Fajtafiigg6 élettani és transzkriptszintii valtozasok szarazsagstressz

hatasara buzaban

Ph.D. értekezés

Szécsényi Maria

Témavezetd: Dr. Gyorgyey Janos

MTA Szegedi Biologiai Kdzpont, Novénybioldgiai Intézet
Biologia Doktori Iskola
SZTETTIK

Szeged
2010



Tartalomjegyzék

1. ROVIATIESEK JEOYZEKE ....eovieiieiiiete ettt e e 5
2. BBVEZEES ... ettt e e ettt anae e e nee e 7
3. 1r0dalmi ALEEKINTES .......oeiiiiiie e e 8
3.1.,,Am esd nem esett tobbé, aszaly divott mindorokKe.” ..........ccevveeveiiee e, 10
3.2. A VIZNIANY EIZEKEIESE. ..o e 10
3.3, AZ ADSZCIZINSAV ...ttt ettt 11
3.3.1. AZ ABS JellemzO1 €S SZEIEPE .......vveeiieieiiiieiiiie et 11
3.3.2. AZ ABS DIOSZINEZISE ......veiueeiiieiiie ittt 13
3.4. A szérazsagstresszhez kapcsolodo jelatvitel...........ccooviiiiiiiiniii 14
3.5. ABS Altal szabalyozott gének és szerepiik a stresszvalaszban ..............ccccceeeiiennnen, 15
3.5.1. Ozmotikumok SzintéziSENek ENZIMEI .........cevviiiiriiiieiie e, 15
3.5.2. Védobfunkciot ellato fehérjék - LEA fehérjék, molekuléris chaperonok ............. 16
3.5.2.1 LEA FERBIEK ... 16
3.5.2.2. Molekularis chaperonok - hdsokkfehérjék (HSpP) .......ccovervrreeiieiieeniniinnnnn, 17
3.5.3. A ndvényi sejt membranjainak hidraulikus konduktivitasat novel6 transzport-
FENEIJEK .. e 18
3.5.4. Az oxidativ stressz kivédésében szerepet jatszo proteinek............cccocerieiirnnenn 20
3.5.5. A proteinbontasban részt vevé enzimek - Proteazok..........ccooevveiiiieiinninnnnnn, 22
3.6. Az ABS-fliggetlen utak jelentdsége a stresszvalaszban...........cccccevviiiieeiiiiineeenne, 22
3.7. Fotoszintézis aszalyos Kortlmények KOzoOtt ...........ccoveiiiiiieiiie e 23

3.8. Az aszkorbét-glutation ciklus szerepe az oxidativ stressz mint masodlagos

Stresszfaktor KIVEABSEDEN .........ccoiiiii i, 24

3.9. A gyOkér szerepe az aszalyhoz val6 alkalmazkodasbhan ..............cccccevveeiiciinennnnn, 27
3.10. A bUza tranSzZKriptOMIKAJA..........coiieiiieiiiie it 29
A, CEIKIETZES ....eveee it ettt ettt ettt e e et e e e e bbbt e e e e bbbt e e e e bbbt e e e e bbr e e e e annaneas 31
5. ANYAQ BS MOUSZEN ...ttt sttt ettt ettt e b e b e st e sne e sreenae e b enes 32
5.1. A munkénk soran gyakrabban hasznalt oldatok 6sszetétele..............ccccoveviviiinnnnnnn, 32
5.2. A munkank sorén hasznalt blzafajtak rovid iSmertetése .........coovvevieiiniieneenenn 32
5.3. NOVENYEK NEVEIESE........eeiieiiieiie ettt 33
5.3.1. Buzafajtak nevelése perlithen ..., 33
5.3.2. Buzafajtak nevelése homok-perlit 2:1 ardnyu keverekében ............c.ccccoereenneen. 33
5.4. MOIeKUIAriS VIZSQAIALOK. .........ccuoiiiiiiiiieieiie e 34



5.4.1. cDNS-macroarray VIZSQAlat ..........cccueiuiiiiiiiiiiiieieee e, 34

5.4.2. Oligonukleotid-microarray Vizsgalat..............cccooveiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 35
5.4.3. Amindsav-szekvenciak 0SSZeNasSONITtASA. ... .....ueeeeeee e 38

5.4.4. cDNS-szintézis; valos ideji, kvantitativ, reverz transzkripciés PCR

(RT-GPCR) ..ottt aen et 38
5.5, EIEtEaNi METESEK. .....cvvvveececececee ettt 40
5.5.1. Relativ viztartalom meghatarozasa ............ccooveiieiiiiiiie i, 40
5.5.2. Relativ prolintartalom meghatarozasa............cccovereeieiiiiiie i, 40
5.5.3. Klorofill- és karotinoidtartalom meghatarozasa. ............cccooevveieeneniciieniennnen, 41
5.5.4. GAzCSere-VizsQAlatoK .........ccuiiiiiiiiieiicee e 41
5.5.5. ABS-tartalom meghataroZasa ...........cceeveiiiiiiiieiiee e 42
5.6, STALISZEIKA. ...t ettt 42
B. EFEAMENYEK ... .o et 43
6.1. Két, szarazsagstresszre tolerans blzafajta 6sszehasonlitasa hosszu tava, mérsékelt
VIZNTANY SOTAN ...ttt 43
6.1.1.NOVEKedesi parameterek..........ccoovriiiiiiie e 43
6.1.2. A P5CS gén kifejez6désének mint szarazsagstressz-indikatornak a nyomon
KOVELESE ...ttt bttt b e ne e r et nae e 44
6.1.3. Gének kifejezodésének vizsgalata arpa cDNS-macroarray-vel ............ccccceeeee, 45
6.1.3.1. Klaszteranalizis — hasonlo kifejez6édés-mintdzat( gének csoportositésa....... 46
6.1.3.2. Az indukalt gének funkcio szerinti CSOPOrtoSitasa .........coovvvvverieiieiiiriiennnnn, 49

6.1.3.3. A macroarray-eredmények validalasa valos ideji, kvantitativ RT-PCR-rel:
a glutation-transzferaz géncsalad ..., 50

6.2. Stressztoleranciajukban eltérd jellegi buzafajtak 6sszehasonlitasa korlatozott

VIZEHATAS SOTAN........iiiiiiiiee ittt te e na e naeenneeenes 52
6.2.1. NOVEKEdEST PAramMEtErek.........cceiiiiiiiieieiie e 54
6.2.2. Relativ viz- és prolintartalom, valamint a P5CS gén kifejez6désének nyomon

KOVELESE TEVEIDEN ...t 55
6.2.3. A fotoszintetikus pigmentek mennyiségének és dsszetételének alakulésa.......... 57

6.2.4. Fotoszintetikus paraméterek alakuldsa — nett6 CO, asszimilacio, sztéma-

konduktancia, transzspiracios rata, vizhasznositasi hatékonysag ...............c........ 58
6.2.5. ABS-Szintek gyOKErDEN ........coiiiiiiei 63
6.2.6. A microarray-hibridizacié eredményének dsszefoglaldsa............cccooerrrirnnenn. 64

6.2.6.1. A szarazsagstressz altal indukalt gének funkcié szerinti osztalyozasa.......... 66



6.2.6.2. ABS-szintet kovetd gének — az oligo-chip validalasa .............cccccceveniennenn, 67
6.2.6.3. A szarazsagstresszre tolerans és érzékeny buzafajtak kdzott kulonbséget
MUEALO GENEK ... 68
6.3. Az AsA-GSH ciklus génjeinek transzkriptszint-valtozésai a szarazsagra tolerans

Plainsman V, illetve az érzékeny Cappelle Desprez leveleiben ............c.ccooeiienenne 70
6.3.1. NOVEKEAEST PAramMELErek.........ceiuiiiiiiieiiiie e 70
6.3.2. A P5CS gén kifejez6désének mint szarazsagstressz-indikatornak a nyomon

KOVELESE ...ttt bttt b e ne e r et nae e 71

6.3.3. Az AsA-GSH ciklus enzimeinek tipusai és génjeik hasonlosaga....................... 72
6.3.4. Génkifejez6dések Valtozasa Szarazsagstressz Seten.........covvvvereerenieieeneennnn, 76

7. AZ eredmények ErtEKEIESE ...........ooviiiiiieiie e 78
8. OSSZEIOGIAIAS ............cocvvvevcececeiiee et 86
0. SUMMAIY ettt ettt ekt e et et e e st e st e e bt e e e e anre s 89
10. 1rOAAIOMJEGYZEK ...ttt ettt b e e 92
11, PUBDIKACIOS TISLA ....ccueeieeeiieiiieiiee ettt e 102
12. KOSZONEINYIIVANTEAS ..o 104
130 FUGGEIEK ...ttt et 105



1. Roviditések jegyzéke

A - nettdé CO,-asszimilacio vagy fotoszintetikus rata
aa - amindsav

ABS - abszcizinsav

APX - aszkorbét-peroxidaz

AsA - aszkorbinsav

AsA-GSH ciklus - aszkorbat-glutation ciklus
BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
bp - béazispar

cDNS - komplement-DNS

CIPK - calcineurin B-like-interacting protein kinase
CYP450 - citokrom P450 monooxigenaz
DHAR - dehidroaszkorbat-reduktaz

DHASA - dehidroaszkorbat

E - transzspiréacids rata

EDTA - etiléndiamin-tetraecetsav

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay
ER - endoplazmatikus retikulum

EST - expressed sequence tag

EXP - expanzin

FC - talaj-vizkapacités

FT - friss tdmeg

GO - génontoldgia

GR - glutation-reduktaz

gs - sztémakonduktancia

GSH - glutation

GST - glutation-transzferaz

HI - harvest index

His - hisztidin

HRGP - hidroxiprolinban gazdag gliikkoprotein
Hsp - hésokkfehérje

JA - jazmonsav

LEA - late embryogenesis abundant



MDA - malondialdehid

MDAR - monodehidroaszkorbat-reduktaz
MDASA - monodehidro-aszkorbéatgyok
MRNS — hirvivé RNS

NPQ - nem fotokémiai kioltés

nsLTP - nem specifikus lipidtranszfer-protein
nt - nukleotid

P5CS — A'-pirrolin-5-karboxilat-szintaz

PK — protein-kinaz

PP — protein-foszfataz

Pro - prolin

RT-gPCR - valos idejii, kvantitativ, reverz transzkripcios polimeraz-lancreakcio
RWC - relativ viztartalom

SD - standard deviacio

SDS - natrium-dodecil-szulfat

SOD - szuperoxid-dizmutaz

SSC - sodium saline citrate

SZT - széraz tbmeg

TA - transcript assembly

Ta - Triticum aestivum L.

