
sem (https://www.genevestigator.ethz.ch, Zimmermann ¢és mtsai., 2004). Ezeknek az
adatoknak az igazoldsara megvizsgaltuk a PPR4(0 expresszios mintazatat kvantitativ RT-PCR-
rel vad tipusu ndvény szerveibdl nyert RNS mintdkat felhasznalva. A PPR4(0 transzkript
mennyisége atlagosan harom nagysagrenddel kevesebb volt, mint a referenciaként hasznalt
ACTIN2/8 mRNS szintje, €s minden vizsgalt szervben megtaladlhatd (5.4. abra); nagyobb

mennyiségben csak az éretlen (z6ld) magtokban és fiatal csirandvényekben volt jelen.

relativ expresszio
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5.4. abra A PPR40 gén kifejezodése kiilonb6z6 novényi szervekben és szovetekben

Relativ expresszid: a viragban mért transzkript mennyiségéhez (1) viszonyitva

Kisérleteinkben a PPR40 mRNS szintjét lényegesen nem befolyasolta sem a ndvényi
hormonok hatéasa (pl. auxin, citokinin, etilén, szalicilsav), sem a kiillonb6zd stresszkezelések
(s6, ozmotikumok, hideg).

Uveghazban nevelt ppr40-1 ndvények rozetta leveleinek mérete 50-60%-kal, mig a
ppr40-2 ndvények rozetta levelei 20%-kal voltak kisebbek, mint a vad tipusu névényeké (5.5.

abra).
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5.5. abra Cserépben nevelt négy hetes ppr40-1, ppr40-2 és vad novények

Mindkét ppr40 muténs fertilis és maghozama hasonl6 a vad névényekéhez. A magok
csirdzasa a mutans ndvényeknél egy kissé késObbre tolodik; mikozben a vad ndvény
magjainak 100%-a kicsirazik a negyedik napra, a ppr40-1 és ppr40-2 ndvények magjainak
kicsirazasa eltolodik kettd, illetve egy nappal (5.6. A ébra). Mivel munkank kezdetén a ppr40-
1 mutans ABS érzékenysége miatt lett kivalasztva, megvizsgaltuk a masik allél esetében is a
ABS hatésat. 0.5 uM ABS-val kiegészitett 1/2MS taptalajon csirdztatott ppr40-1 és ppr40-2-
nél hét nap elteltével a 20%-a illetve 60%-a csirazott ki a magoknak, mig a vad all¢l esetében
ez az arany 98% volt (5.6. B abra). A fenotipusbeli eltérés a rozetta ndvekedéseében és az ABS
érzékenységben azt mutatja, hogy a ppr40-1 feltehetdleg a null allél, mig a ppr40-2 esetében a
mutacio egy részlegesen megvaltozott "leaky" fenotipust okoz, aminek oka lehet tobbek
kozott a mar fent emlitett nem teljes hosszisagh fehérje képzddése a novényben. Ezért a
késdbbi vizsgalatokhoz csak a ppr40-1 mutans novényeket hasznaltuk.

Mivel szerettiik volna megvizsgéalni a PPR40 jelent0ségét a kornyezeti tényezOk
valtozasa ¢és a novényi hormonokra adott valaszok szabalyozasaban, egy atfogd csiradzasi €s
novekedési tesztsorozatot végeztiink in vitro és liveghazi koriilmények kozott (fliggelék 1.

tablazat).
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5.6. abra ABS érzékenység vizsgalata ppr40-1 és ppr40-2 mutiansoknal

A: 7 napos csirandvények 1/2MS (kontrol) és 0.5 uM ABS tartalmu taptalajon torténé csirazas utan.

B: Csirazasi teszt Col-0, ppr40-1 és ppr40-2 novényekkel 1/2MS taptalajon.

C: Csirazasi teszt Col-0, ppr40-1 és ppr40-2 novényekkel 0.5 uM ABS-val kiegészitett 1/2MS taptalajon.

A s6 hatasanak ellenérzésére a ppr40-1 és Col-0 magokat egyrészt 0-200 mM NacCl
tartalma taptalajon kicsiraztattuk, masrészt a gyokérfejlodést €és a novények novekedését
kovettiik nyomon 1/2MS téptalajon 1 hétig nevelt, majd kiilonb6zé NaCl tartalmu taptalajra
atrakott csiranovényeknél. A kisérletekben a ppr40-1 magok csirazasi képességét jelentésen
gatolta a NaCl (5.7. D éabra). Hasonl6 eredményt kaptunk szachar6z (5.8. abra), glikoz és

mannitol hatasara is.
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5.7. abra NaCl hatasa a ppr40-1 novények csirazasara és novekedésére

A: Friss tdmeg mérése 10 napig kiilonb6z6 NaCl koncentracion nevelt vad (Col-0) és ppr40-1 csirandvényeknek.
B: Fiiggdleges helyzetben kicsiraztatott vad tipusu és ppr40-1 csirandvények gyokér megnyuladsanak mérése.

C: 7 napos vad és ppr40-1 csirandvények 200 mM NaCl és 300 mM szachar6z tartalmu taptalajon 1/2MS
kontroll mellett.

D: Csirazasi teszt vad és ppr40-1 novényekkel 200 mM NaCl-dal kiegészitett 1/2MS taptalajon, a kontroll
1/2MS

A ppr40-1 ndvények gyokérnovekedési sebességét fliggdleges helyzetii 1/2MS taptalajon
mérve 40%-os csokkenést tapasztaltunk (5.7. B dbra), mig 100 ¢és 150 mM NacCl jelenlétében
65% illetve 75% megnyulési kiilonbséget lattunk. 200 mM NaCl gyakorlatilag teljesen
megallitotta a gyokerek novekedését a ppr40-1 mutansoknal mikdzben a vad ndovényeknél egy

nagyon lassu, de allandé megnyulast figyelhettiink meg. A so6 altal kivaltott stressz hatassal
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volt a ppr40-1 novények altalanos ndvekedésére is, amit a friss tomeg valtozasaval tudtunk
mérni (5.7. A abra).

A pprd40-1 mutéci6 altal kivaltott fenotipusbeli valtozasok megjelenése a sora és az
ozmotikus valaszra korlatozdodik, mivel megfigyeléseink kozben nem talaltunk kiilonbséget
csirdzasban ¢és novekedésben mas kornyezeti tényezOk valtozasara adott valaszokban
(folyamatos fény és sotét), illetve hdsokk és nehézfémek okozta stressz hatasara. Az ABS
kivételével a ppr40-1 mutans és a Col-0 hasonlé modon viselkedett ndvényi hormonokkal
torténd kezelések hatasara (példaul auxin, citokinin, etilén, szalicilsav, gibberellin ¢és
brasszinoszetoid, fliggelék 1. tablazat)

Az eredményeink azt mutattdk, hogy a ppr40-1 mutans az abszcizinsavon kiviil a

NaCl-ra, ozmotikus stresszre €s cukorra mutat csak fokozott érzékenységet.

100 | —}=— Col-0/kontr.
—f@— Col-0/szach. - =
ppr40-1/kontr. B
80 | - -
° ppr40-1/szach.
o~
K] 4 an
\(’3 60 T
]
=
E T
) 40 1
1
20 | T
1
01—

napok

5.8. abra Szacharoz hatasa a ppr40-1 csirazasi képességére

300 mM szachar6z tartalma 1/2MS taptalajon csiraztatott ppr40-1 és vad ndvények; kontroll: 1/2MS taptalaj

5.3. A ppr40-1 mutans genetikai komplementacioja és a transzgenikus T2

nemzedék vizsgalata

A ppr40-1 mutacio és az altala kivaltott fenotipusbeli valtozasok kozti 0sszefiiggés
tovabbi igazolasara genetikai komplementdcios kisérleteket végeztink. Az Ar3g16890 gén
intron nélkiili genomi fragmentjét PCR-ban torténd amplifikacioval izolaltuk, és pPILY
intron-kapcsolt HA-epitdp fuzids vektorba (Ferrando és mtsai., 2000) klonoztuk (fliggelék
12.1. A abra), majd a hibatlan konstrukciot szekvenalas segitségével valasztottuk ki. A pPILY
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vektorban a PPR40-HA fazidés gént egy erds, konstitutiv expressziot biztositd viralis
2xCaMV35S promoterrel épitettiik Ossze. Az Agrobacterium-kozvetitett génatvitelhez a
2xCaMV35S-PPR40-HiA régiot T-DNS transzformécios vektorba, a pBin19-be (Bevan 1984)
helyeztiik (fiiggelék 12.1. B 4abra). Az igy létrehozott binaris vektor konstruckiot A.
tumefaciens GV3101::pMP90 torzsbe vittik, majd ppr40-1 mutdnsokat transzformaltuk
velik. A létrehozott transzgenikus novényekben a PPR40-HA gén expressziojat RNS és
fehérje szinten is ellendriztiik, és 10 alvonalat kivalasztva T2 nemzedékeket hoztunk 1étre, és
ezeket tovabbi analizisnek vetettiik ala.

Uveghazban és steril koriilmények kozott nevelt genetikailag komplementalt ppr40-1
ndvényeknél nem tapasztaltuk a ppr40-1 novényekre jellemz6é csokkent ndvekedést (5.9. és
5.10.A abra), a transzgenikus ndvények a vad tipushoz hasonléak voltak. A PPR40-HA

taltermeltetése a mutansokban az ABS ¢és s6 altal kivaltott fokozott érzékenységet is

5.9. abra Uveghazban nevelt négy hetes vad tipusi, ppr40-1 mutans és ppr40-1 komplementalt ( C5 jelii )

novények

helyreéllitotta (5.10. abra). Akar a csirazasi képességet, akar a novekedési sebességet néztiik,
egymastol némileg eltéré mértékben, de minden esetben a vad tipushoz hasonld fenotipust
figyelhettiink meg a taltermeld transzgenikus ndvényeknél. A PPR40-HA fehérje
tultermeltetése helyredllitotta a vad fenotipust, és ez a tény megerdsitette azt az
allaspontunkat, hogy valoban az A13g16890 génbe beépiilé T-DNS okozta mutacio felelds a

ppr40-1 ndvények stresszérzékeny és redukalt ndvekedési fenotipuseért.
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5.10. abra A ppr40-1 mutians komplementacidja

A: Fiiggoleges helyzetben, kontroll (1/2MS) és 0.5 uM ABS tartalmu taptalajon nevelt 3 hetes ndvények

B: Kontroll (1/2MS) és 0.5 uM ABS tartalmil taptalajon nevelt 3 hetes névények friss tdmeg mérése

C, D: 200 mM NaCl tartalmu taptalajon csiraztatott 10 napos ndovények (C) €s a csirazasi képesség kovetése (D)
15 napon at

E: 0.5 uM ABS tartalmu taptalajon torténé csiraztatds; a ppr40-1/C5 ndvény fenotipusa megegyezik a Col-0-val
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5.4. A PPR40-HA fehérje tultermeltetése vad tipusu novényekben

Miutan egyértelmiien igazoltuk a T-DNS beépiilése altal kivaltott mutacio és a ppr40-
1 fenotipusa kozotti 6sszefiiggést, arra voltunk kivancsiak, hogy a PPR40 gén taltermeltetése
vad tipusu novényekben okoz-e megvaltozott stresszérzékenységet? Transzgenikus ndvények
létrehozasahoz ugyanazt a binaris vektor konstruckiot hasznaltuk, amit a genetikai
komlpementacios kisérletek folyaman (fliggelék 12.1. B abra). Agrobacterium-kozvetitett
ndvény transzformacioval vad tipusti novényekbe juttatuk a PPR40-HA fuzids gént, majd a
gén expresszidjat RNS és fehérje szinten is ellendriztiik. 12 kivalasztott alvonalbol T2
nemzedékeket hoztunk 1étre, és ezeket tovabbi analizisnek vetettiik ala.

Uveghazban nevelt PPR40-HA taltermelé ndvényeknél nem tapasztaltuk szignifikans

csirdzasi és novekedési kiilonbséget a vad tipushoz képest (5.11. abra).

5.11. Abra Uveghazban nevelt négy hetes vad tipust és PPR40-HA tiiltermelé (BC7 jelii) novények

A PPR40 tultermeld vonalak stressztiird képességének teszteléséhez a novények
dal, cukorral és ABS-al kiegészitett taptalajon csiraztattuk ki a magokat (1d: 4.1.1. fejezet). 14
napon keresztiil kovettilk nyomon a fejlédésiiket, és azt tapasztaltuk, hogy a thltermeld
novények (a bemutatott példa esetében a Col/BC7 jeli vonal) fokozott toleranciat mutattak
200 mM NaCl-al és 300 mM gliil6zzal szemben (5.12. abra). 0.5 pM ABS jelenlétében is
hamarabb csirdztak ki a PPR40 taltermeld vonalak, bar itt a kiilonbség kisebb volt (5.12.
abra). Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a PPR40 fehérjének fontos ozmotikus
stresszel szembeni védd szerepe lehet, de ennek bizonyitdsa még tovabbi kisérleteket igényel
majd.

Mivel munkank soran a ppr40-1 mutans jellemzésére, illetve a PPR40 fehérje
lehetséges funkcidjanak megtalalasara Osszpontositottunk elsOsorban, ezért a taltermeld

vonalak részletesebb analizisét a késObbiekben kivanjuk elvégezni. Emellet tervezziik a
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PPR40 fehérje tultermeltetését mas novényfajokban (dohdy, repce), és az igy eldallitott

transzgenikus novények alapos vizsgalatat ozmotikus és sostressz hatasaival szemben.
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5.12. abra A PPR40-HA tultermel6 novények csirazasi fenotipusanak vizsgalata
Col/BC7: PPR-HA tultermeld névény, Col-0: vad tipus

5.5. A ppr40-1 ABS érzékenységének kovetkezményei

5.5.1. A PPR40 fehérje befolyasolja a sztomamozgast

Az ABS fizioldgiai hatasai szertedgazoak lehetnek: szabdlyozza a levelek levalésat,
hatassal van a riigyek és magvak nyugalmi allapotanak kialakulasara és megsziinésére,
serkenti a jarulékos gyokérképzddést és az oOregedés folyamatat, gatolja a megnytlasos
novekedést, szerepe van a sztdbmamozgasban €s a vizvesztés szabalyozasaban, a hideg-, so- €s
szarazsagstresszre adott valaszreakciok indukcidjaban. Az egyik legjellemzobb ABS altal
szabalyozott valasz a sztomazarddas folyamata vizhidny hatdsara. Szerettiik volna

Osszehasonlitani az ABS indukalta sztomazarodast a vad és ppr40-1 ndvényekben, ezért

crer
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nyomon kovettiik a porusatmérdben bekodvetkezd valtozasokat. Mig a kezeletlen vad és
ppr40-1 ndvények nem mutattak jelentds kiilonbséget, a ppr40-1 mutans a ndvekvé ABS

koncentraciokra szignifikdnsan erésebben megnyilvanuld sztomazarddassal reagalt (5.13.

abra).
A B
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5.13. abra ABS hatasa ppr40-1 és Col-0 sztomamozgasara
A: 1 uM ABS hatéasara a ppr40-1 jobban zarja a gazcserenyilasait
B: Novekvé ABS koncentracion a ppr40-1 és a Col-0 kozotti sztoma zarddasi kiilonbség (p < 0.001, n = 80)

A sztomdk nyitottsdga befolydsolja a parologtatas mértékét, ezért megvizsgaltuk a
ppr40-1 és Col-0 levagott leveleinek vizvesztését szobahdmérsékleten szaritva azokat. A
levagott ppr40-1 levél vizvesztése szignifikansan kisebb volt mint a vad tipusué (5.14. abra),
¢s ez a killonbség 0Osszefliggésbe hozhatdo a ppr40-I mutins sztomazardédasanak
megndvekedett ABS érzékenységével.

Annak eldontésére, hogy a ppr40-1 fokozott ABS érzékenységének oka a hormon
bioszintézisében bekovetkezett valtozas miatti megemelkedett ABS szint, vagy a jelatviteli

utvonal sériillt meg, megmértiik a mutdns €s vad novények szabad ABS tartalmat.
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5.14. abra A ppr40-1 és Col-0 novények levagott 5.15. abra A ppr40-1 és Col-0 novények endogén
leveleinek vizvesztése (p <0.001, n= 50) ABS tartalma

3 hetes novények 0, 6 és 24 6ras 150 mM NaCl
kezelés utan (p < 0.02)

6 ¢és 24 oran keresztlil 150 mM NaCl kezelésnek tettiink ki harom hetes csirandvényeket
1/2MS kontroll alkalmazéasa mellett (0 idopont). Az ABS szint megegyezett a két novényben
kontroll és 6 6ra so6 kezelések hatisara (5.15. abra), és mint ahogy az varhato volt, a stressz
kovetkeztében megnétt a szabad ABS tartalom a ndovényekben. A 24 6ras s6 kezelés tovabb
novelte az ABS koncentraciot (ppr40-1-nél 3.2-szeres, Col-0-nal 2.5-sz6rds a kontrollhoz
képest), és enyhe kiilonbséget eredményezett a vad és a mutans kozott. A megfigyeléseinkbol
arra kovetkeztettiink, hogy a ppr40-1 mutdnsban a megemelkedett endogén ABS szint a
sostressz alatt hozzajarult a stresszérzékenység fokozodasahoz. A fenti eredményeink arra

utalnak, hogy nem a bioszintézis, hanem az ABS jelatviteli ut érintett a mutacio altal.

5.5.2. A PPR40 szerepe a stresszindukalt jelatviteli utakban

A ppr40-1 fokozott ABS és s6 érzékenységébdl kiindulva arra kerestiik a valaszt, hogy
az ABS-fiiggd ¢és ABS-fiiggetlen jelatviteli utakban ozmotikus stresszt hatasara aktivalodo
gének (Yamaguchi-Shinozaki ¢és Shinozaki, 2005) kifejez6dése megvaltozik-e a mutansban.
Valos-idejii RT-PCR Kkisérleteket végeztiink (5.16. abra), és azt tapasztaltuk, hogy az ADHI
¢s RABI8 transzkript szintje hasonld volt a vad és a ppr40-1 ndvényekben. Az RD22
esetében nagyobb, mig az RD29-nél kisebb expresszios szintet mértiink ABS kezelés hatasara
a mutansban a vadhoz képest. A DREBIB és DREB2B transzkripcios faktorok mRNS szintjei

kezelés nélkiil és ABS hatasara hasonldak voltak, mig a NaCl kezelés kovetkeztében kisebb
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mértékben emelkedett a mennyiségiik a ppr40-1 mutansban. Az ABF transzkripcids faktor
mRNS szintje ABA és s6 hatasara is megemelkedett a ppr40-1 noévényekben. Az AKINIO
SnRK1a kindz expresszids szintje az ABS indukci6 hatasara kisebb lett a ppr40-1 mutansban,
de a sejtmag specifikus ABIS transzkripcids faktor mRNS szintje nem mutatott 1ényegi
eltérést a vad novényekéhez képest. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a PPR40-nek nincs
kozvetlen hatasa sem az ABS szintézisre, sem a jelatviteli folyamatok elsddleges iranyitasara,

bar a ppr40-1 mutéci6 kdzvetetten befolyasolta ezeket a folyamatokat.
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5.16. abra Stresszindukalt gének kifejezédésének vizsgalata vad és ppr40-1 mutans névényekben
A valos idejii RT-PCR kisérleteknél harom hetes csirandvényeket hasznaltunk 6 o6ra 50 uM abszcizinsav (ABS)
és 6 ora 150 mM NaCl (NaCl) kezelések utan, kezeletlen (kontr.) mintak mellett. Referencia gén: GAPDH-2.

5.5.3 Prolin felhalmozodas a ppr40-1 mutansban

Az ozmotikus stressz, illetve az altaluk kivaltott vizhiany okozta karosodast a
novények tobbféle uton is elkeriilhetik. Az egyik mechanizmus soran ozmoprotektans
anyagok halmozodnak fel. Ilyenek példaul a prolin, glicin-betain, glicerin, metilalt inozitolok,
kiilonb6z6 cukrok (raffindz, trehaldz, fruktdéz szarmazékok) (Yokoi és mtsai., 2002). Mivel a
ppr40-1 mutans a vad fenotipusi ndvényekhez képest megvaltozott modon reagalt

sostresszre, megvizsgaltuk a szabad prolin felhalmozddasanak folyamatat 150 mM NaCl
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indukci6 hatasara. Harom napos sokezelés hatasara a ppr40-1 névényekbdl mar az elsé naptol
kezdve legalabb kétszer annyi prolint tudtunk kimutatni, mint a vad ndvényekbdl (5.17. A
abra), és a kezeletlen kontroll mintak kozott is megfigyelhetd volt ez kiilonbség.

ellentétesen bar, de egyarant befolyasoljak, ezért valos-idejii RT-PCR segitségével
megvizsgaltunk a szintézis és a lebontasi folyamat egy-egy kulcsenzimének a kifejez0dését. A
P5CSI1 (Al-pirrolin-S-karboxilét szintdiz 1) enzim a szintézisben, mig PDHI1 (prolin-
dehidrogenaz 1) a lebontasban vesz részt. A P5CSI mRNS szintje kétszer magasabb volt a
ppr40-1 novényekben kontroll koriilmények kozott, mig a 6 6rds NaCl indukcio hatasara a
jelentds megemelkedésen tal nem tapasztaltunk kiilonbséget a P5CSI expresszios szintjei
kozott. A PDHI esetében a kezeletlen mintaknal volt kozel azonos a kifejezddés mértéke, mig
a soOstressz hatasara 50%-kal erdsebb csokkenést mértiink a ppr40-1 mutansban (5.17. B dbra).
Habar a PDHI csokkenése Osszefiiggésben van a sdstressz okozta prolin felhalmozodassal a
ppr40-1 ndvényekben, nincs kiilonbség a P5CS! transzkript mennyiségében a vad és a mutdns

kozott NaCl indukceio hatésara.
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5.17. abra Prolin felhalmozo6dasa és bioszintézisének enzimei a ppr40-1 mutansban

A: Két hetes ppr40-1 és Col-0 csirandvények szabad prolin tartalma 3 napig tartd6 150 mM NaCl kezelés alatt.
Kontr: kezeletlen kontroll, NaCl: 150 mM NaCl kezelés.

B: A P5CSI és PDHI gének expressziojanak valtozasa 6 6ra 150 mM NaCl indukcié hatasara valés idejii RT-
PCR-rel vizsgalva
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5.6. A ppr40-1 mutans tolerans a metilglioxal toxikus hatasara

A metilglioxdl (MQG) természetes koriilmények kozott elsdsorban a szénhidrat és
aminosav anyagcsere mellékterméke. Gatolja a glikolizist és a mitokondrialis 1égzési lanc
mukodését, hatasara lecsokken a sejten beliili ATP mennyisége és novényekben megindul a
klorofill molekulak lebomlasa. Mivel a vegyiilet egyik els6dleges tamadasi pontja a sejten
beliil a mitokondrium, kivancsiak voltunk réa, hogy a ppr40 mutécié befolyasolja-e a hatasat.
¢s azt figyelhettiik meg, hogy 2 mM MG a ppr40-1 mutans csirazasat masfél-két nappal
késleltette, mig a vad novényeknél 6-7 nap eltolodast tapasztaltunk a kontroll
koriilményekhez képest. 2.5 mM MG mellett a vad névények gyakorlatlag mar képtelenek
voltak kicsirazni, ezzel szemben a ppr40-1 ndvények szamara ez a koncentracid még
elviselhetd volt, és bar gyokériikk nem, de z6ld sziklevéliik €s levélkezdeményiik fejlodott. 2
mM MG tartalmt taptalajon a vad csirandvényeknek nem nétt gyokeriik és teljesen
kifehéredtek, amig a ppr40-1 mutansok rovid gyokerli és normalis z61d levelll kis novényekké
fejlédtek (5.18. B és C 4bra). Még 3.5 mM MG mellett is képesek voltak a ppr40-1 ndvények
10 nap alatt kicsirazni.

Klorofill-tartalom (klorofill-a + klorofill-b) méréskor nem tapasztaltunk kiilonbséget a
harom hetes vad és a ppr40-1 kozott a kezeletlen mintaknal. 2 nap 5 mM MG kezelés hatdsara
azonban a vad ndvényekben dramaian lecs6kkent a klorofill mennyisége (50%-kal), mig a
ppr40-1 mutdnsokban nem valtozott (5.18.A abra). 10 mM illetve az annal nagyobb
karosodas kovetkeztében a ndvények teljesen kifehéredtek és elpusztultak.

A metilglioxal lebontdsat a glioxalaz ut enzimei végzik, ami a novények esetében a
glioxalaz I (laktoil-glutation 1idz) és a glioxalaz II (hidroxiacil-glutation hidroldz) enzimeket
foglalja magéba. Arabidopsis-ban eddig 7 glioxalaz I-et és 5 glioxalaz II-t azonositottak, de
csupan 6tot jellemeztek eddig bévebben (GLX1-1, GLX2-1, GLX2-2, GLX2-3, GLX2-5). Az
egyes glioxaldz gének eltérd expresszidos mintdzatot mutatnak kiilonb6z6 indukcios
kezelésekre (https://www.genevestigator.ethz.ch, Zimmermann ¢és mtsai., 2004), amibdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy a miikodésiik egymastol eltéré modon szabalyozodik. A glioxalaz 1
¢s II gének taltermeltetésével ndvelni tudtdk a MG-lal szembeni ellenalloképességet a
lebontasi folyamatok fokozésa altal (Singla-Pareek és mtsai., 2003). Ebbdl kovetkezik, hogy a

glioxalaz gének transzkripciés kontrollja fontos a MG detoxifikacio6 megfeleld
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szabalyozasahoz. Szerettilk volna megtudni, hogy a ppr40-1 muticidé okoz-e barmilyen
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5.18.4bra A ppr40-1 mutans tolerans a metilglioxal kezeléssel szemben

A: Klorofill-a és -b tartalom mérése 3 hetes ppr40-1 és vad (Col-0) novényekben 2 nap 0, 5 és 10 mM MG
kezelés utan (p< 0,001)

B: MG hatasa a vad (Col) és ppr40-1 csirdzasara. k- kontroll, MG- 2 mM metilglioxal

C: 0,2 és 2.5 mM MG jelenlétében csiraztatott két hetes Col-0 és ppr40-1 novények

valtozast a glioxalaz gének szabalyozasaban, ezért megvizsgaltuk néhany GLX1 és GLX2 gén
kifejezdését vad és ppr40-1 ndvényekben. Altalanos novekedési feltételek mellett a GLX1-1
(Atlgl1840) gén expresszidja kozel azonos mértékli volt a vad és a ppr40-1 ndvényekben,
ellentétben a masik két altalunk vizsgélt glioxaldz I génnel, ahol az At1g15380 expresszidja
haromszor, az Atig80160 expresszioja pedig nyolcszor magasabb volt a ppré0-1
mutansokban a vadhoz képest. A GLX2-1 (At2g43430) és GLX2-2 (At3g10850) transzkript
szintje szintén 1.5-2-szer magasabb volt a mutansban (5.19. 4bra). A vizsgalt glioxaldz gének

megemelkedett expresszioja magyarazhatja a ppr40-1 mutans MG szembeni rezisztencidjat.
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5.19. abra A glioxalaz I és glioxaldz II gének transzkripcids aktivitasa vad és ppr40-1 mutans ndvényekben.
Alap allapota transzkript szintek vizsgalata valos-ideji RT-PCR-rel: GLXI-1 (Atigli840), Atigl5380,
Atlg80160, GLX2-1 (At2g43430), GLX2-2 (At3g10850 ). A relativ expresszio mértékét a GAPDH-2 referencia

génhez viszonyitottuk.