TBARS - Thiobarbituric acid reactive substances
TBS - Tris buffered saline

TC - tentative consensus

TF - transzkripcios faktor

WAUE - vizhasznositési hatékonysag

XET - xilogliikdn-endotranszgliikozilaz



2. Bevezetés

Az aszaly mint kdrnyezeti hatas egyre inkabb kozéppontba kerlil a gyakran
emlegetett globalis felmelegedés, illetve az élelmezési gondok szempontjabol. Hatalmas
teruleteken termesztink haszonndvényeket, buzat, rizst, kukoricat, stb., amelyek hozamét
erdteljesen befolyasolja a szarazsag, illetve annak mértéke €s idotartama.

Munkank sordn a buzat mint az egyik legfontosabb élelemforrasunkat
tanulmanyoztuk, mégpedig abbdl a szempontbdl, hogy milyen valaszra birja egy hosszabb
tava, mérsékelt kiszaradasi folyamat a vegetativ fejlodés fazisaban. Ez a stresszhatas
ugyanis mar zavarja a novények fejlodését, akklimatizacios folyamatokat indit el, de nem
okozza a teljes ndvény pusztuldsat. Tobb blzafajtat vizsgaltunk, amelyeket a nemesit6k
szarazsagstresszre toleransnak, illetve érzékenynek taléltak, elsésorban a vizhiany esetén
realizalt hozamuk alapjan. Tudjuk, hogy a hozam nagyban fligg a vegetativ szakasz
biomassza-termelésétol, amit erésen befolyasol a novények szamara elérhetd viz jelenléte,
illetve hidnya. Kisérleteink sordn a bokrosodas idszakaban redukaltuk a novények
ontozését, amely elsdsorban a fold feletti hajtasrész fejlédésének csdkkenését okozta. Az
igy kezelt névényanyag képezte a tovabbi, molekularis vizsgélataink alapjat, melyek
segitségével a genotipusok génexpresszios mintazatdban tortént, vizhidny okozta
valtozésokra kivantunk fényt deriteni. ElsGsorban a gyokerekben torténé valtozasokat
kovettik nyomon cDNS-macroarray, illetve oligonukleotid-microarray technikéakkal,
valamint az oxidativ stressz elleni védekezésben szerepet jatszo aszkorbéat-glutation ciklus

enzimeinek kifejez6dését levelekben RT-gPCR alkalmazésaval.



3. Irodalmi attekintés

»A stressz eredetileg a szervezetnek az ingerekre adott, nem specifikus valaszat
jelolo, orvosi szakkifejezes volt. Mai értelmében azonban jelentése nagyjabol ,,folyamatos
feszlltség” vagy ,tartds idegesség”, mely rendszerint egy vagy tébb allandé negativ
ingerre adott tartos valaszreakcio a szervezet részérél.” Igy definidlja a stressz fogalmat a
manapsag egyre népszeriibb Wikipédia, az internetes ,,szabad enciklopédia”. Végigolvasva
ezt a definicidt, azonnal észrevehetd, hogy elsésorban az embereket éré stresszfolyamatrol
van sz6, holott a tobbi él6lényt is szamos ingerhatas (stresszor) éri. TObbek kdzott a
novényeket is. Amig a helyvaltoztatd életformat folytatd allatok és az ember is, akar aktiv
mozgéassal is el tudjak keriilni a stresszforrast, addig a helyhez kotott életmodot folytato
ndvényeknek folyamatosan alkalmazkodniuk kell a kornyezeti véltozadsokhoz. Az
alkalmazkodas tobb szinten zajlik: a szervezet, a szervek, a szovetek, a sejtek, valamint a
molekuldk szintjén. Err6l a jo6l 0Osszehangolt folyamatrol novényfiziologusok,
biokémikusok, molekularis biolégusok, genetikusok egyre atfogdbb, részleteiben feltart
képet alkotnak szerte a vilagon.

Miel6tt ismertetném vizsgalataink részleteit, szeretnék definialni néhany, stresszel

kapcsolatos fogalmat:

- Stressztolerancia / stressztiiroképesség — a novény alloképessége, mely altal megkuzd
az 6t érd, karos kornyezeti hatassal;

- Akklimatizacié — az a folyamat, melynek soran a ndvény stressztlirbképessége megnd a
stressz hatéaséara;

- Adaptécio — a ndvény generaciok soran kialakult, genetikailag kodolt ellenalléképessége.

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a névenyek stresszre adott reakcidit, ismerniink kell
magat a stresszort. Levitt (1972) szerint két nagy csoportja ismert a novényeket éré
stresszhatasoknak: biotikus és abiotikus. A biotikus stressz okozoi kozé kulonféle virusok,
baktériumok, gombak, férgek, rovarok, ndvényevd allatok tartoznak. Jelentdségiik nem
kevésbé fontos a mezdgazdasag, és azon beliill a terméshozam mindségének ¢és
mennyiségének szempontjabdl, de a jelen dolgozatban kevéssé targyalt mivoltukbdl
adoddan a novények e fajta stresszre adott valaszait nem részletezem.

Az abiotikus stresszorok kdrnyezeti hatasok (1. bra), melyek tipustol, intenzitastol

¢s id6tartamtol fliggden rendkivul diverz valaszreakciokra kenyszeritik a névényeket. Az



egyes hatésok ritkan jelentkeznek kuldn-kulon, altalaban komplex hatést gyakorolnak a
novényekre, pl. nyaron, szikrdazd napsiitésben, egy idében jelen van az erds fényhatas, a
magas hdmérséklet és esetenként a vizhidny is.

Abiotikus stresszorok

HoOmérséklet Ozmotikus (viz) Radiacio Kémiai
[ I 1
Alacsony Magas o Nehezfémek
L, — Lathato feny
I Szarazsag Novényvéddszerek
o — UV-B

Fagyaspont alatti — Arasztas L
— Infravoros

Fagyaspont feletti L Szalinitas
— lonizal6

1. abra. Az abiotikus stresszorok csoportositasa Levitt szerint.

A hémérséklet szempontjabél mind a hideg, mind a meleg kéarosan hathat a
novényekre. Az alacsony homérsékleten beliil megkiilonboztetiink fagypont feletti és alatti
klimaviszonyokat. Amig a 0°C feletti hideg a membranok fluiditasat csokkenti, addig az
ennél hidegebbek - a jégkristalyok képz6désébol adodoan - mar mechanikailag kérositjak a
sejtek membrénjait. A ,forrosag” szintén befolyéasolja a membranok fizikai tulajdonsagait,
valamint hataséra denaturalédhatnak a fehérjék. A proteinek ugyanigy érzékenyek az
vizhianyt okozd kornyezeti hatdsokra is - dehidrataltsaguk kovetkeztében aggregalodnak.
Igy a hideg, a fagyas, a szérazsag, a sostressz képes csokkenteni a sejtek viztartalmat.
Levitt (1972) az arasztast mint vizzel kapcsolatos stresszort is ide sorolta be, de az inkabb
hipo-, illetve anoxiat okoz a gyokerekben. A sugarzason alapuld, kéros tényezok
kdzvetlenill a novények fold feletti részét érik - a fotoszintézist, annak elemeit karositjak,
és ezen keresztlll az egész novény életmiikodését, fejlodését befolyasoljak. A kémiali
agensekként feltintetett nehézfémek (pl. Cd, Cu, Ni), illetve ndvényvédészerek a
ndveények tobbségében mérgezési tlineteket okoznak - anyagcseréjiuk gatlodik, a
fotoszintézis hatékonysaga és ennek kovetkeztében novekedesik mértéke csokken,
leveleik klorotikusak, nekrotikusak lesznek.

A Kkornyezeti hatasok kozul a szérazsdg az, amely leginkdbb sujtja a
mezOgazdasagot, csokkentve a terméshozamot, ezért a dolgozatom tovabbi részében
részletesen a szarazsdgstresszel mint a globalis felmelegedés egyik mez6gazdasagi
szempontbdl fontos kovetkezményével foglalkozom, azon belil is a vizhidny névényekre



gyakorolt hatasarol, a szarazsag érzékelésérdl és a kapcsolodo jelatviteli folyamatokrdl, az
aszélystressz hatasara indukalodo génekrél, valamint az élettani valtozésokrél lesz szd

bdévebben.

3.1.,,Am esé nem esett tobbé, aszaly divott minddrokké.”

(Szuhanics Albert: Az esdcsinald)

Mi torténik, ha az esé nem esik tobbé? A talaj fokozatosan kiszarad — a felszinrél
indulva az egyre mélyebb rétegek felé. Ennek idébeli lefolydsa erdsen fligg a talaj
szerkezetétol, és ezen keresztiil a talaj vizmegtartd képességétdl. Agyagos talajok tobb
vizet képesek megtartani mikrométeres szemcsenagysagukbol adéddéan, mig a
nagysagrendekkel nagyobb szemcseméretii homokos talajok kevesebbet. Ennek hatterében
a vizet adszorbealo felillet nagysdga all, mely forditottan aranyos a talajrészecskek
atméréjével. A Kiszaradas kovetkeztében fokozatosan csokken a talaj vizpotencidlja,
amelynek érzékelésével a novények kilonféle védekezési stratégidkat inditanak be létuk
fenntartaséért. Levitt (1972) haromféle akklimatizacios stratégiat killonboztet meg:

1. ,Escape” — a menekiil6 stratégia; az ezt kovetd ndvenyek termést hoznak és befejezik
¢letciklusukat a kedvezdtlen koriilmények bekdvetkezése elott;

2. ,Avoidance” — a vizhaztartds egyensulyanak fenntartasan, a kéros hatasok késleltetésén
alapulé megel6z6 stratégia;

3. ,Tolerance” — a stresszhatds kovetkeztében kialakulé véltozésok toleralasan alapul6
stratégia.

A fenti csoportositas inkabb elméleti jellegli, mivel a novények tobbnyire e stratégiak
kombin&cidit alkalmazzdk. A tovéabbiakban lassuk, hogyan valdésul meg mindez a

részleteiben?