5.7. A PPR40 fehérje kapcsolata a mitokondrialis elektron transzporttal

5.7.1. A PPR40 fehérje lokalizacioja

A PPR domént tartalmaz6 fehérjecsalad tagjai jorészt a kloroplasztiszokban vagy a
mitokondriumokban lokalizalodnak, ¢és a sejtorganellumokon beliilli génexpresszios
folyamatok szabalyozéasadban vesznek részt (Andrés és mtsai., 2007). Mivel a PPR40 fehérje
sejten beliili eloszlasardl nem kozoltek még az irodalomban kisérletes adatot, ezért eldszor
szamitogépes programokkal elemeztilk a lehetséges lokalizaciot. A TargetP program
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) elemzése alapjan a fehérje valoszinlileg a
kloroplasztiszban lokalizalodik, mig a Predotar (http://urgi.infobiogen.fr/ predotar/) és az
iPSORT algoritmus (http://psort.nibb.ac.jp/) a mitokondriumban valdsziniisitette a fehérje
mukodési helyét. Ezekbdl a feltételezésekbdl kiindulva a PPR40 aminosav szekvenciajanak
vizsgélata alapjan mi egy mitokondrialis célszekvenciat és hasitdo helyet azonositottunk a
fehérje aminoterminalis részén (5.3.C abra). A PPR40 sejten beliili lokalizacidjanak
igazolasdhoz vad és PPR40-HA fehérjét taltermeld novényeket felhasznalva fehérjét
izolaltunk kiilonb6z6 sejtszervecskébdl és teljes sejtkivonatbol. Annak ellenére, hogy a
PPR40-HA mRNS szintje a tultermeld novényekben magas volt, teljes sejtkivonatbdl alig

tudtuk kimutatni a fehérjét Western blot analizisben. Sejtszervecskék izoldldsa utan a PPR40-
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HA fehérje a mitokondriumban volt kimutathatd HA ellenanyag segitségével (5.20. abra).

Sem kloroplasztiszban, sem méas organellumban nem mutattunk ki fazios fehérjét.

T M1 M2 K1 K2

PPR40-HA L 1]

5.20. abra PPR40-HA fuzios fehérje Western blot analizise
T: teljes sejtkivonat. Az M1 és M2: mitokondrialis frakciok, K1 és K2: kloroplasztisz frakciok két fiiggetlen

transzgenikus vonalbol

Az immunoblot eredmények alatdmasztasdhoz megvizsgaltuk a PPR40-HA sejten
beliili térbeli eloszlasat fluoreszcensen jelolt HA ellenanyag segitségével. PPR40-HA fehérjét
taltermeld gyokér eredetli sejtszuszpenzids kulturat hoztunk 1étre Agrobacterium-kozvetitett
transzformacid segitségével, majd protoplasztokat izoldltunk beldle és immunhisztokémiai
vizsgalatokat végeztiink egér monoklondlis HA ellenanyag és FITC-kapcsolt kecske egér-
elleni IgG felhasznalasaval. Konfokalis 1ézer-pasztdz6 mikroszkdp segitségével készitett
felvételeken jol lathatod, hogy a zold szinben fluoreszkalé FITC-jelolt HA ellenanyag ¢és a
narancssarga szinben fluoreszkald6 MitoTracker mitokondrialis marker jele atfed egymassal

(5.21. A abra).

5.21. abra PPR40-HA tultermeld protoplaszt immunfestése
A: M - MitoTracker Orange fluoreszcens jele, F - FITC-jel6lt HA-elleni ellenanyag z6ld fluoreszcens jele, FM -
FITC és MitoTracker atfedd jele, L - a protoplaszt teso fehér fényben. A vonal 5 um mutat.

B: Nagyfelbontasu felvétel MitoTracker, FITC és atfedo (sarga fluoreszcens) jelrél, a vonal 5 um mutat.
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A nagyobb felbontasu felvételek megerdsitették a két jel teljes atfedését, ami alatamasztja a

PPR40 fehérje mitokondridlis elhelyezkedését (5.21. B dbra).

5.7.2. A PPR40 kapcsolodasa a 111 komplexhez

A PPR40 mitokondrialis lokalizacioja arra 6sztonzott minket, hogy tanulméanyozzuk a
fehérje organellumon beliili szerepét és esetleges kapcsolatit a makromolekularis
komplexekhez. Els6 Iépésként a fehérje RNS kotd képességét vizsgaltuk meg, mivel ez az
eddig ismert PPR domént tartalmaz6 fehérjék nagy részére jellemzo tulajdonsag. Tobb
kiilonbozé modszert alkalmaztunk: UV és formaldehid keresztkotd agensek segitségével
mitokondrialis fehérje-RNS komplexeket hoztunk létre, tisztitott PPR40 fehérjével RNS-
kotési gél retardacids technikat alkalmaztunk, illetve in vitro transzlalt mitokondrialis RNS-
eket hasznaltunk. Egyik esetben sem talaltunk egyértelmii bizonyitékot arra, hogy a PPR40
RNS kotésre képes. Ezek utan megprobaltuk a PPR40 fehérjének a pontos helyzetét
meghatdrozni a mitokondriumon beliil. Mivel egy el6z6 kisérletben azt taldltuk, hogy a
fehérje membran asszocialt, ezért két kiillonbozé moddszert, a mitokondridlis fehérje
komplexek cukorgradiensen torténd elvalasztasat és az un. 2 dimenzidés Blue-Nativ/SDS
poliakrilamid gélelektroforézist (BN/SDS PAGE) alkalmaztuk. E két mddszerrel, illetve az
ezeket kovetd western analizissel arra kerestiik a valaszt, hogy a PPR40-HA fehérje
kapcsolddik-e valamelyik 1égzési komplexhez a mitokondriumban.

A komplexek cukorgradiens centrifugaldssal torténd elvalasztisa utan a kapott
frakciokat BN-PAGE-al, és HA-elleni ellenanyagot hasznalva western analisissel vizsgaltuk
meg (5.22. A é&bra). A PPR40-HA fehérje egy kb. 500 kDa tomegli komplexben volt
kimutathaté a 6-8 frakciokbol. A komplex mérete megegyezett a mitokondrialis 1égzési lanc
Il komplexének méretével (Dudkina és mtsai.,, 2005). Ezzel parhuzamosan végeztiik 2
dimenzios Blue-Nativ/SDS poliakrilamid gélelektroforézis kisérleteket. A 2D BN/SDS PAGE
technika lényege, hogy elsé 1épésként (elsé dimenzid) a bioldgiai membranokhoz kotott
fehérje komplexeket elvalasztjuk molekulatomegiik szerint nativ koriilmények kozott.
Misodik 1épésként (masodik dimenzid) a komplexeket alkotoikra bontjuk denaturalod
koriilmények kozott. A PPR40-HA taltermeld sejtszuszpenzids kultirdbol mitokondriumot
izolaltunk, majd BN-PAGE-el elvalasztottuk és coomassie festéssel lathatova tettiik az
elektron transzport lanc komplexeit (5.22. B abra). Western detekcidot kdvetden azt
tapasztaltuk, hogy a PPR40-HA fehérje feltételezhetéen a II1 komplexhez kapcsolodik. Ennek
alatdmasztasara a PPR40-HA fehérjét tartalmazé komplexet a nativ gélbdl kivagtuk, és SDS-
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5.22. abra PPR40-HA fehérje a mitokondrialis elektron transzport lanc III komplexéhez kapcsolddik
A: Cukorgradiens centrifugéldssal elvalasztott frakciok szeparaldsa blue-nativ gélelektroforézissel (bal oldal),

illetve az azt kovetd western analizis (jobb oldal). Kontroll: nativ koriilmények kozott izolalt mitokondridlis

fehérje kivonat.

B: A BN-PAGE elvalasztott mitokondridlis komplexekben Western analizissel azonositottuk a PPR40-HA
fehérjét, ami a III komplexhez kdthetd. A III komplex 2. dimenzios elvalasztasat SDS-PAGE-el végeztiik, majd
Western analizissel megerésitettiik a PPR40-HA jelenlétét a komplex tagjai kozott. A 111 komplex alegységeit

(I11/1-5) tomegspektroszkopias analizissel azonositottak (5.1. tablazat).

PAGE-el alkotoira bontottuk. Egy ujabb western analizissel sikeriilt megerdsiteni a 74 kDa
molekulatomegi PPR40-HA fehérje jelenlétét az adott komplexben. A komplex
azonositasdhoz ~ 0t,  viszonylag nagy  mennyiségben  elofordulo  alegységet

tomegspektroszkopias analizissel elemeztiink (5.1. tablazat). Az Osszes azonositott fehérje a
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mitokondrium III komplex mar ismert alegysége volt. Az eredményeink alapjan
kijelenthetjiik, hogy a PPR40 fehérje a III komplexhez kapcsolédva a mitokondrialis elektron

transzport lanc része.

minta gén fehérje tomege egyedi lefedettség
(kDa) peptidek

1 At3g02090 mitochondrial-processing peptidase B subunit | 59 32 55.0%

1 At3g16480 mitochondrial-processing  peptidase -2 | 54 1° 3.0%
subunit

1 At2g07727 | Cytochrome b 44.5 1° 3.3%

2 Atlg51980 mitochondrial-processing  peptidase  a-1 | 54° 24 40.4%
subunit

2 At3g16480 mitochondrial-processing  peptidase  a-2 | 54° 1°9) 16.4%
subunit

3 At5g40810 Cytochrome c 1 33 6 20.8%

4 At5g13430 Ubiquinol-cytochrome c¢ reductase (REISKE | 26 6 22.1%
subunit)

5 At4g32470 Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex | 14.5° 5 49.2%
14 kDa protein

5 At5g25450 Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex | 14.6° 1%2) 18.0%
14 kDa protein

5.1. tablazat A PPR40-HA fehérjét tartalmazé mitokondrialis komplexbdl azonositott fehérjék listaja

A listaban szerepld 0sszes fehérje a mitokondrium IIT komplex részét képezi.

* EIEAIGGNTSASASR, ” GIPNSYTDETDHT

¢ Ezek a fehérjék 81%-ban azonosak, am volt egy egyedi peptid (SAILmNLESR), ami alapjan az a-2 alegység
azonositva lett.

¢ Ezek a fehérjék 81%-ban azonosak, viszont volt egy egyedi peptid (SYLQDmLALVK), ami alapjan

azonositani lehetett a masodik fehérjét is.

5.7.3. A ppr40-1 és vad tipus mitokondrialis komplexeinek 6sszehasonlitasa

Azért, hogy teszteljiik, hogy a PPR40 fehérje hianya okozott-e barmilyen valtozast az
elektronszallitdsi komplexumok 6sszetételében, mitokondriumot izolaltunk vad és ppr40-1
mutans sejtszuszpenzids kultirdbol, és a membranfehérjéket BN gélen elvalasztottuk. A vad
¢s mutans mitokondriumok légzési komplexei hasonléan néztek ki a BN gél futdsi képén
(5.23. A abra), ¢és Image] program segitségével torténd képelemzés eredménye (fliggelék,
12.2. A abra) is ezt igazolta. A ppr40-1 és vad Il komplex SDS-PAGE elvalasztasa utan
(5.23. B) szintén nem taldltunk mennyiségi kiilonbséget az egyes komplex alkot6 alegységek
ImagelJ-vel torténd elemzése utan (fiiggelék, 12.2. B dbra). Habar a PPR40 egyértelmiien a III
komplexhez kapcsolddik, ezek az adatok azt mutattak, hogy a PPR40 fehérje valdsziniileg

nem hat a III komplex fobb alegységeinek Osszetételére és stabilitasara. Valos idejit RT-PCR-
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rel megvizsgalva a III komplex génjeinek mRNS szintjét azt tapasztaltuk, hogy a vad és a

ppr40-1 novények kozott egyik esetben sem volt 50%-ndl nagyobb a kiilonbség (5.2.

tablazat), és a transzkript szintek jorészt megegyeztek.

A
vad tipus  ppr40-1

komplexek ﬁ

1+111 -

- 600
I - ‘ - 500
IV . o

- 1500

- 1000

B
vad tipus ppr40-1
fehérjék kDa
-95
-72
1M
/2 -55
-43
/3 - -34
/4 -
N -26
ms- « = -17

5.23. abra ppr40-1 mutans és vad tipusi mitokondrium légzési komplexeinek 6sszehasonlitisa BN/SDS-

PAGE analizissel

A: BN-PAGE elvalasztas sejtszuszpenziobol izolalt mitokondriumokbol

B: ppr40-1 és vad tipust III komplex SDS-PAGE analizise
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gén fehérje vad tipus ppr40-1 ppr40/vad tp.
At3g27240.1 CYCl-1 0,148 +0,002 | 0,121 +0,001 0,82
At5g40810.1 CYCl1-2 7,24 £ 0,06 7,26 0,07 1,00
At1g51980.1 MPPal 36,6 + 3,37 33,6+ 1,7 0,92
At3g16480.1 MPPa2 0,712+0,01 0,856 + 0,01 1,20
At3202090.1 MPPf 3,2+0,03 2,66 + 0,07 0,83
At2g40765.1 UCRY 6,5+0,02 6,32+ 0,49 0,97
At5g13430.1 UCRI1-1 4,69 + 0,09 5,24+ 0,09 1,12
At5g13440.1 UCRI-2 0,44 + 0,005 0,57 £ 0,05 1,28
At3g10860.1 UCRQ-1 0,68 = 0,03 0,80+ 0,001 1,19
At5g05370.1 UCRQ-2 6,78 + 1,43 592+04 0,87
Atlgl5120.1 QCR6-1 1,58 £0,03 1,57 £ 0,02 0,99
At2g01090.1 QCR6-2 1,8+0,01 1,52 +0,09 0,84
At4g32470.1 QCR7-1 281 +3,68 193 £5,76 0,69
At5g25450.1 QCR7-2 1,23 £0,02 1,1 £0,01 0,89
At3g52730.1 QCR9 11,8 + 0,01 10,8 + 0,48 0,92
At2g07727.1 COB2 465+ 113 476 =119 1,02
At2g07727.1 és AtMg00220 | COB2 és cob 22,7+ 1,87 36,4+ 0,83 1,60

5.2. tablazat A III komplex alegységeinek expresszids analizise valés idejii RT-PCR segitségével

Héarom hetes vad és ppr40-1 ndvényeken végeztiik a vizsgalatokat GAPDH-2 kontroll gén transzkript szintjé¢hez

normalizalva az eredményeket, melyek 10°-szorosat tiintettiik fel a tablazatban.

5.7.4. A PPR40 lehetséges szerepe a mitokondrialis RNS érési folyamataiban

A PPR fehérjék nagy szamban vesznek részt az organellaris RNS érési folyamatok
szabalyozasaban, ezért megvizsgalutk, hogy a PPR40 befolyasolja-e a III komplex
alegységeinek mRNS érését. Az apocitokrom b (cob, ATMG00220) az egyetlen III
komplex alegység, ami a mitokondridlis genomban koédolodik, és egy 5 kb hosszisagu
transzkriptként irodik at (Brandt és mtsai., 1993). Ez a transzkripum tartalmazza még az
L5 riboszomalis fehérje génjét (rpl5) és egy, a S14 riboszémalis fehérje génjéhez (rspl4)
hasonldé pszeudogént. Az Gsszes tobbi III komplex alegység a sejtmag genomjaban
kodolodik €s az érett fehérjék szallitodnak a mitokondriumba.

Az apocitokrom b gén nem tartalmaz intront, de mivel az rpl5-el és rspl4-el egy
leolvasasi keretet alkotnak, Northern hibridizaciét alkalmazva transzkript analizist
végeztliink. ppr40-1 muténs, vad tipust és komplementalt (ppr/C5) névényekbdl teljes
mitokondrialis RNS-t tisztitottunk, majd 1 kb hosszisagu cob probat hasznaltunk (4.5.
fejezet). A hibridizacioé eredménye (5.24. dbra) alapjan kijelenthetjiik, hogy az rpl5-rpsi4-
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cob transzkriptum méretében nincs kiilonbség a ppr40-1 mutans, vad tipusu és

komplementalt (ppr/C5) ndvények kozott.

S 2 9
g2 8 S  kp
-6.0

—_— — cob-| R AR © ¥
rpl5 rsp14 cob -0

1B5-| == W == |_3
proba: 1kb
185

Ly

Az apocitokrom b (cob) probaval egy 5 kb-os atirt mRNS detektalhato (* jeldlt), ami a rpl5-rpsi4-cob

1
—
-
¥
N
o

5.24. abra Az apocitokrém b gén Northern analizise

transzkriptum. A kisebb hibridizacios jelek a 18S rRNS kereszt-hibridizaciojabol adoédnak (Brandt et al., 1993).
Az also panelen a gélre felvitt etidium-bromiddal festett RN'S mintak lathatoak.

Az RNS szerkesztés folyaman bekovetkezd hibak befolyasolhatjdk a fehérjék
1étrejottét €s aktivitasat. Az apocitokrom b mRNS érésének vizsgalatakor hét szerkeztési
helyet (C—U konverzid) azonositottak (Giegé ¢és Brennicke, 1999). Szerettiik volna
megtudni, hogy a cob mRNS szerkeztése megvaltozott-e a ppr40-I mutansban, ezért vad
tipusu és mutans novényekbdl tisztitott mitokondrialis RNS mintakbdl teljes hossztsaga cob
cDNS-t irtunk 4t, és meghatdroztuk a nukleotid sorrendjét. Osszehasonlitd szekvencia
analizissel azonositani tudtuk mind a hét ismert C—U szerkeztési helyet (5.25. abra), és nem
talaltunk semmilyen kiilonbséget a vad €s a mutans ndévény cob cDNS szekvencidja esetében.

Béar nem talaltuk eltérést a ppr40-1 és vad tipusi novények kozott az egyetlen
mitokondriumban kédolt III komplex alegység RNS vagasi és szerkeztési folyamataiban, nem
zérhatd ki a PPR40 a fent emlitettektdl kiilonb6z0 szerepe a mitokondrialis RNS

metabolizmus szabalyozasaban (pl.: sapkazodas, metilaciok; transzlacio szabalyozasa).
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ppr40-cob
Col-cob

GGGGCAAGTATGTTTTTTATTGTGGTTTAC
GGGGCAAGTATGTTTTTTATTGTGGTTTAC

cob-genomi GGGGCAAGTATGTTTCTTATTGTGGTTTAC 271-300
286
ppr40-cob TTCGTGGTCTATATTATGCGAGTTATAGCA
Col-cob TTCGTGGTCTATATTATGCGAGTTATAGCA
cob-genomi TTCGTGGTCTATATCATGCGAGTTATAGCA 311-340
325
ppr40-cob GTTTTTTTAGTCTTCATTATTTACTCCCCT
Col-cob GTTTTTTTAGTCTTCATTATTTACTCCCCT
cob-genomi GTTTTTTTAGTCTTCATCATTTACTCCCCT 551-580
568
ppr40-cob TTCCTACCGATCTATGCCATTCTTCGTAGT
Col-cob TTCCTACCGATCTATGCCATTCTTCGTAGT
cob-genomi TTCCTACCGATCCATGCCATTCTTCGTAGT 841-870
853
ppr40-cob TGTAGCCGCAATAGCACTAGTTTTTATATG
Col-cob TGTAGCCGCAATAGCACTAGTTTTTATATG
cob-genomi TGTAGCCGCAATAGCACCAGTTTTTATATG 891-920
908
ppr40-cob TTCGACCGATTTACCAAGGAATGTTTTGGT
Col-cob TTCGACCGATTTACCAAGGAATGTTTTGGT
cob-genomi TTCGACCGATTCACCAAGGAATGTTTTGGT 971-1000
982

ppr40-cob TGGACAAATTTCTTCTTTGGTTTTCTTCTT
Col-cob TGGACAAATTTCTTCTTTGGTTTTCTTCTT
cob-genomi TGGACAAATTTCTCCTTTGGTTTTCTTCTT 1071-1100

1084

5.25. abra A mitokondrialis apocitokrom b gén 6sszehasonlité szekvencia analizise.
A ppr40-1 mutans (ppr40-cob) és vad tipusu ndvény (Col-cob) apocitokrom b c¢DNS szekvencidjanak
Osszehasonlitasa ~a  TAIR  adatbazisban  megtalalhato szekvenciaval

genomi  (cob-genomi)

(http://www.arabidopsis.org). A sarga kiemelés a hét C—U csere helyét (Giegé és Brennicke, 1999) jeldli.

58. A ppr40-1 mutansban sériilt a III komplexen Kkeresztiili

elektronaramlas

Annak érdekében, hogy a PPR40 szerepét megismerhessiik az elektron transzport
lancon beliil, megvizsgaltuk az ezzel Gsszefliggésbe hozhatdé mitokondrialis funkciokban
bekovetkezd lehetséges valtozasokat, mint példaul a kiillonb6zd 1égzési szubsztratok fogyasat
¢s a reaktiv oxigénformak keletkezését. A kisérletekhez gyokérbol, levélbdl ¢és
sejtszuszpenziobol izoldlt ép mitokondriumokat hasznaltunk, a mitokondriumok fehérje
tartalma alapjan azonos mennyiségben. El0szor NADH-t hasznaltunk elektron donorként, ami
az I komplex szubsztratja. A felvett elektront a I komplex az ubikinon pool-on keresztiil a III

komplexhez juttatja, majd onnan az elektron a citokrom c-n keresztiil a IV komplexre kertil,
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ahol az O, vizzé redukalodik. Azt tapasztaltuk, hogy a ppr40-1 mitokondriumok oxigén
fogyasztasa 50%-kal kisebb, mint a vad mitokondriumoké (5.26. A abra). Ezutan szukcinatot
alkalmaztunk 1égzési szubsztatként ami a II komplex elektron donorja (az elektronszallitasi
utvonal hasonlo: II—ubikinon—III—-IV—0;). A méréseknél azt tapasztaltuk, hogy azonos
mennyiségli szukcinat hozzdadasakor a vad mitokondriumnal 38%-kal nagyobb O, fogyast
mértiink mint a ppr40-1 esetében (5.26. A ébra). Ezekbdl az adatokbol arra kovetkeztettiink,
hogy akér az I akér a II komplexen keresztiil juttatjuk be a rendszerbe az elektront, az O,
fogyas le fog csokkenni.

Ezutan megvizsgaltuk a IV komplex miikodését. Aszkorbinsavat (ASC) hasznaltunk
szubsztratként, ami a IV komplex elektron donorja, és az ASC-rdl az elektron kdzvetleniil az
Os-hez keriil. Azonos mennyiségli aszkorbat hozzdadasakor az O, fogyasztas 2.5-3-szor tobb
volt a ppr40-1 esetében, mint a vad mitokondriumoknal. Mivel az O, fogyasztasban jelentOs
kiilonbséget tapasztaltunk aszkorbat szubsztrat mellett, megvizsgaltuk azt is, hogy az
aszkorbat fogyasztdsban van-e kiilonbség. Gyodkérbdl tisztitott ppr40-1 mitokondriumok
aszkorbat fogyasztasa 25%-kal volt nagyobb, sejtszuszpenziot hasznalva pedig 50%-kal volt
nagyobb, mint a vad mitokondriumoké (5.26. C ébra). A IV komplexre jellemz6
enzimaktivitast, a citokrom-c oxidaz (COX) aktivitasat is megmértiik ppr40-1 ¢és vad
mitokondriumokban. Azt kaptuk, hogy mind levélbdl mind gyokérbdl izolalt mitokondriumok
esetében a ppr40-1 COX aktivitasa kétszerese volt a vad tipusuénak (5.26. B ébra). Ezen
eredményeinket Osszegezve mar nem csak arra kovetkeztethettiink, hogy a IV komplex
mukodoképes, hanem arra is, hogy a ppr40-I mutansokban nagyobb hatékonysaggal
miikddik, mint a vad mitokondriumokban. Osszegezve tehat elmondhatjuk, hogy a ppr40-1
mutansban sériilt a elektronszallitasi lanc (feltételezhetdleg a III komplexnél), de ennek
ellenére a IV komplex elektron felvevd és tovabbitd képessége ép maradt, és fokozott
mukodésével probalja kompenzalni a sériilést.

Ha a III komplex lecsdkkent citokrém c¢ reduktaz aktivitadssal rendelkezik, ez az
elektronszallitas gatldsdhoz és az ubikinon-poolban az elektronok felhalmoz6dasahoz vezet,
ami reaktiv oxigénformak képzOodését eredményezheti. Az alternativ oxiddzok (AOX) a
tobblet elektronokat az ubikinon-poolbdl fel tudjak venni, vizzé alakitjadk az O,-t és
megakadalyozzak a ROS felhalmozodasat stressz hatasara (Navroth és mtsai., 2007). Annak
érdekében, hogy megtudjuk, az AOX aktivitds megvaltozott-e a ppr40-1 mutansban, el6szor
Osszehasonlitottuk a ppr40-1 és vad ndvények stresszvalasz-specifikus Aoxld transzkript
szintjét valos-idejii RT-PCR segitségével. Az AoxId transzkript szintje 15-20-szor nagyobb
volt a kezeletlen (kontroll) ppr40-1-ben mint a vad tipusban, ami arra utalhat, hogy az AOX
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aktivitds képes lehet a felhalmozddott elektron-tobbletet elszallitani. Mérsékelt soOstressz
hatasara (150 mM NaCl) az AoxI/d mRNS mennyisége tovabb emelkedett mindkét
novényben. 200 mM NaCl kezelés utdan a ppr40-1 mutansban mar csokkent, mig vad
novényekben emelkedett a transzkript szint (5.26. D ébra). Megvizsgaltuk az AOX aktivitasat
is, és 40%-kal nagyobb aktivitdst mértiink a ppr40-1 esetében mint a vad tipusnal. Az
eredményeink aladtdmasztottdk azt a feltételezéslinket, hogy az elektrontranszport a III

komplexen keresztiil gatolt.

A O, fogyasztas B COX aktivitas
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5.26. abra A ppr40-1 mutansban sériilt a III komplexen keresztiili elektronaramlas

A: ppr40-1 és vad sejtszuszpenziobol tisztitott mitokondriumokon mért O, fogyasztas

B: Citokréom-c oxidaz (COX) aktivitas mérése levélbol és gyokérbdl tisztitott ppr40-1 és vad mitokondriumokon
C: Aszkorbat fogyasztads mérése gyokérbol és sejtszuszpenziobol tisztitott ppr40-1 és vad mitokondriumokon

D: A stresszvélaszokban érintett alternativ oxidaz 1d (40X1d) gén kifejezddése vad és ppr40-1 névényben 6 ora

0 mM (kontroll), 150 mM ¢és 200 mM NacCl kezelés hatasara, GAPDH-2 génhez viszonyitva
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5.9. A ppr40-1 mutansban megemelkedett az oxidativ karosodas mértéke

A mitokondriumokban az I és III komplexeket tartjdk a reaktiv oxigénformak (ROS)
els6dleges keletkezési helyének az oxidativ 1égzés alatt (Chen és mtsai.,, 2003, Navrot és
mtsai., 2007). Ebbdl kiindulva megvizsgaltuk a ppr40-1 mutansban a ROS esetleges
felhalmozodast €s az annak kdvetkeztében megvaltozott folyamatokat.