3.2. Avizhiany érzékelése

A talaj viztartalmdnak csOkkenését a gyokerek érzékelik eldszor, és innen
tovabbitodik a jel a hajtas irdanyaba. A gyokér sejtjeinek ozmoszenzorai kétkomponenses
rendszerek (Urao és mtsai 1999), amit mér leirtak a baktériumok (Mizuno 1998) és az
¢élesztdgombak (Ota és Varshavsky 1993) esetében is. A ndvényekben ennek a rendszernek
a tobblépéses valtozata val6sul meg, amely A&ll egy szenzorbdl, egy intermedier

foszfotranszfer fehérjéb6l és egy valaszregulatorbol. Egy, mar ismert szenzor a
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plazmamembranban lokalizalt hibrid hisztidin-kindz (Arabidopsisban AHK1/AtHK1),
amely a jelérzékelés altal autofoszforilaciét indukal, vagyis egy foszfatcsoport a konzervalt
hisztidinre kertl, onnan pedig egy konzervalt aszparaginsavra, amely szintén a szenzoron
talalhaté. Ezutan a foszfatcsoport tovabbitodik egy foszfotranszmitter fehérjére
(Arabidopsisban AHP), amely foszforilalja a valaszregulatort. Ez utdbbi a tovabbiakban
kdzvetlenll szabalyozza a kornyezeti hatdsra adott valaszreakciét. Az AHK1/AtHK1
ozmoszenzor mivoltat az is alatdmasztja, hogy tobbnyire a gyokérben fordul el6, valamint
MRNS-ének szintje az ozmotikus valtozéasok altal regulalt (Urao és mtsai 1999). Wohlbach
és mtsai (2008) mindezt athkl nullmutadnsokon és az AHK1/AtHK1 gént tultermeld
novényeken vizsgaltak, amelyb6l az az eredmény jott ki, hogy a nullmutansok kevésbe
tirik a vizhidnyt, mig a gént taltermeld egyedek tobb toleranciat mutattak kiillonbzo
szarazségstressz tipusokkal szemben. Vizsgalataik soran arra is fény derilt, hogy az
utobbiakban megnétt mind az abszcizinsav (ABS) koncentracidja, mind az e hormon
bioszintézisében szerepet jatszd gének transzkriptszintje. Tehat 6sszefliggést mutattak ki az
ozmoszenzor AHK1/AtHK1 és az ABS bioszintézise kozott.

3.3. Az abszcizinsav

3.3.1. Az ABS jellemzdi és szerepe

A hajtas szadmara a hidrosztatikai nyomas mint fizikai informécié mellett az ABS, a
stresszhormon jelenti a f6 kémiai informaciét a talaj viztartalmanak allapotarol
(Schachtman és Goodger 2008). A gyokérben szintetizalodo és a fold feletti részekbe
transzportalodé ABS révén a levelek kdzvetve és gyorsan értestilnek a talaj kiszaradasarol,
amelynek kovetkeztében bezarddnak a sztomak, lecsokken a transzspiracio, vagyis
korlatozodik a tovabbi vizvesztés. Ezzel pArhuzamosan egyeb, élettani valtozasok - mint az

ABS-koncentracio megemelkedésenek folyomanyai — is bekdvetkeznek:

induk&ladik a gyokérndvekedés,

- fokozddik a gyokérszovetek vizfelvétele,

- megnd a gyoker hidraulikus konduktivitasa és az ionfelvétel,

- serkentédik az oldalgyokerek képzodése,

- és gatlodik a levelndvekedés.

A 16 ABS-forrés a gyoker, de a sztdbmazarodashan a levelekben szintetizalt hormon

>

részt vesz (Holbrook és mtsai 2002). A gyokérbol a levélig tartd jelatvitel a xilémen
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keresztil zajlik, a folyamatnak egyik kulcstényezdje a pH-valtozés. Tobb faj esetében irtak
le szérazsagstressz hatésara llgos irdnyba megvaltozott xiléemnedv pH-értékeket, pl.
Helianthus annuus (Gollan és mtsai 1992), Phaseolus coccineus (Hartung és mtsai 1998),
Commelina communis (Wilkinson és Davies 1997) esetében. A xilémnedv lugosodasa
kdvetkeztében az apoplaszt pH-ja is megné. Az ABS - gyenge sav lévén — ilyen
korilmenyek kozott deprotonalt allapotban van, amelyb6l addédéan a mezofill sejtek
passziv transzporttal nem tudjak felvenni, igy kumulalédik az apoplasztban. Az ABS
akkumulaciojat a levelekben de novo szintetizalt hormonszint is megnéveli, amely er6sebb
szarazsagstressz esetén fokozodik. Ekkor a citoplazma savanyodasanak kdvetkeztében
kerlll 4t passziv transzporttal a protonalt ABS a szimplasztbdl az apoplasztba. Mindezen
folyamatok kovetkezményeként zarddnak a sztomék. Ezen eredmények Gtjan elindulva
feltételezték, hogy az ABS receptora a plazmamembréanban talalhaté. A koézelmultban
harom ABS-receptort fedeztek fel: egy sejtmembranban levét és két intracellularist. A
gazcserenyilasok zarddasaért nagy valdsziniiséggel az a G-protein kapcsolt receptor tehetd
felelossé, amelyr6l Liu és mtsai (2007) szamoltak be. A két, sejten beliili receptor — a
PYR/PYL/RCAR (Santiago és mtsai 2009) és a Mg-kelatdz H alegysége (Shen és mtsai
2006) — szerepe a hajtasban generaldd6 vizhiany esetén keriil el6térbe (Wilkinson és
Davies 2002).

A xilém és az apoplaszt ligos kémhatasa a plazmamembran H*-ATPazok
alulmiikodésébdl adodik, amely ABS jelatviteli Gaton keresztil szabalyozddik
szarazséagstressz hataséra. Merlot és mtsai (2007) ezt OST2 (OPEN STOMATA 2)
mutansok tanulményozésaval bizonyitottdk be, amelyeknél e protonpumpék hianyoztak.
Eredményeikbdl azt is megtudhatjuk, hogy e protonpumpék hidnya nagyban hozzajarul a
membrén depolariziciojahoz, vagyis az ABS-indukalta anioncsatorndk nem miikodé
protonpumpak mellett tudjak kelloképpen biztositani a megfeleld elektrokémiai gradienst a
sztomék zarodasahoz. Génexpresszids vizsgalatokban is kimutattdk, hogy a vizhiany
represszalja a H'-ATPaz gén kifejezddését pl. burgonyaban (Kopka és mtsai 1997).
Viszont egyes fajok, és egy fajon belll egyes genotipusok esetében a xilémnedv, valamint
az apoplaszt pH-janak emelkedése elmarad vagy Kkisebb mértékben valésul meg
aszalystressz hatasara, és ennek kovetkeztében a sztomak zarddasa is eltérdé (Liu és mtsai
2003; Prokic eés mtsai 2006).
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3.3.2. Az ABS bioszintézise

Az ABS-koncentrécidt kétféleképpen szabalyozhatjadk a névények: a bioszintézis
novelésevel és/vagy a lebontas (inaktivalodas) csokkentésével. A szakirodalom els6sorban
a hormon el6allitasanak fokozasat targyalja részletesen— a folyamatban részt vevo enzimek
leirdsa jol kidolgozott (2. dbra). A zeaxantin-epoxiddz (ZEP) enzim katalizalja a zeaxantin
— violaxantin reakciot egy koztes terméken, az anteraxantinon keresztiil. Paradicsomban
irtdk le Thompson és mtsai (2000), hogy vizhiany esetén elsdsorban a gydkérben né meg a
ZEP mRNS-mennyisége, levélben viszont transzkripszinten nem volt reakcié a
megvaltozott, kornyezeti viszonyokra. Valoszinlileg elegendé violaxantin taldlhato a
paradicsom leveleiben. A bioszintézis limitdlo Iépését katalizaldé enzim a 9-cisz-
epoxikarotinoid-dioxigendaz (NCED), amely a 9-cisz-violaxantin, illetve a 9'-cisz-

neoxantin hasitasat végzi, a reakcio terméke pedig a xantoxin.

A zeaxantin B

ZEP lT VDE

anteraxantin ZEP - Arabidopsis: Atabal/npg2/los6

- N. plumbaginifolia: Npaba2
ZEP iT VDE - Rizs: Osabal

violaxantin

. 40

neoxantin 9-cisz-violaxantin

. -
|zomeraz.\ NCED - Kukorica: vpl4

9'-cisz-neoxantin NCED - Paradicsom: notabilis
xantoxin - Arabidopsis: Atnced3

l ABA2 ABA2 - Arabidopsis: Ataba2/ginl/isi4/sis4

abszcizinaldehid AAQO3 - Paradicsom: sitiens

MoC >l AAO - Arabidopsis: aao3

abszcizinsav MoCo - Paradicsom: flacca

- N. plumbaginifolia: Npabal
- Arabidopsis: Ataba3/los5/gin5
2. abra. Az ABS bioszintézise (A) és a defektiv mutansok listaja (B). ZEP — zeaxantin-epoxidaz, VDE -
violaxantin-deepoxidaz, NSY — neoxantin-szintdz, NCED — 9-cisz-epoxikarotinoid-dioxigenaz, ABA2 —
révidlancu alkohol-dehidrogendz, AAO3 — abszcizinaldehid-oxiddz, MoCo — molibdén kofaktor (Nambara és
Marion-Poll (2005) szerint).
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Szdmos novényfajban irtdk le, hogy a NCED-t kddold gén kifejez6dése megné vizhiany
esetén (kukorica — Tan és mtsai 1997; paradicsom — Burbidge és mtsai 1997; Arabidopsis —
Neill és mtsai 1998; bab — Qin és Zeevaart 1999; tehénborsé — luchi és mtsai 2000). luchi
és mtsai (2000), valamint Thompson és mtsai (2000) is kimutattdk, hogy ABS-kezelésre
tehénborsdban és paradicsomban nem ndvekszik a gén mMRNS-szintje, tehat nagy
valoszintiséggel nincs pozitiv visszacsatolas a szintetizalt hormon és a NCED gén
indukcidja kozott, viszont foldimogyordban létezik ez a jelenség (Wan és Li 2006).
Kulcsenzim mivolta, valamint a stressz altali indukélhatosdga késztetett szamos
kutatocsoportot arra, hogy a gén tlltermeltetésével feljavitsdk adott fajok
szarazsagtoleranciajat (pl. luchi és mtsai 2001; Thompson és mtsai 2007). Tung és mtsai
(2008) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a magas ABS-tartalmu, transzgénikus
ndvenyek hatékonyabb vizhasznositassal rendelkeznek (magasabb WUE), viszont egyéb,
fenotipusos tulajdonsagukra negativan hatott a magas hormonszint. Tehat a mez6gazdasag
szempontjabol mindenféleképpen egy mérsékelt ABS-szintemelés lenne célszeri. A
bioszintézis utolsd 1épését az abszcizinaldehid-oxidaz (AAO) katalizalja. Seo és mtsai
(2000) Arabidopsisban tanulményoztak az enzim négy génjét - AAO1-4 -, amelynek
eredményeként azt kaptédk, hogy az AAO3 elsésorban a rozettalevelekben fordul el6, és
MRNS-szintje megndtt szdrazsagstressz hatdsara, holott a fehérjeszint nem valtozott. Az
AAO4 transzkriptszintje ugyanigy emelkedett, az AAO1-€é alland6 maradt, az AAO2-¢é pedig
csokkent.