A H,0, festési eljarasokkal konnyen kimutathato, aranylag stabil ROS. A ppr40-1 és
vad ndvényekben a H,O, mennyiségének 0sszehasonlitasara levagott leveleken DAB festést
végeztiink. A ppr40-1 levelekben 28%-kal nagyobb mértékii H,O, felhalmozodast figyeltiink
meg mint a vad levelekben (5.27. A é4bra). A ROS okozta karosodads egyik kozvetlen
kovetkezménye a zsirsavak oxidacioja, ezért a lipidek karosoddsanak mértéke fontos
jelzésnek szamit a ROS felhalmozodéasakor. Meghatarozasa a malondialdehid (MDA)
mérésén alapul, amely a lipid peroxidacid soran keletkezik. Az MDA mérésekor azt
tapasztaltuk, hogy az aranya kontroll koriilmények kozott 20-22%-kal nagyobb volt a ppr40-1
mutansban mint a vad névényben (5.27. B abra), ami aldtamasztja a DAB festés eredményeit.
Bar 24 6ra 200 mM NaCl kezelés kissé novelte a MDA mértékét, a kiilonbség a két ndvény
kozott hozzavetdleg ugyanannyi maradt mint a kezeletlen kontrollnal.

Stressz vagy specifikus gatloszerek hatasara a III komplex miikddése sériil és
szuperoxid gyokok (O,) képzddnek rdla, amik az oxigén leginkdbb reakcioképes formaja. A
mitokondriumban az itt taldlhaté6 mangén tartalmu szuperoxid-dizmutaz (MnSOD) végzi a Oy’
" — H,0, atalakitast. Megvizsgaltuk a ppr40-1 mutans SOD aktivitasat levelekbdl tisztitott
enzimkivonatot hasznalva, és 15%-kal nagyobb értéket kaptunk, mint a vad esetében. Amikor
izolalt mitokondriumbdl tisztitott enzimkivonatot hasznaltunk, ¢s ezaltal csak a mitokondrialis
MnSOD aktivitasat meértiik, 40%-kal nagyobb aktivitast tapasztaltunk a ppr40-1 mutansnal,
mint a vad esetében (5.27. C abra). Az altalunk tapasztalt megnovekedett mitokondrialis
MnSOD aktivitds azt mutatta, hogy a ppr40-1 mutansban fokozott a szuperoxid gydk
képzddés és az azt kovetd H,O, felhalmozodés, amit a DAB festés eredményei is
alatdmasztanak.

Szerettiink volna biztosak lenni abban, hogy a ppr40-1 esetékben H,O, képzddés
elsddleges forrasa a mitokondrium, ezért megmértik a H,O, képzddést izolalt
mitokondriumokban. Gyokérbdl izolalt mitokondriumoknal 20%, mig sejtszuszpenzidbol
izolalt mitokondriumoknal 30%-kal tobb H,O, képzddott a ppr40-1-ben, mint a vad tipusban
(5.27. E 4bra). A sejtekben keletkezett H,O,-ot az aszkorbat peroxidazok (APX) vizzé tudjak
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atalakitani egy hatékony folyamatban aszkorbat redukalasa kdzben (Nakano és Asada, 1981).
Megmértiik a ppr40-1 és vad ndvények leveleibdl izolalt teljes enzimkivonatok APX
aktivitasat. A mutansban 15-20%-kal alacsonyabb az enzimek aktivitidsa a vadhoz képest
(5.27. D abra), amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a ppr40-1 mutans peroxid detoxifikacios
kapacitasa is sériilt. Sostressz hatasara (6 és 24 ora kezelés, 200 mM NaCl) bar megnétt az

APX aktivitas a novényekben, a kiilonbség jelentdsen nem valtozott.
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5.27. abra Reaktiv oxigénformak felhalmozédasa a ppr40-1 mutansban

A: H,0, kimutatasa DAB festéssel vad és ppr40-1 novények leveleibdl (n=50, p<0.001)

B: MDA tartalom mérése 0, 6 és 24 o6ra 200 mM NaCl kezelés utan. Az aranyok megallapitasakor a vad
kezeletlen novények MDA tartalmat vettiik 100%-nak (p <0.05).

C: SOD aktivitas meghatarozasa levélbdl és mitokondriumbol tisztitott teljes enzimkivonatbol (p < 0.05).

D: APX aktivitas valtozasa 6 és 24 6ra 200 mM NaCl kezelés hatasara, a kontroll (0 6ra) a kezeletlen ppr40-1 és
vad novények (p < 0.05)

E: H,0, képz6dés mérése levelbdl és sejtszuszpenzidobdl izolalt mitokondriumokban (p<0.05)

Arra is kerestiik a valaszt, hogy a ppr40-I mutansban elégteleniil miikodé6 ROS

detoxifikélds kovetkeztében érzékennyé valik-e a ndvény a kiilsé oxidativ stresszre. Vad és

s

herbicid) és H,O, tartalmu taptalajra raktunk. A ppr40-1 ndvények sokkal gyorsabban
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kezdtek el kifehéredni, a klorofill lebomlas erdsebb volt, mint a vad tipusuaknak (5.28. A és B

abra).
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5.28. abra A ppr40-1 érzékeny a H,0, és paraquat kezelésre

A: Két hetes vad és ppr40-1 novények 4 nap 10 mM H,O, és 2 uM paraquat kezelés hatasara eltéré mértékben
fehéredtek ki a kontroll (kezeletlen) novényekhez képest

B: Klorofill-a és -b tartalom mérése 4 nap 10 és 20 mM H,0; illetve 1 és 2 uM paraquat kezelt két hetes vad és
ppr40-1 csirandvényeknek (p < 0.05).
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6. Eredmények megvitatasa

6.1. A ppr40-1 mutacio okozta valtozasok a III komplexen keresztiil befolyasoljak a

mitokondrialis elektrontranszportot

A PPR doménnel rendelkezd fehérjékrél ismert, hogy fehérje-fehérje
kolecsonhatasokban moduldlod szerepet jatszanak és ezéltal tobb, eltérd utvonalon keresztiil
szabalyozzak az ubiquitin konjugacidt és a sejtek novekedését (Liu és mtsai, 2005). Mind a
kloroplasztiszban mind a mitokondriumban megtalalhatoak, ¢s RNS-fehérje kdlcsonhatas,
illetve fehérje komplexekhez vald kapcsoldodasuk révén részt vesznek az RNS érési
folyamataiban és az organellumok szerkezeti stabilitdsdnak biztositasaban (Williams ¢és
Barkan, 2003; Andrés és mtsai., 2007). Kisérleteink eredményeként megallapitottuk, hogy a
PPR40 PPR domént tartalmazé fehérje a mitokondrium III komplexéhez kapcsolodik, ami
arra utal, hogy a PPR40 szerepet jatszik a III komplex elektrontranszport lancanak
stabilizalasdban. A PPR40 fehérje 14 PPR ismétlodést tartalmaz, ami két kiilonallo domént
alkot (5 és 9 PPR). Munkénk sordan két ppr40 mutans allélt jellemeztiink, amelyek
kiilonbozden befolyasoltdk a rozetta levelek fejlédését és az ABS érzékenységet. Ez a
kiilonbozdség Osszefiiggésben van a beépiild T-DNS helyével a PPR40 génben. A ppr40-1
allélban a T-DNS a PPR domének el6tti részbe épiilt be és egy 3' végen csonkitott transzkript
szintézisét teszi lehetévé, amirdl egy PPR domének nélkiili mitokondrialis fehérje képzddhet.
A ppr40-2 mutansban, ahol a fejlédési és stresszvalaszok nem mutatnak olyan nagy mértékii
elvaltozasokat mint a ppr40-1-ben, a T-DNS beépiilés lehetdveé teszi egy hosszabb, de szintén
csonkitott transzkript szintézisét. Errdl a transzkriptrdl atirodhat egy olyan feltételezett fehérje
(PPR40-2), aminek hidnyzik a C-terminalis része, de az elsd 5 PPR ismétlodést tartalmazza. A
ppr40-2 mutans "leaky" fenotipusabol arra kovetkeztettiink, hogy a feltételezett PPR40-2
fehérje valdsziniileg atirodik ¢és részlegesen miikodik, mikdozben a pprd40-1 egy teljes
funkciovesztéses mutans.

A ppr40-1 mutanst T-DNS inszercids mutagenezis programunk soran (Szabados és
mtsai., 2002) azonositottuk egy csirdzasi kisérletsorozatb6l, ahol fokozott ABS érzékenységet
mutatott. Tovabbi vizsgalatok soran kidertiilt, hogy a vad tipushoz képest lassabban csirazik,
kisebb méretii, érzékeny a sostresszre €s tolerans a metilglioxal hatasara. A ppr40-1 pleiotrop

fenotipusa tehdt azt mutatta, hogy a PPR40 mikddésképtelensége, ami megvaltozott
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mitokondrialis elektrontranszporthoz vezet, széles korben befolyasolta a sejtfunkcidkat és a
stresszvalaszt. A mitokondrium elektronszallitdsi lancéat érintd mdas ndvényi muticiokrol
leirtdk, hogy okozhat hasonldé novekedési problémakat (Guttierres és mtsai., 1997, Lee és
mtsai., 2002), valamint hideg érzékenységet (Lee ¢€s mtsai.,, 2002) és citoplazmas
himsterilitast (Newton és Coe, 1986). A mitokondrium légzési folyamataiban bekovetkezd
valtozasok befolyadsolhatjadk a sejtek anyagcseréjét, a novények novekedését és fejlodését,
stresszvalaszokat €s az adaptaciot (Mackenzie és Mclntosh, 1999). Mindazonaltal eddig nem
jellemeztek olyan novényi mutéciot, amelyik I komplex miitkodésére hatna.

A ppr40-1 mutansban lecsokkent 1€gzési funkciokbol arra kovetkeztettiink, hogy a
PPR40 fehérje stabilizalo szerepe sziikséges a III komplex megfeleld miitkddéséhez. A III
komplex (ubikinon-citokrom-c oxidoreduktaz) katalizdlja az elektronok 4ramlésat az
ubikinonrdl a citokrom-c-re oxidativ foszforilacié kozben. A III komplexen keresztiili
eleketronaramlast az antimicin A gatolja, ami oda vezet, hogy az ubikinon-pool-ban a
felhalmozddo elektronok hatasara a redox potencidl értéke az optimdlis szint f6l¢ emelkedik.
Ennek kovetkeztében az elektronok atszéllitddnak a molekularis oxigénhez és reaktiv
szuperoxid anionok képzddnek (Navroth és mtsai., 2007). A novényekben a mitokondridlis
I¢legzés alternativ enzimeket €s elektron szubsztratokat alkalmaz, amelyek segitségével a
novények képesek elkeriilni a {6 1égzési utvonalakat zavarat (Mackenzie és McIntosh, 1999,
Krause mtsai., 2004). Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a ppr40-I mutansban a III
komplexen keresztiili csOkkent elektronszallitdishoz megnovekedett citokrém-c oxidaz
aktivitas tarsul, ami valoszinlileg az alternativ elektrondonorok, mint példaul az aszkorbat
felhasznalasara utal. A dehidroaszkorbat (DHA) az aszkorbat oxidalt formaja, ami a
transzporterén keresztiil bejutva a mitokondrium matrixdba a II komplexrél szarmazo
elektronokkal képes aszkorbattd redukalodni (Szarka és mtsai., 2004). Az ASC szintén egy
transzporteren keresztiil kijut a két membran kozotti térbe €s a citokrom-c-nek adja at a felvett
elektronokat, majd a citokrom-c-r6l a IV komplexre szallitodnak az elektronok. igy egy
"elektronfolyamot" biztosit a II és a IV komplex kozott. Ez az elkeriil utvonal a ppr40-1
mutansban mozgasban tarthatja mas alternativ utakkal egyiitt (példaul alternativ oxidazok) az
elektrontranszport lancot. A III komplex megkeriilése altal ugyan csokken a protonpumpa
aktivitassal bir6 komplexek szdma, de az elektrontranszfer lanc mégis iizemel (valdsziniileg
alacsonyabb hatasfokkal), és az oxidativ 1¢legzés és az ATP termelés fenntarthato. A ppr40-1
mutans a vadhoz képest megnovekedett aszkorbat fogyéasa is ezt a hipotézist erdsitheti meg,

de tovabbi kisérletek sziikségesek ahhoz, hogy egyértelmiien bizonyitsuk teoriankat.
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6.2. A ppr40-1 mutansban megemelkedett a ROS mennyisége

A III komplex a ROS képzddés egyik helye a mitokondriumban. Ha a III komplexbe
iranyul6 elektronaramléas lecsokken, ez megakadalyozza a ROS termelddését ezekben az
organellumokban. A citokrom oxidaz (IV komplex) aktivitds gatlasa a ROS képzddés
megndvekedéséhez vezet, ami elsOsorban az I komplexrdl torténik (Chen és mtsai., 2003).
Annak eldontése érdekében, hogy a PPR40 hianya befolyasolja-e ezeket a folyamatokat,
antioxidans enzimek miikodését és a ROS képzdodését vizsgaltuk meg.

Kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy MnSOD aktivitasa 40%-kal nagyobb a ppr40-1
mitokondriumokban. Ez az eredmény arra utal, hogy az elektronszallitisban bekdvetkezett
sériilés miatt a felhalmozodoé elektronok az O,-nel reakcidba lépve szuperoxid anionokat
képeznek a ppr40-1 mitokondriumaban, és ezeket a rendkiviil reaktiv gyokoket a MnSOD
H,0,-a alakitja. Ezzel a kovetkeztetéslinkkel 0sszhangban van az a megfigyelés is, hogy a
mutans novények leveleiben megnétt a H,O, mennyisége a vad novényekéhez képest, illetve
fokozott H,O, képzddést tapasztaltunk izolalt mitokondriumokban. A lipid peroxidacid
mértéke is nagyobb a ppr40-1-ben, ami logikus kovetkezménye az eddig bemutatottaknak.