3.4. A szarazsagstresszhez kapcsolodo jelatvitel

Ahogy kordbban mér emlitettem, az ABS-nek mind a plazmamembranban, mind
pedig a sejten belll talalhat6 receptora. A ligand (ABS) receptorokhoz vald kotddésével
beindul a jelatviteli folyamat, melynek végeredményeként vagy génexpresszio
vagy -szupresszio jelentkezik. A hal6zatnak szamos eleme van — kindzok, foszfatazok,
transzkripcios faktorok, DNS cisz-elemek. A kinazok kozott talalunk Ca**-Gtvonaltdl
fiiggetlent (SNRK2) és Ca”* altal szabalyozottat is (CIPK és CDPK). Az SnRK2 kinazok
pozitiv reguldtorai az ABS jelatvitelnek, mig a CIPK enzimekre inkédbb a negativ
szabélyozas jellemzd. Ellentétben mas, Ca’" 4ltal aktivalt CDPK-kal, amelyek szintén
pozitivan hatnak az ABS-fliggd utakra. A foszfatazok koziil kiemelend6 a PP2C
enzimcsalad a masik kettével — PP1 és PP2A — szemben. A PP2C enzimek szerin/treonin

foszfatdzok, Arabidopsisban tiz csoportjukat irtak le (Schweighofer és mtsai 2004), melyek
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kodzil az A csoport tagjait ismeri a szakirodalom gy, mint az ABS-jelatvitel f6 negativ
szabalyozoi. Egyik célfehérjéjik az SnRK2 enzim, melynek inaktivalasaval szabalyozzak
tobb, ABS-regulalt gén kifejez6dését. A PP2C-k funkcidja ABS-gatolt, a hormon
intracellularis PYR/PYL/RCAR receptorahoz kotédve oldja a foszfatdzok negativ hatésat
(Santiago és mtsai 2009). Ez a visszacsatolas szikséges az ABS-hatas, pl. novekedés,
finom szabalyozasara. A stresszhormon génkifejez0dést szabalyozo hatasat kozvetleniil a
transzkripcios faktorok és a DNS-en talalhatd cisz-elemek hatarozzdk meg.
Széarazséagstressz soran az ABS-jelatvitelben ismert transzkripcids faktorok a MYB- és
MY C-fehérjék, az ABRE (ABA Response Elements) DNS-doménhez kot6d6 bZIP (basic
leucine zipper)-fehérjék, valamint a DRE (Drought Response Elements)-elemhez
kapcsolédé DREB1D (DRE-binding)/CBF4 (C-Repeat Binding Factor) proteinek. Szamuk
tobb tucat csaladonként, tehat az egyedi gének kifejez6désében jatszott szerepilik behatd
vizsgalatokat igényel. Egyéb transzkripcios faktorok is szerepelhetnek az ABS-indukélta
génkifejez6dés szabalyozdsdban, pl. HD-ZIP (homeodomain-leucine zipper), WRKY
(Trp-Arg-Lys-Tyr peptidmotivummal jellemzett transzkripcios faktor), bHLH (non-MYC
basic helix-loop-helix) és Zn-ujj fehérjek.

3.5. ABS Altal szabalyozott gének és szerepik a stresszvalaszban

A tovéabbiakban azon fehérjékrol lesz sz, melyek transzkriptszintje az ABS altal
szabalyozodik a fent emlitett ABS-bioszintézis kulcsenzimein, valamint a jelatvitelben

szereplé molekulakon kiviil.

3.5.1. Ozmotikumok szintézisének enzimei

A szarazsagstressz lasst, folyamatos kialakuldsakor a novények ozmotikumok
szintézisével is segitik a sejtek turgordnak fenntartdsat, valamint a vizfelvétel
folytonossagat. Ilyen ozmotikumok lehetnek amindsavak (pl. prolin), cukrok (pl. trehal6z),
cukoralkoholok (pl. mannitol, szorbitol), kvaterner ammdniumvegyiiletek (pl. glicin-
betain), amelyek altalaban a citoplazméban halmoz6dnak fel (Chen és Murata 2002). Az
ozmotikus potencidl bedllitasan Kkivil egyéb szerepliik is lehet, pl. a reaktiv
oxigénszarmazékok Kioltdsa, a fehérjék és a sejtstruktira stabilizalasa. Bioszintézisiik
kulcsenzimeinek mRNS-szintje megnd aszalystressz soran, ezaltal fokozodik eldallitasuk,

és azon keresztil az ozmotikus helyredllitds. llyen enzimek, pl. prolin esetében a
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A'-pirrolin-5-karboxilat-szintaz, glicin-betain esetében a betainaldehid-dehidrogenaz,
cukrok esetében pl. a trehal6z-6-foszfat-szintaz, valamint cukoralkoholok esetében pl. a
mannitol-1-foszfat-dehidrogendz és a szorbitol-6-foszfat-dehidrogenaz. Szamos fajbol
allitottak el6 olyan transzgénikus novényeket, amelyekben a fenti enzimek génjeinek
valamelyikét fejeztették ki magas szinten, hogy megnoveljék az adott egyedek
stressztiirOképességét (pl. Zhu és mtsai 1998; Jang és mtsai 2003). Ezeknek a
prébéalkozasoknak a tobbsége eredményes volt, és ezaltal - legalabbis laboratériumi

korilmények kotott - sikeriilt nagyobb stressztiiroképességli novényeket 1étrehozni.
3.5.2. Véddofunkciot ellato fehérjék - LEA fehérjék, molekularis chaperonok
3.5.2.1. LEA fehérjék

Mind a sejtek membrénjai, mind a makromolekuldk rosszul tiirik a vizvesztés
allapotat. Védelmukre szamos proteint halmoz fel a sejt, amelyek hidrofil mivoltukbdl
eredéen fenntartjdk szdmukra az optimalis kornyezeti feltételeket. Ilyen ,,sejtalkotok™ a
LEA (late embryogenesis abundant) fehérjék, amelyek ionokat koté és nagy vizmegtarto
képességlikbdl adodéan képesek megdrizni a sejtkomponensek dehidracio alatti
integritasat. Hét csoportjukat kilénbdztetik meg (Battaglia és mtsai 2008):

1. csoport (D-19) - pl. Em fehérje bazaban (Triticum aestivum L.); szarazsag esetén
akkumulalodik, és enzimek aggregéciojat akadalyozza meg.

2. csoport (D-11) - dehidrinek; 5 alcsoportjuk van a kiilonbozé szekvencia-
motivumok alapjan; ebbdl kiindulva tobb funkcidjuk ismert: makromolekula-védelem,
féemmérgezés elleni védelem (fémionok megkotése) (Hara és mtsai  2005),
gyOkfogdkepesseg (Hara és mtsai 2004), krioprotektiv aktivitds (Reyes és mtsai 2005),
chaperonszerli viselkedés (Ca?*-fiiggs) (Alsheikh és mtsai 2003), abiotikus stressz
(alacsony hémérséklet, ozmotikus és sostressz) elleni védelem (stressztolerancia)
(Puhakainen és mtsai 2004; Brini és mtsai 2007).

3. csoport (D-7/D-29) - pl. HVAL arpaban (Hordeum vulgare L.); két alcsoportjuk
van a 11 aminésavbdl allo6 szekvencia-motivum nagy varialhatésaga alapjan (3A és 3B).
Legfontosabb funkcidjuk a kdrnyezeti stressz (hideg, fagy, aszaly, magas sétartalom)
hatasara bekovetkez6 akklimatizacid egy szoros, H-kotésekkel megszilarditott haldzat
létrehozésaval, gyokérndvekedés fenntartasa vizhiany esetén (Ried és Walker-Simmons
1993).
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4. csoport (D-113) - két alcsoportjuk van a szekvencia-motivumok és hosszsaguk
alapjan (4A és 4B); szarazsag- és sOstressz soran a hajtasmerisztémaban, a fejlodo és érett
magvakban akkumulaldédnak, és véddfunkeiot latnak el.

5. csoport - atipusos vagy hidroféb LEA fehérjék; harom alcsoportjuk van a
szekvencia-azonossaguk alapjan (5A, 5B és 5C); transzkriptszintjiik megné a magfejlodés
utols6 szakaszaban, valamint kiilonboz0 stresszorok hatasara (szarazsag, UV-fény,
szalinitas, hideg és sebzés).

6. csoport (PVLEA18) - kisméretli fehérjék; nagymértékben akkumulalodnak
szaraz magvakban és pollenszemekben, tovabba vizhidny soran; a tébbi hidrofil LEA
fehérjétdl eltéréen nem tudjak megakadalyozni az enzimek inaktivalodasat, talan az eltérd
célfehérjékbdl adodoan (Reyes és mtsai 2005).

7. csoport (ASR1) - kifejez6désiik fajfiiggd; egyes fajokban akkumulalédnak
Oregedés soran, gyimolcs-, mag-, illetve pollenéréskor, tovabba abiotikus stresszhatasok
soréan (aszaly, szalinités, hideg és korlatozott fényviszonyok). Tultermeltetésiik szarazsag-,
valamint sostressz-toleranciat eredményez (Yang és mtsai 2005).