A novényi mitokondriumokban a ROS képzddést hatasosan képesek csokkenteni az
oxidativ foszforildciét nem végzoé 1égzési utak, amelyek magukba foglaljak az alternativ
oxidazokat. Az AOX az ubikinon-pool-bol szallitjak el az elektronokat az oxigénhez, és ATP
termelddés nélkiil vizet képeznek vele (Millenaar €s Lambers, 2003). Amikor antimicin A-val
gatoltak a III komplex miikodését, az AOX1 gének gyors aktivalodasat figyelték meg
(Vanlerberghe ¢és Mclntosh, 1994). Megvizsgaltuk a stresszvalasz fliggé 40X1d kifejezodését
ppr40-1 és vad novényekben, és 15-20-szor nagyobb értéket kaptunk a mutansban a vadhoz
képest, illetve az alternativ oxidaz aktivitds mérésekor 40%-os kiilonbséget talaltunk. Ez arra
utalhat, hogy az alternativ 1égzési utvonal (més néven cianid rezisztens 1€gzés) fokozott
mitkddésével probalja kiegyenliteni a III komplex elektronszallitdsi zavarat. A ppr40-1
novényekben a H,0O, tartalom ¢és lipid peroxidaciéo mértékének a megemelkedése azonban azt
mutatja, hogy az AOX-on keresztiili kompenzacié teljesen nem képes erre. A sejtekben
keletkez6 H,O, tobbletet semlegesithetik a kataldzok vagy a H,O,-dal mas szubsztratot
oxidalo peroxidazok. Az aszkorbat peroxiddzok (APX) az egyik legfontosabb antioxidansok a
novényekben, melyek a citoplazmaban, perilazméaban, kloroplasztiszokban ¢és a
mitokondriumokban is megtalalhatoak (Nakano és Asada, 1981). A ppr40-1 mutansban az
APX aktivitasa jelentdsen, 35%-kal lecsokkent, ezaltal még sebezhetdbbé téve azt a ROS-kal

szemben. Kovetkeztetésiinket alatdmasztotta az a megfigyelés, miszerint a ppr40-1 mutans
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jelentésen érzékenyebben reagélt a ROS képzd paraquat és a kiils6leg hozzaadott H,O,
hatdsara. Mindkét esetben szignifikdnsan nagyobb klorofill degradaciot tapasztaltunk a
kezelések hatasara a ppr40-1 novényekben, mig kezelés nélkiil a vad és ppr40-1 klorofill
tartalma megegyezett. Az eredményeink megerdsitették azt az elképzelésiinket, hogy a ppr40-
I antioxiddns rendszerét eldrasztjdk a mitokondridlis elektrontranszport sériilése miatt
keletkezetett ROS, ¢és a detoxifikacios mechanizmus ezért képtelen hatdsosan csokkenteni a
megemelkedett ROS szintet stresszhatas alatt. A ppr40-1 mutans fokozott séérzékenysége

valosziniileg egy valasz a megemelkedett ROS szintre stressz kozben.

6.3. A ppr40-1 mutacio befolyasolja a stresszvalaszok szabalyozasat

A csokkentet 1€gzési funkcioval rendelkezé mitokondrium a konstitutiv stressz-
szignalként funkciondldo ROS képzéssel egy allando stressz allapotot hozhat 1étre, és ezéltal
aktivalhatja a sejtek védekezd mechanizmusait. A ppr40-1 mutans esetében is ezt figyelhetjiik
meg, amikor fokozott érzékenységet mutatott ozmotikus €s oxidativ stresszel szemben, mig a
metilglioxal hatisara toleransabbnak bizonyult. Kisérleti eredmények bizonyitottak, hogy a
MG képes megszakitani a mitokondrialis 1égzési lancot az I komplex elektronszallitdsanak
specifikus gatlasan keresztiil leukocitdkban és tumor sejtekben (Biswas ¢és mtsai., 1997, Ray
¢s mtsai., 1994, 1997). A MG gatolja a NADH-fligg6 1égzést és az elektronszallitast az 1, 111
¢s IV komplexen keresztiil, de nincs hatassal a szukcinat szubsztratot hasznalo folyamatra,
ahol a II, III és IV komplexen atszallitodik az elektron. Szintén nem befolyasolja az
elektronok utjat a II komplexrdl kozvetleniil a IV komplexre (Ray és mtsai., 1994, Rosca ¢és
mtsai., 2002). Ebbdl adodik, hogy a MG kezelt sejtekben lecsokken az ATP mennyisége és
energiahiany alakul ki. A III komplex miikddési zavardbol arra kovetkeztethetlink, hogy ez
egy csokkentett NADH-fliggd elektron transzportot eredményez a ppr40-1 mutansban, ¢és azt
tapasztaltuk, hogy ez az alternativ elektron donorok (példaul aszkorbat) haszndlatanak
megemelkedéséhez vezetett a IV komplexen. Ebbdl eredden az I komplex MG-al torténd
gatlasat a ppr40-1 mutansban részlegesen kompenzalta az alternativ elektron transzport, amire
a megemelkedett aszkorbat fogyasztés utalt.

A metilglioxal a glioxalaz-ciklus soran bomlik el, ami ndvények esetében a glioxalaz I
¢és glioxalaz II enzimet foglalja magaba (Esparteo és mtsai., 1995, Maiti és mtsai., 1997).
Korabbi tanulmanyokban leirtak, hogy a glioxalaz I és glioxalaz Il gének egymastol eltérd

modon indukéaldodnak stressz hatdsara (Saxena ¢€s mtsai., 2005). Kisérleteink soran azt
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figyeltilk meg, hogy néhany jellemzett GLX I és GLX II génnek az alap expresszids szintje
magasabb volt a ppr40-1 mutinsban a vad tipushoz képest stresszkezelés hianyaban. A
ppr40-1 mutdnsban a MG tolerancia valasz igy két eseményt foglalhat magéba: az
elektrontranszport érzéketlenségét a MG gatlasaval szemben ¢és a MG lebontasi
mechanizmusanak aktivalasat a fobb glioxalaz gének transzkripcios szabalyozasa altal.

A stresszhatdsokkal szembeni védekezési reakciok aktivalasat a kiilonféle stressz-
szabalyozott metabolikus ¢és élettani valaszok jellemzd valtozasai is jelezhetik. A magas
sotartalomra ¢€s aszalyra adott tipikus metabolikus valasz a prolin felhalmozas, ami megvédi a
sejteket az ozmotikus és oxidativ stresszel szemben (Hare és mtsai., 1999, Székely ¢és mtsai.,
2008). A stressz hatasara bekovetkezd prolin felhalmozodasa fiigg a PSCS altal szabalyozott
bioszintézis és a PDH altal szabalyozott mitokondrialis lebontdsi utvonalaktol, amelyek
ozmotikus stressz-szignal hatasara indukalodnak €s represszalddnak (Yoshiba és mtsai., 1995,
Peng ¢és mtsai., 1996, Kiyosue és mtsai., 1996). Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a
PDHI transzkript szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt sokezelés hatasara, mig a prolin
képzddés megemelkedett a ppr40-1 mutansban a vadhoz képest a sokezelt és a kezeletlen
mintakban egyarant. A PDHI 0tjan torténd prolin lebontas a mitokondriumban folyik és
redukalt NADH/NADPH-t general, amit az oxidativ foszforilaciés rendszer -elektron
donorként hasznal fel (Hare és mtsai., 1998). A III komplex miikodési zavara oda vezet, hogy
lecsokken a NADH-fiiggé elektron transzport és feltehetéen lecsokken a NAD/NADP" szint,
ami eldre jelez egy lehetséges csokkenést a prolin oxidacidjaban a ppr40-1 mutacié miatt. A
ppr40-1 mutinsban a megemelkedett prolin szint ebbdl adodéan egy kozvetlen
kovetkezménye lehet a mitokondriélis elektronszallitas és prolin lebontds meghibasodéasanak,
ez utobbit a PDH1 gén transzkripcios szintjének csokkenése is jelzi.

A prolin oxidacidjanak szabalyozasi mechanizmusa valdsziniileg részt vesz egy
altalanos ozmotikus stresszre adott valaszreakciok szabalyozasdban, mely magéban foglalja a
hasonldé metabolikus véltozasokat, mint példaul a prolin felhalmozddast és a vizvesztés
szabalyozasat a sztomazarodas altal. Ebbdl a szempontbol jelentds, hogy a ppr40-1 mutans
ABS indukalt sztomazarodasa gyorsabb, ami 6sszhangban van az ABS-val szembeni nagyobb
érzékenységével. Mindazonaltal azok az erdfeszitéseink, hogy a PPR40 funkcidjat a
fontosabb transzkripcids faktorok expresszidjaban bekdvetkezd korrelativ valtozasokkal
tarsitsuk a parhuzamos ABS-fiiggd stresszvalasz Utvonalakban, nem nyujtottak egyértelmii
eredményt. Ez az el6zOekben targyalt bizonyitékokkal egyiitt alatdmasztja azt a
kovetkeztetésiinket, hogy a ppr40-I mutans ABS és so tulérzékenységét egy, a

mitokondriumban bekovetkezett rendellenesség okozza a ROS képzddése ¢s ATP termelés
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korlatozéasa altal. ROS kozvetitett jelatvitel nemcsak a programozott sejthaldl iranyitasaval
kapcsolhatd 0ssze (Laloi és mtsai., 2004, Gechev, 2006), de hatasa bizonyitott a kalcium és
ABS jelatvitelen keresztiil a sztdmazarddas szabdlyozasara is (Price mtsai., 1994, Leung és
Giraudat, 1998). ROS szintén részt vesznek ionos stresszvalaszokban a kalcium jelatvitel
iranyitasaban (Liu és Zhu, 1998, Chinnusamy ¢és mtsai., 2004,), és aktival egy MAP kinaz
kaszkadot, ami részt vesz a "cross-talk"-ban biotikus és abiotikus stressz-szignal utak kozott
(Kovtun és mtsai., 2000).

A ppr40-1 tovabbi vizsgalata lehetdséget ad arra, hogy pontosabb valaszokat kapjunk
a mitokondrialis elektrontranszport szerepére a reaktiv oxigén formak keletkezésében, és

ezaltal nagyszamu stresszindukalt jelatviteli folyamatra gyakorolt hatdsara.
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6.1. abra A mitokondrialis elektronszallitas feltételezett modellje a vad és ppr40-1 névényekben

MG: metilglioxal; PRO: prolin; suc: szukcinat; fum: fumatat; U: ubikinon; ASC: aszkorbinsav; DHA: dehidro-
aszkorbinsav; cit.c: citokrom ¢ ; AOX: alternativ oxidazok; SOD: szuperoxid-dizmutaz

A vad tipusii mitokondriumokon beliil az elektron széllitddhat az I-III—-IV komplexen keresztiili titvonalon,
vagy a II-III—IV komplexeken at az O,-hez. A MG képes megakadalyozni az elektronok elszallitdsat az I
komplexrél a NADH-fiiggd elektrontranszport hatékony gatlasa altal. A prolin oxidéacidja a mitokondriumban
zajlik NADH redukcidja mellett. A ppr40-1 mutansban akadalyozott az elektronszallitas a redukaltan mikodd 111
komplex miatt, és ez kényszeriti a IV komplex esetében az alternativ szubsztrat (mint példaul az aszkorbat)
hasznalatara a mitokondriumot. A részlegesen gatolt III komplexen elektron felesleg és ebbdl kdovetkezden
szuperoxid anion keletkezik, ami a ROS okozta sériilésekhez vezet. Az AOX segiti az elektron felesleg
elszallitasat és a szuperoxid anionok felhalmozodéasanak csokkentését. Mivel az elektronszallitas I—III
komplexen keresztiili utvonala sériilt, a MG toxikus hatdsa lecsokken. A prolin oxidacié lecsokken a NADH

feleslege és a NAD -pool csokkenése miatt, ami a prolin szint megemelkedéséhez vezet.
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7. Osszefoglalas

Az eukaridta sejtekben a mitokondridlis elektron transzport rendszer szolgaltatja a f6
energiaellatast az oxidativ 1égzéskor termelddott ATP-n keresztiil. A dolgozatomban
bemutatom, hogy egy, a mitokondriumban lokalizdlodé pentatrikopeptid repeat (PPR)
doméneket tartalmazo fehérje, a PPR40 6sszekapcsolja a mitokondriélis elektron transzportot
a stresszvalaszokkal ¢és a hormonalis szabdlyozassal. A kis névésii ppr40-1 mutans fokozott
s0, ABS, cukor és ozmotikus stressz érzékenységet mutat, mikozben a metilglioxal toxikus
hatasaval szemben ellenallébbnak bizonyult, mint a vad tipusa Arabidopsis thaliana. A teljes
hosszusagi PPR40 cDNS tualtermeltetése a ppr40-1 mutans novényekben helyreéllitotta a
megvaltozott s6 és ABS ¢érzékenységet ¢és a csokkent méretet. A PPR40 fehérje a
mitokondriumba lokalizalodik, és a mitokondrialis 1égzési lanc III komplexéhez kapcsolodik.
A ppr40-1 mutansban a III komplexen keresztiili elektronaramlas erésen lecsdkkent,
mikozben a IV komplex miikodik, ami arra utal, hogy a PPR40 fehérje jelentds szerepet
jatszik a III komplex citokrom c reduktaz aktivitasanak fenntartasaban. A ppr40-I muténs
fokozott stresszérzékenységéhez magasabb SOD aktivitds, reaktiv oxigénformak
felhalmozodasa, feler6sodott lipid peroxidacid és prolin felhalmozodas tarsul. Ezeken kiviil
néhany, a stresszvalaszban szerepet jatszé gén - az alternativ oxiddz AOXId és az 1 és 2
glioxalazok fehérjéit kodolo gének - aktivitdsa megvaltozik. Ezekbdl az eredményekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy szoros kapcsolat van az oxidativ 1égzés ¢s a kornyezeti alkalmazkodas
kozott Arabidopsisban.