3.5.2.2. Molekuléris chaperonok - hdsokkfehérjék (Hsp)

Szérazséagstressz hatasara megvaltozik a ndveényi sejt fehérje-osszetétele - mind
minéségileg, mind mennyiségileg. Az ujonnan szintetizalt fehérjéknél az amin6savsorrend
mellett fontos a méasod-, illetve harmadlagos struktdra is. Ebben jatszanak fontos szerepet a
,hajtogat6”, azaz a hosokkfehérjék, amelyek ezen tul megakadalyozzdk a proteinek
aggregéaciojat, szallitasukat végzik az egyes sejtkompartmentekbe, valamint a ,,hibéas”
fehérjék elimindlasaban is részt vesznek. KifejezOdésiik altalaban a stresszhatas
jelenlétehez kotott, felhalmozddésukat a stressztoleranciahoz kapcsoljak (Bartels és Sunkar
2005). A molekulatomegik alapjan 6t nagy csoportba soroljak 6ket (Wang és mtsai 2004):

1. Kis Hsp-k (sHsp) - molekulatémegik 12 és 40 kDa kdzé esik. Hat alcsoportjukat
kiillonboztetik meg, amelyek eltérd tomegiiek, valamint mas-mas kompartmentben
stabilizacioja. Kiilonb6z6 abiotikus stresszorok, tgymint alacsony és magas hdmérséklet,
szarazség, so-, illetve oxidativ stressz hatasara indukalodnak. Akkumulacidjuk mértéke
Osszefiigg az adott névény stressztoleranciajaval.

2. Hsp60 (chaperonin) - Két alcsoportjuk van: 1. alcsoport a kloroplasztiszban és a
mitokondriumban (Cpn60), a Il. alcsoport pedig a citoplazmaban (CCT) talélhato.
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Hajtogat6, valamint az Ujrahajtogatasnal asszisztald szerepet toltenek be az Gjonnan
szintetizalt, illetve transzportalt fehérjék nativ formajanak kialakitasaban.

3. Hsp70 - Két alcsoportjuk van: DnaK (Hsp/Hsc70 a citoplazméban, Hsp70 a
kloroplasztiszban és a mitokondriumban, Bip az ER-ban) és Hspll0/SSE (Hsp9l a
citoszélban). Funkcidjuk: a fehérjék aggregaciojanak megelézése, segédkezés a proteinek
Ujrahajtogatdsanal (mind normal, mind stresszkorilmenyek kozott), prekurzor fehérjék
importalasa és athelyezése, nem stabil proteinek proteolitikus lebontdsanak eldsegitése
(alizo-, illetve proteaszOmakba valo irényitas), jelatvitel (egyes kindzok, illetve
foszfatdzok modulacioja) és transzkripcid aktivalasa (,,hajtogatott” szabalyoz6 fehérjék
ellenérzése - pl. hosokkfaktorok altal medialt kifejez6dés negativ represszioja).
Expresszidjuk megné magas és alacsony hémérsékleten, aszalykor és kémiai stresszorok
jelenlétében.

4. Hsp90 - megtalalhat6 a citoplazmaban, a mitokondriumban, a kloroplasztiszban
és az ER-ban. Szerepe: jelmolekuldk (kinazok, szteroidhormon-receptorok) érésenek
elosegitése, sejtciklus ellenbrzése, fehérjedegradacid, proteinszallitas és olyan mutalodott
fehérjék ,életben tartdsa”, amelyek fejlédést és morfologiat kontrollalnak (,,genetic
buffering”, de csak stresszkorilmények kozott). Optimalis feltételek mellett is
megtalalhatd a sejtekben (egy sejt osszfehérjéinek az 1-2%-at teszi ki), de stresszorok
(magas/alacsony homérséklet, szalinitas, nehézfémek, ndvényi hormonok, fény/sotétség
atmenet) hatdsara tobbszorosére fokozddik mRNS-ének mennyisége.

5. Hsp100 (Clp) - az AAA ATPaz szupercsalad tagjai. Két alcsoportjuk van: az
I. alcsoport tagjai a citoplazméban és a mitokondriumban talalhaték (ClpB, A/C, D), a
Il. alcsoporté pedig a Kloroplasztiszban (ClpM, N, X, Y). Funkcidjuk a
fehérjeaggregatumok szétszedése, valamint a proteinek széthajtogatdsa - a nem
funkciondlis, karos fehérjék eliminaldsa. Normal kortlmények kozott is jelen vannak a
sejtekben. Kifejezddésiik fejlodési allapot altal szabalyozott, valamint megnd kiillonb6zo

kdrnyezeti faktorok jelenlétében (magas és alacsony hdmérséklet, aszaly, sOstressz).

3.5.3. A novényi sejt membranjainak hidraulikus konduktivitisat noveld transzportfehérjék
A vizfelvétel és a sejtmembranokon 4t folyd viztranszport egyarant fontos kedvezo

és kedvezétlen koriilmények kozott. A novényi sejtekben az aquaporinok latjak el ezt a

feladatot, fenntartva ezéltal az egész ndvény hidratalt (turgor) és tapanyaggal ellatott

allapotadt (Maurel és mtsai 2009). Kiilon kiemelendé a vakudlum, illetve az ezen

18



organellumot kérilhatarol6 membréan, a tonoplaszt szerepe a turgor, és ezen keresztil a
megfeleld vizpotencial kialakitasaban. Vizhiany esetén a plazmamembrén és a tonoplaszt
dsszehangolt viztranszportja sziikséges a vizvesztés elkeriilése érdekében. Vizsgalatok
kimutattak, hogy a tonoplaszt vizatereszt6 képessége, valamint aquaporin-aktivitasa
sokkalta nagyobb, mint a plazmamembréané (pl. Niemietz és Tyerman 1997), de ez
val6szintileg annak koszonhet6, hogy a tonoplaszt Gsszfehérjéjéhez képest e proteinek
fordulnak eld a legnagyobb aranyban (Maeshima 2001). A szabalyozésukat tekintve
elmondhat6, hogy a kornyezeti hatdsra adott gyorsvélasz sordn az aktivitas-, illetve a
mennyiségbeli  valtozds domindl. Az aktivitds szabalyozdsdban elsdsorban a
foszforilacid/defoszforilacié folyamata jatszik szerepet - foszforilaltan nyitottak a porusok,
a foszfat csoportok hasitasaval pedig zarodnak. Tovabb4 leirtak, hogy a hidrogén-peroxid
(H.O2) - mint jelmolekula - az aquaporinok internalizici6jat serkenti, melynek
kdvetkezmenye a lecsokkent viztranszport (Boursiac és mtsai 2008). A hosszabb tavu
stresszhatds mar transzkripcids szinten befolyasolja az egyes izoformak kifejez6dését. Ez
jelenthet mind fellil-, mind alulszabalyozéast (Hachez és mtsai 2006), ami nagyban figg a
fajtol, fajtatdl, a stressz formdjatdl, a novényi szervtdl és az adott izoforma mindségétdl
(pl. Lian és mtsai 2004; Alexandersson és mtsai 2005). Az aquaporinok négy nagy
csoportjat kilonboztetjik meg (Kaldenhoff és Fischer 2006):

1. Plazmamembranon bellli fehérjék (plasma membrane intrinsic protein - PIP) -
PIP1 (PIP1;1-1;5) és PIP2 (PIP2;1-2;8) alcsoport. A PIP2 fehérjék kifejezédésének
novekedésével jelentdsebben emelkedik a plazmamembran vizateresztd képessége, a
PIP1-re ez nem jellemz6 (Chaumont és mtsai 2000), de egyiittes kifejezédésiik megemeli
ez utobbi viztranszportjat is. A PIP1 transzportja és beépililése a membrénba egyébként
nagyban fligg a PIP2 kifejez6désétol (Zelazny és mtsai 2007). A PIP1 alcsoport fehérjéi
tovabba képesek egyéb molekuldk széllitasara is, ugymint glicerol, borsav, urea és CO,
(Alexandersson és mtsai 2005). Ez utobbi szallitadsabdl addédéan az aquaporinoknak nagy
szerepiik van a mezofill-konduktancia (gm) felerésitésében, ami els6sorban a stresszhatasok
kodvetkeztében ,legyengllt” fotoszintézis hatékonysagéan javit (Uehlein és mtsai 2003).
A PIP2 fehérjék kozott is talaltak méas szubsztratot szallitot, pl. az AtPIP2;1 képes a H,O,
transzportjara, amely folyamat - a H,O, ,kilddnc” funkcidjat tekintve - fontos szerepet
jatszik a sejtek kozotti kommunikécidban (Dynowski €s mtsai 2008).

2. Tonoplaszton beluli fehérjék (tonoplast intrinsic protein - TIP) - a sejten belili
viztranszport kulcsfigurai, 6t alcsoportjuk van (TIP1-5). Fejlédési allapottol, illetve
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szervt6l fliggben torténik az egyes izoformak eloszlasa - mas-mas, specifikus funkciokat
latnak el (Jauh és mtsai 1998).

3. NOD26-hoz hasonlé proteinek (NOD26-like intrinsic proteins - NIP) -
megtalalhatok mind a plazma-, mind az intracellularis membranban, valamint két
alcsoportjuk: NIP1 és NIP2 ismert. A vizateresztd képességiik alacsony, inkabb pl. a
glicerolt, az ureat részesitik elényben (Maurel 2007). A sejten beluli mennyiségik
altaldban kisebb, mint az ¢l6z6 két csoport tagjaié, de ez nem von le semmit a
jelentdségiikbél. Egyik fontos szereplik a borsav felvételében van - amelynek egyik
kovetkezménye a megfelelé gyokérndvekedés (sejtfal-megnyulas) (Takano és mtsai 2006).

4. Kis, bazisos fehérjék (small basic intrinsic protein - SIP) - az ER membranjaban
talalhatok, két alcsoportjuk van: SIP1 (SIP1;1-1;2) és SIP2 (SIP2;1-2;2). Eddigi adatok
alapjan a vizet nem képesek atereszteni, tehat valdsziniileg mas funkciot latnak el

(Ishikawa és mtsai 2005).