Eredményeinket Osszegezve megallapithatjuk, hogy a PPR40 fehérje hianya
kovetkeztében sériilnek a mitokondrium elektrontranszport folyamata, fokozodik a ROS
képzddés, ¢és alternativ elektronszallitasi utvonalak aktivadlodnak. Tehat a PPR40

elengedhetetleniil sziikséges a mitokondrialis 1égzési lanc zavartalan miikodéséhez.
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10. Ph. D. thesis

Background

Adaptation of plants to environmental changes has influence on numerous metabolic
pathways, including changes in photosynthesis, respiration, metabolite assimilation and
catabolism. Mitochondria are in the centre of regulation of cellular energy homeostasis and
redox balance and integrate metabolic pathways (e.g. Krebs cycle) that are important in
adaptive responses to extreme environmental conditions (Sweetlove et al., 2007). Respiration
is the core process of mitochondrial metabolism; during this procedure large amount of free
energy is released from the oxidative phosphorylation reactions of electron transport system,
and it used for ATP production. The electron transport chain of plant mitochondria is
composed of four respiratory complexes. Depending on the substrate, electrons are
transported from Complex I (NADH dehydrogenase) and Complex II (succinate
dehydrogenase) through ubiquinon and Complex III (cytochrome c reductase) to cytochrome
c and to Complex IV (cytochrome ¢ oxidase), which produces water. In the energy conserving
pathway ATP is generated by Complex V (ATP synthase), which is connected to the electron
transport system tight. When the electron transport in the cytochrome ¢ pathway is blocked
(stress conditions, specific inhibitors), alternative oxidases (AOX) help to maintain the
electron flux and functional Krebs cycle (Vanlerberghe and Ordog, 2002).

Plant mitochondrial electron transport is also important to neutralize the excess of
reducing capacity of photosynthesis, preventing oxidative damage of thylakoid membranes
and other cellular components (Raghavendra and Padmasree, 2003). Reactive oxygen species
(ROS) are produced in the mitochondrial electron transport chain, where Complex I and
Complex III are major sites for ROS synthesis in the darkness and in non-green tissues.
Mitochondrial electron transport is implicated in ROS production during different biotic and
abiotic stresses (Navrot et al., 2007). ROS can oxidize and damage cellular structures,
macromolecules, nucleic acids, proteins and lipids. Besides being damaging agents, ROS are
important signalling compounds implicated in the control of plant development, adaptation to
environmental stress conditions, defense and programmed cell death. In interaction with other
signalling molecules (e.g., lipid signals, nitrogen oxide, calcium ions and plant hormones)

ROS control protein stability and gene expression (Gechev et al., 2006).
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The pentatricopeptide repeat (PPR) protein family is particularly large in plants. In the
Arabidopsis genome 441 putative PPR gene were identified (Lurin et al., 2004). Although
several PPR genes have been characterized in the last few years and it is known that PPR
proteins are localized either in mitochondria or plastids, the biological function of most PPR
genes is still unknown. The PPR protein family is characterized by 9-15 tandem arrays of
pentatricopeptide repeats, which are composed of degenerate 35 amino acid units (Small and
Peeters, 2000). PPR repeats form helical structures and are considered to be RNA binding
motifs. PPR domains are related to tetratricopeptide repeats, which can participate protein-
protein interactions suggesting that PPR domains may have similar functions also. PPR
proteins are implicated in the regulation of organellar gene expression by controlling diverse
aspects of organellar RNA metabolism, such as RNA splicing, editing, processing and
translation. The PPR genes can influence diverse biological processes including cytoplasmic
male sterility, circadian clock, seed development, and transcription and translation of plastid-
encoded mRNAs and proteins. Embryo lethality, reduced fertility and dwarf phenotype was
associated with several PPR gene mutations suggesting that they have important functions in

the regulation of plant growth and development (Andrés et al., 2007).

Aim of our study

In our laboratory we have identified an ABA hypersensitive T-DNA insertion
Arabidposis thaliana mutant (ppr40-1) which showed semi-dwarf growth. We would have
liked to characterize the function of the PPR40 gene affected by the mutation with the
detailed examination of this mutant. For the characterisation we had to answer for the
following questions:

- Does the mutant show sensitivity against some other kind of abiotic stresses?

- Does the T-DNA insertion result in inactivation of PPR4(0 gene, and is there
connection between stress responses and gene inactivation?

- Could the changed phenotype of the mutant be restored by overexpressing of PPR40?

- What kind of intracellular localisation has the PPR40 protein?

- Is there any relationship between the protein localisation and the stress sensitivity of

the ppr40-1 mutant?
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Results and Discussion

The ppr40-1 mutant was identified from our T-DNA-tagged Arabidopsis mutant
collection (Szabados et al.,, 2002). The mutant showed semi-dwarf growth and ABA
hypersensitivity. Characterization of the ppr40 mutation identified a tandem inverted T-DNA
in the transcribed region of gene Ar3g/6890. The T-DNA insertion was localized 311 bp
downstream of the predicted ATG codon. In the SALK insertion mutant collection we
characterized a second mutant allele (ppr40-2), in which the T-DNA insertion occurred at 852
bp downstream of the ATG. The predicted PPR40 protein has 14 PPR domains, arranged in 5
and 9 tandem repeats. The ppr40-1 and ppr40-2 mutants represented a strong and a weak
allele, respectively, with clear difference in plant growth and ABA sensitivity: ppr40-1 was
50% smaller, whereas the ppr40-2 mutant was 20% smaller in seedling and rosetta stage in
comparison to wild type; in the presence of 0.5 uM ABA only 20% of ppr40-1 seeds
germinated after 1 week compared to germination of 60% ppr40-2 and 98% wild type seeds.
Predicted N-terminal translation products in the ppr40-1 allele terminated before the PPR
repeats, while in the ppr40-2 allele the predicted truncated protein carries five N-terminal
PPR domains. The difference in the phenotypes of the two alleles suggest that the truncated
protein with five N-terminal PPR domain, which is produced in the ppr40-2 is partially
functional, while the ppr40-1 allele represents a real knockout mutation. We used the ppr40-1
for the further analysis. Expression analysis of A4¢3g/6890 showed that the gene is
constitutively transcribed at low levels in all tissue types.

In order to characterize the physiological responses of the ppr40-1 mutant to various
environmental conditions and plant hormones, we performed seed germination and seedling
growth assays. The ppr40-1 proved to be sensitive to glucose, sucrose and NaCl during
germination and root elongation, but had no difference in germination and growth of ppr40-1
and wild type in response to changes of other environmental (continuous light and dark) and
stress (heat-shock and heavy metals) conditions. Except ABA, the ppr40-1 mutant and wild
type also showed similar responses to treatments with plant hormones.

To confirm the connection between the mutant phenotype and the T-DNA insertion
mutation in the 413g16890 gene, we performed the PPR40-HA gene construct and introduced
into the ppr40-1 mutant by Agrobacterium-mediated transformation. Several transgenic lines
expressing the PPR40-HA construct, and the phenotype of complemented ppr40-1 plants was

similar to wild type in all germination and seedling growth assays. Consequently, we
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confirmed that the ppr40-1 mutant phenotype was indeed caused by the T-DNA insertion
mutation.

To further analyze the biological function of this protein, we transformated the
PPR40-HA gene construct into the wild type plants. Expression of the transgene was tested by
northern hybridization and western analysis. Stress responses of the PPR40-HA
overexpressing plants were tested in germination assays. The PPR-HA protein overexpressing
transgenic lines showed insensitivity to toxic concentrations of NaCl, glucose, and ABA
treatments at germination level. Improved germination of PPR40 overexpressing plants
suggested that PPR40 protein may have important protective role in mitochondria.

On the base of ABA sensitivity we examined the ABA induced stomatal closure and
water loss of ppr40-1 plants in a desiccation assay. We found that stomatal closure is more
sensitive to ABA in the ppr40-1 mutant compared to wild type. Water loss of the mutant
leaves was significantly slower compared to wild type correlating with ABA sensitivity of
stomatal closure of the ppr40-1 mutant. To determine whether enhanced ABA sensitivity of
ppr40-1 correlates with either elevated ABA biosynthesis or alteration in signal transduction,
we compared the free ABA concentrations in wild type and ppr40-1 plants. We did not find
notable difference between the mutant and wild type plant only as results of extreme stress
conditions. This point to the fact that presumably the mutation has no direct connection to
ABA biosynthesis. To study the transcript levels of a few stress and ABA induced
transcription factors and other regulatory genes we performed a series of quantitative RT-PCR
assays. The expression data indicated that the PPR4(0 function was not implicated in the
primary control of ABA signalling.

Proline accumulation is a characteristic osmotic and salt stress response in plants. We
observed that under salt stress the mutant accumulates two to three fold higher proline level
compared to wild type plants. Meanwhile, we tested the transcript levels of P5CSI
(biosynthetic pathway) and PDH1 (catabolic pathways) genes. Steady state mRNA levels of
the P5CS1 gene were two times higher in the mutant in standard growth conditions, while it
was similar in salt-stressed plants. PDHI levels were similar in control plants, but were
reduced by 50% in the salt-treated ppr40-1 mutant compared to wild type plants. Repressed
PDH transcription could therefore contribute to increased proline accumulation in the ppr40-1
mutant, but this effect is likely indirect.

Although the ppr40-1 mutant is more sensitive to salt and osmotic stress, we found
that it showed increased tolerance to methylglyoxalate, a toxic byproduct of glycolysis.

Methylglyoxalate is catabolized by the glyoxalase system, consisting of two enzymes,

90



glyoxalase I (GLX1) and glyoxalase Il (GLX2). We examined the expression of several GLX]
(GLXI-1, GLXI-2, GLXI-3) and GLX2 (GLX2-1, GLX2-2), and our results showed that
glyoxalase genes have higher transcript levels under standard growth conditions in the ppr40-
I mutant compared to wild type. Enhanced expression of glyoxalase genes appeared thus to
account for the enhanced MG tolerance of the ppr40-1 mutant.

In order to determine the intracellular localisation of PPR40 protein, we analysed
PPR40-HA protein overexpressing plants and cell culture. The presence of PPR40-HA protein
in different subcellular fractions was tested by western blotting using a monoclonal anti-
hemagglutinine (HA) antibody. The PPR40-HA protein was detected in mitochondria but not
in chloroplasts or in other organelles. Immunohistochemical detection using FITC-labelled
anti-HA antibody and was verified mitochondrial localization of the PPR40 protein. To search
for possible function of PPR40, we investigated the association of PPR40-HA with protein
complexes of mitochondrial electron transport system using sucrose gradient centrifugation
and two-dimensional blue-native/SDS polyacrylamide gel electrophoresis (BN/SDS-PAGE)
followed by detection of HA-epitope. We isolated mitochondria from PPR40-HA
overexpressing cell cultures. Afterwards the sucrose gradient centrifugation the fractions were
analysed by BN-PAGE and western blotting using anti-HA antibody. Immunoblotting
detected PPR40-HA in a protein complex of about 500 kDa in the sucrose gradient fractions.
The size of this complex corresponded to that of Complex III of mitochondrial electron
transport system. To confirm association of PPR40-HA with ComplexIIl, preparative two-
dimensional BN-PAGE and SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was
performed. Using this alternative separation method, PPR40-HA was also detected in
Complex III by western blotting of preparative BN gels. Composition of the PPR40-HA
protein-associated protein complex was analyzed subsequently by proteomic methods. The
PPR40-HA containing protein complex was excised from the BN and subjected to resolution
of its subunits by SDS-PAGE. Subsequent western analysis confirmed that the excised
complex indeed carried PPR40-HA of predicted molecular mass of 74 kDa in association with
five major subunits of Complex III system that were identified by mass spectrometry. The
results of proteomics analysis thus confirmed that PPR40 was associated with Complex III in
the mitochondrial electron transport system. We tested the lack of PPR40 protein caused any
alteration in the composition of electron transport complexes. Mitochondria were isolated
from wild type and ppr40-1 mutant cell suspension cultures and membrane proteins were
separated in BN/SDS gels. The respiratory complexes and the subunits of Complex III from

wild type and mutant mitochondria showed similar patterns thus the ppr40-1 mutation does
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not affect the composition of Complex III. Furthermore, the ppr40-1 mutation did not appear
to influence the transcript levels of genes coding for subunits of Complex III. Quantitative
RT-PCR analysis of mRNA levels of these genes revealed no more than 50% difference
between wild type and the ppr40-1 mutant.

To examine whether PPR40 controls splicing or editing of mitochondrial mRNAs, we
analysed the mitochondral apocytochrome B (cob, ATMG00220). cob is the only Complex III
subunit, which is encoded by the mitochondrial genome and is expressed as a 5 kb transcript.
All other Complex III subunits are encoded in nuclear genome. We used northern
hybridization of total mitochondrial RNA isolated from wild type, ppr40-1 mutant and
complemented mutant plants. We observed no difference in cob transcript size between
mutant, wild type and complemented plants. To test whether editing of apocytochrome B
mRNA is different in ppr40-1 mutant, full length cob cDNA was amplified and sequenced

from RNA samples of wild type, mutant and complemented mutant plants. Sequence analysis
could identify all seven cob C—U editing sites in each ORFs, and confirmed that RNA

editing did not change in the ppr40-1 mutant.

Association of the PPR40 protein with Complex III in the mitochondrial electron
transport system prompted us to test possible alterations in respiration and associated
mitochondrial functions, such as consumption of different respiration substrates and
generation of reactive oxygen species. Respiration was measured by oxygen consumption in
intact mitochondria. When NADH (electron donor for Complex I) was used as respiratory
substrate, oxygen consumption was 50% lower in the ppr40-1 mitochondria compared to the
wild type. When succinate (electron donor for Complex II) was added oxygen consumption
40% lower in the ppr40-1 mitochondria. These data indicated that electron transport through
Complex I and Complex II was greatly reduced in the mutant. To test the other function of the
electron transport system, we used ascorbate as respiratory substrate for Complex IV to
measure direct electron transport from this substrate to oxygen. We detected 2.5-3.0-fold
higher oxygen consumption in ppr4(0-I mutant mitochondria compared to wild type.
Furthermore, we observed that cytochrome c oxidase activity was about twice as high in the
ppr40-1 mutant than in wild type, and the ascorbate consumption was 25% higher in roots and
50% higher in cell culture of the ppr40-1 mutant compared to wild type. These results showed
that Complex IV is not only fully functional, but it works at a higher rate and ascorbate could

at least partially bypass the defect of electron transport in the ppr40-1. Reduced respiration

92



rates in the ppr40-1 mutant suggest that PPR40 protein is essential for the electron transport
through Complex III

In mitochondria Complex III was shown to be the principal source of reactive oxygen
species (ROS), and inhibition of cytochrome ¢ oxidase activity increases ROS generation and
oxidative damage (Chen et al., 2003). In plants mitochondrial ROS production can be reduced
by non-phosphorylating respiratory pathways, which includes alternative oxidases (AOX).
AOX activity bypasses Complex III and Complex IV of the electron transport chain. Our
measurements showed that the AOX activity was 60-70% higher in the ppr40-I mutant
compared to wild type mitochondria. We also compared the stress-responsive 40X1d
transcript levels in ppr40-1 and wild type plants. In the ppr40-1 mutant elevated transcript
level of the AOXId gene has been found, which clearly indicates activation of the non-
phosphorylating respiratory pathways as consequence of the impeded Complex III function.

Complex I and Complex III are considered to be the main sources of ROS generated in
mitochondria during oxidative respiration (Chen et al., 2003). Therefore, we have tested ROS
accumulation and the effect of oxidative damage in the ppr40-I mutant. Comparison of
hydrogen peroxide production in mitochondria isolated from either roots or cultured cells of
ppr40-1 mutant and wild type indicated 30% higher H,O, levels in ppr40-1 mitochondria.
Lipid peroxidation is a direct consequence of ROS damage and is therefore considered as
major indication for ROS accumulation. We observed that the ratio of oxidized lipids was 20
to 25% higher in leaves of the ppr40-1 mutant compared to wild type plants. Superoxide
radicals are known to be generated by Complex III misfunction during stress and represent the
most damaging ROS species. Superoxide radicals are converted to H,O, by mitochondrial
manganese-containing superoxide dismutase. We found that the SOD activity was 15% higher
in leaves of the ppr40-1 mutant compared to wild type plants. However, this difference was
more pronounced when MnSOD activity was measured in isolated mitochondria, which
indicated 40% higher activity in ppr40-1 than wild type. The observed increase of
mitochondrial MnSOD activity therefore suggested enhanced generation of superoxide
radicals and subsequent hydrogen peroxide accumulation in the ppr40-1 mutant, which was in
fact detected in our previous assays. Enhanced H,O, levels and lipid peroxidation in the
ppr40-1 mutant suggest that AOX activation cannot compensate completely the disturbed
cytochrome c oxidase activity. In fact, the ppr40-I mutant shoved increased sensitivity to
externally added hydrogen peroxide or the ROS generating herbicide, paraquat. The
detoxification system of ppr40-1 is probably overwhelmed by ROS, which was generated in

the damaged mitochondrial electron transport and detoxification is therefore insufficient to
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reduce effectively the increased ROS levels during stress conditions. In the ppr40-1 mutant
mitochondria with reduced respiration can generate a permanent stress condition, with
constitutive stress signals activating metabolic defences. Therefore, enhanced sensitivity of
the ppr40-1 mutant to high salinity probably also reflects an enhanced ROS damage during

stress.
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12. Fiiggelékek

Korilmények

1/2 MS, fény
1/2MS, sotét

1/2MS, sotét, etilén (ethephon 10mg/1)

Gliikéz (50 — 100 — 200 - 300 mM)
Mannitol (50 — 100 — 200 - 300 mM)
Szachardz (2%, 4%, 6%, 8%)

KCI (30-60—-90—- 120 — 150 mM)
NaCl (50 - 100 — 150 — 200 mM)
LiCI (5-10-15-20-30 mM)
PEG (25 -30-35-40 %)

H,O0, (5 - 10-15-20 mM)
Paraquat (0.1, 0.3, 0.5, 1.0 uM)
Hideg (4°C, 14°C)

Metilglioxal (2 —-2,5-3-3,5 mM)
Aszkordinsav ( 1 —2 — 4 mM)
Aszkorbinsav + NaCl

ABS (0,1 - 0,2-0,5-1puM)

NES (0,5-1,0—-2,5-5uM)

2,4-D (0.05 mg/1), 9-iP (1.0 mg/1)
2,4-D (0.5 mg/1) 9-iP (0.1 mg/1)
2,4-D (0.5 mg/1), kinetin (0,2 mg/1)
2,4-D (5 mg/l), kinetin (0,2 mg/1)

Csirazasi valasz

lassabb

mint a Col-0
mint a Col-0
érzékeny
érzékeny
érzékeny
mint a Col-0
érzékeny
kissé tolerans
mint a Col-0
mint a Col-0
mint a Col-0

lassabb

tolerans
mint a Col-0
mint a Col-0
érzékeny
mint a Col-0
mint a Col-0
mint a Col-0
mint a Col-0

mint a Col-0

12.1. tablazat A ppr40-1 mutans fenotipusanak vizsgalata.

rrrrr o

Csirazasi és novekedési koriilmények.

Novekedési
valasz

csokkent méret
mint a Col-0
mint a Col-0
érzékeny
na
na
na
érzékeny
na
mint a Col-0
érzékeny
érzékeny
lassabb
novekedés
tolerans
mint a Col-0
mint a Col-0
érzékeny
mint a Col-0
mint a Col-0
mint a Col-0
mint a Col-0

mint a Col-0
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Név Szekvencia ( 5’— 3°) Gén, referencia
PPR40-F CACACCATGGGAGGCTTTGCTTCTTCAGC |At3g16890
PPR40-R3 TCATGGATCCTGAGGCTGACACGGTTTCTC|At3g16890
PPR40-R1 GGTTTACGGATGTGGAAGCG At3g16890
PPR40 rt-F CCTGCGATTTTACCTCTGGG At3g16890
PPR40 rt-R (R2) |[ATCCTTAGCGTAAACCGGGTC At3g16890
PPR40 Rbr-F CGCTTCCACATCCGTAAACCCTAA At3g16890
PPR40 Lbl-R CTCAATACCCCATTCCAACATCTCC At3g16890
LB31 CTTTCGCCTATAAATACGACGGATCG T-DNS, Szabados és mtsai., 2002
LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG T-DNA (SALK LB)
ATGLXI1-F CAGTCAAAGGTGGAGGCAGT Atlgl1840
ATGLX1-R CAGAAAGGTTCAGGAGTTGGA Atlg11840
Atlg15380-F TCCCGATACGAAGACCTGAA Atlg15380
Atlg15380-R CTCCACTACTCCCATACTCTCACAC Atlg15380
At1g80160-F AGAGTATGTGAGAGCAGTGGTTGA At1g80160
At1g80160-R GGTCGTGGAAGAAGAGTTGGT At1g80160
GLX2-1-F ACACAGCAGGCAATCTCAAGT At2g43430
GLX2-1-R ATGGGTTACACGCTTTCTCAA At2g43430
GLX2-2-F AACGGAAAAGAAGGAGAAAACC At3g10850
GLX2-2-R GCCAGAGTCACACACAACGA At3g10850
(Aox1d-F TACCGCACTCTTCGAC Atl1g32350, Thirkettle-Watts és mtsai., 2003
Aox1d-R GGCTGGTTATTCCCACT Atlg32350, Thirkettle-Watts és mtsai., 2003
ADH1-F GAATCGCTGGTGCTTCTAGG Atlg77120, Liu és mtsai., 2005
ADHI1-R CTCAGCGATCACCTGTTGAA Atlg77120, Liu és mtsai., 2005
RABI18-F CAGCAGCAGTATGACGAGTA At5g66400, Pandey és Assmann, 2004
RAB18-R CAGTTCCAAAGCCTTCAGTC At5g66400, Pandey és Assmann, 2004
RD29A-F ATCACTTGGCTCCACTGTTGTTC At5g52310, Pandey és Assmann, 2004
RD29A-R ACAAAACACACATAAACATCCAAAGT At5g52310, Pandey és Assmann, 2004
DREBI1B-F TCCAAAGCGACACGTCACCATCTC At4g25490, Czechowski és mtsai., 2004
DREB1B-R CCGCCGTCTGTTCAATGGAATCAT At4g25490, Czechowski és mtsai., 2004
DREB2B-F TCGAGATGAAGCGGATGCAAATCA At3g11020, Czechowski és mtsai., 2004
DREB2B-R TGAATGAACCTGGTCCCCATCAGA At3g11020, Czechowski és mtsai., 2004
AtIMYB2-F GGCAATAGGTGGTCGAAGATTGCG At2g47190, Czechowski és mtsai., 2004
AtMYB2-R GTGTTTGGCTTGCTTTTGGACTCG At2g47190, Czechowski és mtsai., 2004
ABIS-F ATTGGCGGAGTTGGAGAGGAAGAG At2g36270, Czechowski és mtsai., 2004
ABI5-R TCGGTTGTGCCCTTGACTTCAAA At2g36270, Czechowski és mtsai., 2004
ABF3-F AAATCAGCTTCTGGAGCCTCTGC At4g34000, Czechowski és mtsai., 2004
ABF3-R CAAGCATTGCCTTTTGCATCCCAT At4g34000, Czechowski és mtsai., 2004
RD22-F GCGATTGCGGCTGATTTAAC At5g25610
RD22-R TGGGAATGGGAGTGTTTGGT At5g25610
Act2/8-F GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG At3g18780, An és mtsai., 1996
Act2/8-R AACGACCTTAATCTTCATGCTGC At3g18780, An és mtsai., 1996
GAPDH-2-F AATGGAAAATTGACCGGAATGT Atlg13440, Czechowski és mtsai., 2005
GAPDH-2-R CGGTGAGATCAACAACTGAGACA Atlg13440, Czechowski és mtsai., 2005
CYCI1-1-F TGGGCATCAAGTTTATCAGCAAGTCT At3g27240
CYC1-1-R GCATATGGCTGAGGAAACCGG At3g27240
CYCI1-2-F GAACTCCTGCAACAGAAGCACAG At5g40810
CYC1-2-R AGTCTCCTGTAATACGCAGCTTGAAG At5g40810
MPPa-1-F AGGCTATTGGAGGCAACACATCC At1g51980
MPPa-1-R CTATCTCTACCTTCATCTTCCGT At1g51980
MPPa-2-F AGCTGGCTAAGTGGAGGCTAC At3g16480
MPPa-2-R GGATTCGGAGACATCTCAGTGGC At3g16480
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Név Szekvencia ( 5’— 3°) Gén, referencia
MPPb-F GGATTCGGAGACATCTCAGTGGC At3g02090
MPPb-R CCACCACCAACATTTTTGTTCCACG At3g02090
[UCRY-F CCCCAACTGAAGAGAAGTGAGA At2g40765
UCRY-R AGAAAGCCCCAGAAAAGAACC At2g40765
UCRI1-1-F TCCGGCATGTTAGAGCAAGA At5g13430
UCR1-1-R GCGATGGATAAACGAAGATTGA At5g13430
[UCR1-2-F ATTAAAGGAATATCCGCAAAGAAGA At5g13440
[UCR1-2-R CAAAGCAAGAACACACAATCGTAA At5g13440
[UCRQ-1-F AGGAACAGGAGAAGCTTGAGCA At3g10860
UCRQ-1-R CAAGAGTCATTGTCATGAAACCCAAACA |At3g10860
UCRQ-2-F GGAGATTTGGTCGTCGAAAATGGG At5g05370
UCRQ-2-R GACAGGAGCGACGAGGAGAATAG At5g05370
QCR6-1-F GCTCTGCTTCTTGGTTTTGTTT Atlgl5120
QCR6-1-R TGATTTGTTTGACGCATTGTCT Atlgl5120
QCR6-2-F AGTGTGTGAGTGCTGTTTTTCTGT At2g01090
QCR6-2-R GGAGCCCGTGTTAGTTATGGTT At2g01090
QCR7-1-F AGGTCGTTGATGCTCGTAACC At4g32470
QCR7-1-R CTCGTTCCTTGCTTTCCCTCT At4g32470
QCR7-2-F TCTGAAGAGAGGCGTGTAACCT At5g25450
QCR7-2-R GCAAGCTCATAAAACTGCCTTG At5g25450
QCR9-F GATACCTGAAAACAACCAATCAATC At3g52730
QCRY9-R CGTAATCCACAGCCCGTTC At3g52730
COB-2-F CCCCCTCCATCCTTCAAAA At2g07727
COB-2-R CATTTCTCTTTCCTATCGTGACAAC At2g07727
cob-F CGACCGATTCACCAAGGAA At2g07727/AtMg00220
cob-R GCAAAGAACAAGAAGAAAACCAAA At2g07727/AtMg00220
cob-F2 TATCCAACCCCGAGCAATC At2g07727/AtMg00220
cob-F3 GGGGGAACAAGAGTTGTC AtMg00220
cob-R3 GATTGGTGTCAGAATTTTTCAC AtMg00220

12.2. tablazat A dolgozatban leirt oligonukleotidok listaja
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12.1. abra Agrobacterium-kozvetitett novény transzformaciokban hasznalt plazmid
konstrukciok
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12.2. abra Mitokondrialis komplexek és a I1I komplex alegységének ImageJ program
segitségével torténo képelemzése BN/SDS PAGE elvalasztas utan

A: BN-PAGE elvalasztas (elsé dimenzid)

B: SDS-PAGE elvalasztas (masodik dimenzio)
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