3.5.4. Az oxidativ stressz kivédésében szerepet jatsz6 proteinek

Tobbnyire megnd a kifejezodésiik kiillonbozé kornyezeti stresszhatasok soran,
melynek kdvetkezményeként csokken a karos reaktiv oxigénszarmazékok (ROS)
mennyisége. Ezaltal a névény megdvja makromolekulainak, sejtjeinek épségét az oxidativ
stressz ellen. Ide tartozik a szuperoxid-dizmutdz, a kataldz, a glutation-transzferaz és a

kiilonbdz6 peroxidazok.

1. Szuperoxid-dizmutdz (SOD) - a szuperoxid-gyokanion eliminalasat végzi a kovetkezo
reakcio alapjan:
20, + 2H" — O, + H,0,

A SOD-ok metalloproteinek, melyek a kotott fémion mindsége alapjan lehetnek:
- Cu/ZnSOD - a kloroplasztiszban és a citoszdlban fordul eld,
- MnSOD - a mitokondriumban talalhato,
- FeSOD - nehany névényfaj kloroplasztiszaban fordul el6,
- NiSOD - csak a prokariotakban lelhet6 fel.
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2. Katalaz (CAT) - a H,0; eliminalasat végzi a kovetkez6 reakciok valamelyike alapjan:
RH, + H0, > R+2H,0 (1)
2H,0, — 2H,0 + O, (2)
A H,0, koncentraciojatol fugg, hogy melyik folyamat megy végbe. Alacsony [H.O:]
(<1uM) mellett a (1) dominal, mely &ltal szamos hidrogéndonor (pl. etanol, aszkorbinsav)
oxidalodik. Az ennél magasabb (toxikus) koncentracié esetében mar a (2) reakcio kerdil
elétérbe, mely folyamat egyik nagy elénye, hogy nem fogyaszt egyéb redukalé agenst
(Scandalios 2005).

3. Glutation-transzferdz (GST) - a glutation (GSH) konjugélésdval detoxifikalnak
citotoxikus endogén, illetve xenobiotikus vegylleteket. Ezen Kivil részt vesznek meég
kiilonb6z6 hormonok, Ugymint auxin, citokininek és etilén szallitdsdban, valamint
- glutation-peroxidaz aktivitasuk révén - lipidperoxidacios termékek redukalasdban. Egy
nagy enzimcsaladrél van sz6, mely hét alcsoportbol tevodik ossze: phi (GSTF), tau
(GSTU), theta (GSTT), zeta (GSTZ), lambda (GSTL), dehidroaszkorbéat-reduktdz (DHAR)
és a tetraklorohidrokinon-dehalogenaz (GSTTCHQD). A phi és a tau csoport
novényspecifikus, és a GST-k zme ezen enzimek kozil keril ki - tobbnyire ezek végzik a
GST-konjugéciot. A theta és a zeta GST-k az allatokban is megtalalhatok, és
szekvenciaszinten konzervaltsagot mutatnak a ndvényi megfeleldikkel. A GSTT-k
rendelkeznek GPOX-, a GSTZ-k pedig GSH-fliggé izomeraz-aktivitassal. Ez utébbi a
maleil-acetoacetat fumaril-acetoacetéatta valo atalakitast jelenti, mely a tirozin-degradécio
egyik lépése. A DHAR és GSTL Kissé ellt a tobbi csoporttol - inkdbb monomer, mint
dimer formaban fordulnak el6. Mindkét csoport rendelkezik tioltranszferaz-aktivitassal, a
DHAR-ok pedig - amint a kés6bbiekben latni fogjuk (3.8. alfejezet) - a dehidroaszkorbat
aszkorbinsavva val6 redukciojat is katalizaljak (Edwards és Dixon 2005).

4. Peroxiddzok (Px) - szintén a H,O; detoxifikalasat végzik a kovetkez6 reakciot kovetve:
H,0, + R(OH); — 2H,0 + R(O),

A redukal6 agens alapjan tobbféle peroxidazt kilénbdztetiink meg, pl.:

- aszkorbinsav - aszkorbat-peroxidaz (APX) - részleteiben Id. a 3.8. alfejezetben.

- glutation - glutation-peroxidaz (GPOX) - a H,0,-on kivul alkil-hidroperoxidokat is

redukalnak alkoholla. Néhany GST is rendelkezik ilyen aktivitassal, pl. GSTT.
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3.5.5. A proteinbontdsban részt vevé enzimek - proteazok

A protedzok fehérjebont6 tulajdonsaguk révén szabalyoz6 szerepet is betbltenek a
novenyi sejt életében - az altaluk lebontott protein sorsa visszafordithatatlan. Ezéltal
kiilonboz6 fejlodési és kornyezeti behatdsokra adott valaszokat iranyitanak. Mivel minden
egyes protedz szubsztratspecifikus, ezért miikodésiik erésen szabalyozott mind térben,
mind id6ben. Szdmos bioldgiai folyamatban vesznek részt - tobbek kozott a meidzisban,
embriogenezisben, a sztoméak kifejlédésében, a kloroplasztisz-biogenezisben, valamint
helyi és szisztémas védekezési reakciokban (van der Hoorn 2008). Négy nagy csoportjukat
kilonboztetjuk meg: cisztein-, szerin-, metallo- és aszpartat-protedzok. A szakirodalom
tobbnyire a cisztein-protedzok indukcidjat emliti aszéaly-, valamint soOstressz soran
(pl. Harrak és mtsai 2001).

3.6. Az ABS-fiiggetlen utak jelentosége a stresszvalaszban

Az el6zo fejezetekben azokat a jelatviteli folyamatokat taglaltuk, amelyeknek a {6
kozvetitd eleme az ABS mint stresszhormon. Ezen Kkivil viszont vannak olyan,
szarazsagstresszhez kapcsolt, génkifejez6dést szabalyozo jelatviteli utak is, amelyek ett6l a
hormontol flggetlenek. Az ozmotikus behatdsokra, mint a szarazsag és a sostressz, a
novények az ABS-fliggd utat részesitik elényben, mig a hideg inkabb az ABS-t6l
fuggetlenul aktivalja, illetve represszalja a vélaszgének atirasat. Vannak olyan célgének,
amelyek kifejez6dését mindkét utvonal befolyasolja, ilyenek pl. a COR (cold responsive)
gének (pl. RD29A) (Ishitani és mtsai 1997). Az ABS-fuggetlen kaszkad fontos elemei az
AP2-tipusu transzkripcios faktorok, a DREB2A és DREB2B, amelyek a DRE cisz-elemhez
kapcsolodva szabalyozzak a stresszvalaszgének kifejezodését.

Az ABS-en kivil mas ndvényi hormonok is reszt vesznek az abiotikus stresszre
adott valasz szabalyozasaban, akar kdzvetlen, akar kdzvetett médon, ugymint a szalicilsav
(SA), a jazmonsav (JA) és az etilén (ET). Mindezt az ABS-sel egyiittmiikodve teszik elég
komplex modon, pl. az AtMYC2 és az ERF1 transzkripcids faktorok kapcsol6dd pontjai a
JAJABS, illetve a JAJET jelatviteli utaknak (Lorenzo és Solano 2005). Ezen interakcidok
valoszinlileg az egyes stresszorok altal kivaltott valaszok Gsszehangolasét szolgaljak,
valamint megfelelé egyensulyt biztositanak a kiilonbozd valaszreakciok kozott a sejt,

illetve a novényi szervezet szintjén (Hirayama és Shinozaki 2010).
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3.7. Fotoszintézis aszalyos korulmények kozott

A novények elsészami szerepe a foldi bioszféraban, hogy szervetlen anyagokbol
szerveset allitanak el6. A folyamat hajtéereje a Nap energiaja, melynek kémiai energiava
val6 konvertalasaért a fotoszintetikus pigmentek, azaz a klorofillok felel6sek.
Magasabbrendli novényekben a klorofill a és b fordul el6, egymashoz viszonyitott
mennyiségik Altaldban 3:1. Kornyezeti stresszhatdsok jelenlétekor mennyiségiik
csokkenhet (Li és mtsai 2006) vagy nodvekedhet (Garcia-Valenzuela és mtsai 2005). A
klorofillok mellett kiséré pigmentként karotinoidok is megtalalhatok a fotoszintetizald
szervezetekben. Két csoportjukat kilonboztetjilk meg — vannak a karotinok és a
xantofillok. Szerepiik a fotoszintézisben elsdsorban az elnyelt fényenergianak a klorofillok
felé torténd tovabbitasdban van. Abiotikus stresszek esetén egyéb funkcidjuk is eldtérbe
keril - a nem fotokémia kioltds (NPQ) legfébb komponensei, vagyis a fotooxidativ
hatasoktdl vedik a fotoszintetikus apparatust.

A nbvények sztomazéarddassal reagélnak a csokkent vizellatottsdgra, hogy
mérsékeljék a tovabbi vizvesztést. A sztdbmdk — az evapotranszspiracio mellett — a
gazcserének is els6dleges helyei, vagyis a fotoszintézis zavartalan miikodéséhez
nélkilozhetetlenek. Amikor a sztémak zérddasaval a sztomakonduktancia (gs), és vele
egyltt a transzspiracio (E) is lecsdkken, akkor a fotoszintézishez sziikséges CO,-transzport
is leall, vagyis a nOvény szervesanyag-eloallitasa hattérbe szorul. Az alacsony
CO,-koncentracio tehetd feleldssé a fotoszintézis tulajdonképpeni csokkenéséért, és nem a
ribuldz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz/oxigenaz (Rubisco) enzim aktivitdsanak csokkenése. Ez
a fehérje ugyanis a szervesanyag-szintézis kulcsenzime — a CO,-fixacié alapreakciojat
katalizalja. Mennyisége, aktivitisa mérséklédik kornyezeti stresszhatasok, pl. szarazsag
hatasara, azon belll is a sztomék zarodasat kovetden. A stresszre adott valaszreakcio e
Iépése faj-, illetve fajtafiiggd (Flexas és mtsai 2006), a stressz mértékétol fiiggden masképp
reagal pl. a sz6ja (Glycine max L.) és a dohany (Nicotiana tabacum L.). A sz6janal gyors
deszikkéacié sordan az enzim csokkent aktivalhatosdgat mérték, mig a fehérje
dsszmennyisége és 0sszaktivitisa visszaesett folyamatos aszalystressz alkalméval. Ezzel
szemben a dohanylevelekben nem kdvetkezett be aktivitascsokkenés e két stressz hatasara.

Aszalyos id6kben — az eddigiek mellett - a fotoszintézis metabolizmusénak
szabalyozasdban fontos szerepet jatszanak az oldhat6 cukrok, azaz a szachar6z, a glikoz és
a fruktéz. Ez gy valésul meg, hogy a koncentraciojuk megné a keményit6 lebontasanak

kovetkeztében, ami befolyasolja egyes gének Kkifejez6dését, valamint megvaltozik a
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fehérjemintazat. Magas cukortartalom esetén csokken a fotoszintézisben részt vevo
enzimek transzkriptszintje, mig a szénhidratok lebontasaban szerepet jatszo, tovabba a
raktarozott poliszacharidok, lipidek és fehérjék szintézisét katalizdld6 enzimek
MRNS-mennyisége megnd (Stitt és mtsai 2007). Mérsékelt aszaly sorén a fényreakciok, az
elektrontranszport és a NADP" redukci6ja nem valtozik, ennek kovetkeztében felborul az
energiaegyensuly, mivel hidnyzik a CO,, ami atvenné az elektront (Lawlor és Tezara
2009). Atmeneti megoldast nydjthat a ndvények szamara a fotorespiracio jelensége, vagyis
a glikolat-ciklus, amelynek sorén a ribuldz-1,5-biszfoszfathoz (RuBP) CO, helyett O,
adodik, vagyis a Rubisco oxigenaz-aktivitasa keriil el6térbe. A reakcid két terméke a
glikolsav-foszfat (PPG) és a glicerinsav-3-foszfat (G3P). A PPG a kiindulasi pontja azon
tovabbi folyamatoknak, melyeknek kovetkezménye a H,O, keletkezése, az ATP-szintézis
elmaraddsa, valamint a nettd szén- és nitrogénveszteség, vagyis a biomassza
ndvekedésének visszaesése. Ez elsdsorban a mezégazdasig szempontjabol fontos, mivel a
termeéshozam csokkenését eredményezi (Kimball 1983). Kebeish és mtsai (2007) talaltak
egy athidalé megoldast Arabidopsisban, melynek segitségével fokoztdk a fotoszintézis
hatékonysagat és a biomassza produkcidjat. Mddszerik lényege az Escherichia coli
baktérium glikolat-katabolizmus enzimeinek bevitele volt Arabidopsis kloroplasztiszokba.
Ezaltal a keletkezett glikolsavat kozvetlenil glicerinsavva alakitottak a névények.

A fotorespiracié - hatranyain tul - taldn egyetlen elénye, hogy a kloroplasztisz
NADPH,-jat oxidalja, vagyis lehetdvé teszi, hogy a redukalt ferredoxin-NADP"-
oxidoreduktdz (FNR) megszabadulhasson két, felesleges elektronjatol, atadva oOket az
oxidalt NADP*-nak. Amint mondtuk, ez csak egy atmeneti megoldas a novények szamara,
hossz(l tavon nem nyujt Kiutat a redox egyensuly felbomlasat tekintve. Ezen eltol6das
legfébb kovetkezménye ugyanis a reaktiv oxigénszarmazekok (ROS) felhalmozodasa,
amelyek karosan hatnak a novényi sejtekre, szovetekre. Ez az oxidativ stressz.

3.8. Az aszkorbat-glutation ciklus szerepe az oxidativ stressz mint masodlagos stresszfaktor
kivédésében

A sztdbmék zérddasanak, tovabbd a csokkent CO,-koncentracionak egyik karos
kdvetkezmenye, hogy az elektronok akceptora a CO, helyett a molekularis oxigén (O,)
lesz. Ezaltal megnovekszik ROS-szintézis, megndhet a szuperoxid-gydkanion (O;"), a
hidrogén-peroxid (H,0,) és a hidroxilgydk (OH") koncentracidja (Asada 1999). Jelenlétiik

erdsen eldonytelen a sejt szdmara, mivel nagymértékii reakcidképességiik kovetkeztében
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kérositjak a makromolekulakat: a fehérjéket, a lipideket, a nukleinsavakat, aminek végso
kdvetkezmenye a sejt halala. A ndvények — hogy megel6zzék ezt a folyamatot — egy
komplex, antioxidans védekezési rendszert allitottak fel, melynek enzimatikus és nem
enzimatikus résztvevoi ismertek. A legfontosabb, a ROS-ok eliminalasaban szerepet jatszd
enzimek a szuperoxid-dizmutdz (SOD; Id. 3.5.4. fejezet), az aszkorbat-peroxidaz (APX) és
a katalaz (CAT; Id. 3.5.4. fejezet). E fehérjék képesek ,,semlegesiteni” a O, -t és a H,0,-t,
megakadalyozva ezzel a leginkabb oxidalé hatasi OH® képzOdését (Scandalios 1993;
Foyer és mtsai 1994; Asada 1999). A nem enzimatikus csoport két, legfontosabb tagja a
glutation (GSH) és az aszkorbinsav (AsA) (Noctor és Foyer 1998).

Az AsA tehét kulcsszerepet jatszik az oxidativ stressz Kivédésében, mely torténhet
i) kdzvetlen moédon, amikor a szabadgyodkdket kdzvetlendl oltja Ki, és ii) kdzvetett Gton,
amikor elektrondonorként szerepel az APX &ltal katalizalt reakcioban, amely soran a H,O,
redukalodik. A H,O2-bol viz lesz, mig az AsA-bol monodehidro-aszkorbatgyok (MDASA),
amely haromféleképpen alakulhat vissza AsA-va: i) vagy a monodehidroaszkorbét-
reduktaz (MDAR) altali redukcioval, vagy ii) az elsd fotokémiai rendszerben talalhato,
reduklt ferredoxin altal (Asada 1999), vagy pedig iii) spontan diszproporcionalddéssal,
amikor két MDASA egy AsA-va és egy dehidroaszkorbatta (DHAsA) alakul. A DHASA is
visszaalakithatd AsA-va, mégpedig a GSH-fiiggd dehidroaszkorbat-reduktdz (DHAR)
altal. A redukcidban részt vevd GSH oxidalodik (GSSG), amelyet a glutation-reduktaz
(GR) alakit vissza redukalt formaba, amihez NAD(P)H-t hasznal elektrondonorként. A fent
emlitett folyamatok alkotjak az aszkorbéat-glutation (AsA-GSH) ciklust (3. abra).

Szamos irodalmi adat alapjan tudjuk, hogy a ciklus egyes enzimeinek aktivitasa
fokozodik kiilonbozoé, kornyezeti stresszhatds jelenlétekor, és ez a valaszreakcio
Osszefiiggésbe hozhat6 a stressztoleranciaval (pl. Lascano és mtsai 2001). Ha figyelembe
vesszilk még azt a tényt, hogy e reakcio egyike a novény stresszre adott, korai valaszainak,
akkor az antioxidans rendszer vélaszai alkalmazhat6k lehetnek mint szelekcios jellemzok a
stressztolerans fajtak kivalogatasaban (pl. Guo és mtsai 2006).

Bonyolultabba teszi az egész rendszert, hogy a ciklus enzimeinek mindegyike
egy-egy enzimcsaladot alkot, vagyis az egyes izoenzimek mas-méas sejtkompartmentben

fordulnak eld, biztositva ezzel a minél hatékonyabb oxidativ stressz elleni védekezést.
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H,O \ s \ P NAD(P)H

MDAR vagy Fd

H.0; / MDASA NAD(P)

nem enzimatikus diszproporcionalddas
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DHAR

@ GSH &E NAD(P)H

3. abra. Az AsA-GSH ciklus sematikus abraja. AsA — aszkorbinsav, MDAsA — monodehidro-
aszkorbatgyok, DHAsA — dehidroaszkorbat, APX — aszkorbat-peroxidaz, MDAR — monodehidroaszkorbat-
reduktaz, DHAR — dehidroaszkorbat-reduktaz, GSH — glutation, GSSG - oxidalt glutation, GR — glutation-

reduktaz, Fd — redukalt ferredoxin.
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APX-ek legalabb négy sejtszervecskeben talalhatok: a kloroplasztisz sztroméajaban
(sAPX), a tilakoid-membranhoz kététten (tAPX), a mikroszomék (glioxiszoma és
peroxiszéma) membranjahoz kdtétten (mAPX), valamint a citosz6lban (CAPX) (Shigeoka
és mtsai 2002). A kloroplasztisz-specifikus APX egyébként a mitokondriumba is
szallitodhat (Chew és mtsai 2003). Egyre jobban ismert az egyes APX izoenzimek szerepe
a kornyezeti stressz kivédésében, amelynek vizsgalatit egyszeriibbé tette kiilonb6zo
muténsok alkalmazésa. Pl. Davletova és mtsai (2005) igy kaptak azokat az eredményeket,
amelyek alapjan kijelentették, hogy Arabidopsisban a cAPX1 képezi a ROS-metabolizmus
kozéppontjat. Hianyaban egyszerien 0Osszeomlott az egész kloroplasztiszbeli
H,O,-eliminal6 rendszer — megnétt a H,O, szintje, a fehérjék oxidalédtak. Ezzel szemben
Miller és mtsai (2007) arr6l szamoltak be, hogy az egyes izoenzimek génjeinek kiltése
(esetlikben a cAPX1 és a tAPX egyltt és kulon-kilon) nem feltétlentl vezet a
makromolekuldk nagyaranyu kéarosodasahoz, inkabb ilyenkor atrendezddnek az egyes
jelatviteli utak, biztositva ezaltal a megfelels védelmet. Vagyis egyfajta plaszticitas
jellemzi a ROS-jelatvitelt Arabidopsisban. Ehhez hasonl6 ellenmondéasokat talaltak rizs
esetében is, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy egy fajon beliil az egyes APX izoformak
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masképp szabalyozodnak a fajtatol, a ndovény koratdl, a ndvényi szervtdl, illetve a nevelési
feltételektdl fliggéen (Hong és mtsai 2007).

Az MDAR-ok ndvenyi sejten bellli kompartmentaltsaga fontos az AsA megfeleld
redox é&llapotdnak fenntartdsdban. MDAR izoenzimek aktivitasat irtdk le a
kloroplasztiszban, a mitokondriumban, a peroxiszoméaban, a citoszolban, valamint a
plazmamembranhoz, illetve a sejtfalhoz kapcsoltan (Dalton és mtsai 1993; De Leonardis és
mtsai 1995; Mittova és mtsai 2000). Aktivitasuk, illetve transzkriptszintjik is valtozhat
kiilonboz6 fajok mas-més szervében, kulonféle kornyezeti stresszhatdsok jelenlétekor.
Aktivitasuk altaldban megnd (Bartoli és mtsai 2006; Sharma és Dubey 2007) a stressz
elleni védekezésben, biztositva ezzel az elegendé mennyiségii redukalt aszkorbatot az APX
szamara. Ugyanigy génjeik mRNS-szintjének emelkedését is Kkimutattdk kiilonb6z6
abiotikus stresszorok hatdsara - citoszolikus, kloroplasztiszos/mitokondridlis (Chew és
mtsai 2003; Yoon és mtsai 2004) és peroxiszéma sztromajaban eléfordulo MDAR-oknak
(Leterrier es mtsai 2005).

A DHAR-ok szintén az oxidalt aszkorbat redukdlttd vald visszaalakitasaban
vesznek részt. Shigeoka és mtsai (2002) a kloroplasztisz sztréméajaban és a citoplazméaban
talalhatd izoenzimekrdl szamoltak be. A stressz kivédésében vald jelentdségiiket erdsiti
szamos publikacio, melyben a szerz6k a stresszor altal kivaltott aktivitas-novekedésrol
szamolnak be (pl. Burritt és mtsai 2002; Lai és mtsai 2007). Az enzim megndvekedett
aktivitasa mellett parhuzamosan a transzkriptszintje is megemelkedhet. Baek és Skinner
(2003) szdmolt be a Kkloroplasztiszban talalhatd izoforma megnétt Kkifejez6désérol
hidegstressz soréan.

A GR-ek biztositjak a redukalt glutationt tobbek kozott a DHAR-ok sz&méra a
DHASA redukalasdhoz. Teszik mindezt a kloroplasztiszok sztréméajaban, illetve a
citoplazmdban mint sGR és cGR (Shigeoka és mtsai 2002). Az ¢l6z6 harom
enzimcsoporthoz hasonléan a GR-nél is megfigyeltek aszaly-, illetve ozmotikus stressz
hatasara bekOvetkez aktivitas-nOvekedést - a szarazsdgrezisztens buzafajtandl
hatékonyabb volt a GSSG-redukcid, mint a szarazsagérzékeny fajta esetében (Lascano és
mtsai 2001).

3.9. A gyokér szerepe az aszalyhoz val6 alkalmazkodasban

Jol fejlett, a gyokérhosszal és a vastag gyOkerek szamaval jellemezhetd gyokérzet

szukséges ahhoz, hogy a novény kiaknazza a f6ldbdl a még elérhetd vizet a benne 1évo
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tdpanyagokkal egyetemben és biztositsa a novény fold feletti részének is a megfeleld
fejlodését. A novények egyik szérazsag-elkeriilé (drought avoidance) stratégiaja a
melyrehatd, vastag gyokérzet kifejlesztése, mellyel a mélyebb rétegekbe is le tudnak
hatolni, biztositva ezaltal a folyamatos vizellatast (Tari és mtsai 2003). A nedvesség felé
iranyulé novekedést hidrotropizmusnak nevezziik, melyet a nedvesség-gradiens érzékelése
el6z meg. E folyamatnak a f6 szerve a gyokérsiiveg (azon belll pedig a kolumella sejtek),
ami egyébként a tébbi tropizmus, pl. gravitropizmus lefolyésat is koordinalja. A novényi
hormonok koziil az ABS és az auxin szerepe kiemelend6 a folyamat lezajlasaban. Az ABS
fenntartja a magasabb ndvekedési aranyt a gyokér azon oldalan, ahol az alacsonyabb
vizpotencialt érzékeli a novény (Takahashi és mtsai 2002). Az ABS pozitiv hatésat
bioszintézis-enzimeinek tultermeltetésével is alatamasztottak (Thompson és mtsai 2007).
Az auxin szerepe a gravitropizmusban mar régéta ismert, viszont a viz, illetve a gravitacio
altal iranyitott mozgas gyakran (tkdzik egymassal. Eapen és mtsai (2005) feltételezték,
hogy az ABS befolyasolhatja az auxin transzportjat, illetve antagonizalhatja a gyokerek
gravitaciora adott valaszanak korai jelatvitelét csokkent talajviztartalom esetén.

A gybkércsics mogotti régid ndvekedésének hatterében a sejtek megnyulasa all,
amely csak a gyokér megnyulasi zéngjaban valdsul meg, mig méas részei gatoltak ilyen
szempontbdl (Fan és Neumann 2004). Az expanzié megvalosulasanak els6szamu helye a
ndvenyi sejt fala, amely a folyamat soran szamos &talakuldson megy keresztil. Mindebben
fontos szerepet jatszanak a sejtfal-6sszetevok, pl. poliszacharidok, fehérjék. A sejtfalat
alkotd fobb poliszacharidok a celluldoz, a hemicelluléz és a pektin. A celluldz-
mikrofibrillumok hemicellul6zszalakkal kapcsoldédnak egymashoz, igy egy hal6zatot
képeznek, mely a pektinméatrixba agyazodik. Az egyik leggyakoribb hemicelluléz a
xiloglukan, a flvek sejtfalaban viszont az arabinoxilan, a glikuron-arabinoxilan és a
B-glikdn dominal. A novényi sejtfal vazat tovabb stabilizdljak a szerkezeti fehérjék,
melyekre altalanosan jellemzo a gliikozilaltsag. Ilyen proteinek a hidroxiprolinban gazdag
glikoproteinek (HRGP), az arabinogalaktan fehérjék (AGP), a glicinben (GRP), illetve a
prolinban (PRP) gazdag proteinek. A sejtfal vazanak meglazitasa elsddleges a megnyulasi
folyamatban, amely egy savas kdzeget igényel (pH 5.2; savas ndvekedés - acid growth).
Ezt a sejt protonpumpakkal oldja meg, melyek a sejt belsejébdl juttatjak a H'-okat a
sejtfalba. A protonkivalasztast az auxin kétféleképpen fokozhatja - vagy a meglévé
H*-ATPazokat aktivalja, vagy Ujak szintézisét serkenti. Az alacsony pH a sejtfallazitd
fehérjék, az expanzinok miikodéséhez sziikséges, amelyek a celluloz-mikrofibrillumok

kozotti, nem kovalens kotéseket lazitjak fel. A ndvényekben négy csaladba soroljak az
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expanzinokat: két csaldd vesz részt a sejtmegnydlasban - o- (EXPA) és B-expanzinok
(EXPB) -, a masik kett6 funkcidja még ismeretlen - expanzin-szeri A (EXLA) és
B (EXLB) fehérjék. A pB-expanzinok e funkcidjabol adoddan kozremiikodnek a
gyokérszorok kialakulasaban is (Kwasniewski és Szarejko 2006). A sejtfal szerkezetének
modositasdban enzimek is részt vesznek. Egyik fontos enzim a xiloglikén-
endotranszgliikozilaz (XET), amely a xiloglikdnok gerincvdzat egy bizonyos ponton
elvagja, majd egy masik lanccal kiegésziti. Ily mdédon hosszi polimerek képzddnek,
amelyek elésegitik a megnyulas folyamatat. A XET gén magas kifejezddését irtak le aktiv
falatalakulds sorén tobb fajban is (pl. Yokoyama és mtsai 2004). A glikozidazok a
hemicelluldzok oldallancait tavolitjak el, miéltal azok kdnnyebben tapadhatnak a celluloz-
mikrofibrillumok felszinéhez, pl. az endo-(1,4)-p-D-gliikanaz.

3.10. A buza transzkriptomikaja

A buzét hexaploid mivolta (A, B és D genom, Bennett és Leitch 1995), valamint
nagy genommérete (16.8 Mbp) ellenére is behatdéan tanulményozzdk a gének
kifejezOdésének vizsgalata céljabol. Hatraltatd tényezonek szamit tovabba, hogy a buza
genomjat a mai napig nem szekvendltdk meg teljesen, valamint genetikai allomanyéanak
nagy resze (becslések szerint 75%) ismétl6dé szekvenciakbol tevédik ossze (Mitra és
Bhatia 1973). Az atfogd génkifejez6dési vizsgalatokra alkalmas fontosabb modszerek:

1. SAGE (serial analysis of gene expression)

2. MPSS (massively parallel signature sequencing)

3. Macro-és microarray - a két technika a DNS-pontok nagysagéaban, a pontokat

hordoz6 mindségében €s a vizsgalt minta jelolési modjaban kiillonbozik.

Az array-ket tovabb csoportosithatjuk a hordozén 16vé probak hossza szerint. igy
megkulénboztetlink:

1. cDNS-eket tartalmaz6 array-ket (pl. az altalunk alkalmazott &rpa

cDNS-macroarray),

2. Rovid (&ltaldban ~ 25 nt) oligonukleotidokat tartalmazé array-ket (pl. Affymetrix

Genechip®),

3. Hosszu oligonukleotidokat (60-70 nt) tartalmazd array-ket (pl. az altalunk

tervezett oligonukleotid-microarray/oligo-chip).

A buza transzkriptomikajanak vizsgéalata soran egyes kutatdécsoportok cDNS-array-t
hasznaltak (pl. Wilson és mtsai 2004), mig masok hosszu oligonukleotidokat tartalmazo
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array-vel dolgoztak (pl. Kawaura és mtsai 2006). Az igy kapott eredmények validalasat
vagy Northern blot analizissel, vagy kvantitativ reverz-transzkriptaz PCR-rel végezték. Az
eddigi publikaciok révén ismereteink vannak azon génekr6l, melyek megvaltozott
kifejez6dést mutattak blzaban tobbek kozott sostressz (pl. Kawaura és mtsai 2006),
alacsony hdmérséklet (pl. Winfield és mtsai 2010), aszaly (pl. Aprile és mtsai 2009), vagy
tobb, abiotikus stresszor egyittes hatasara (pl. Sziics és mtsai 2010).

A vizmegvonas génkifejezddésre tett hatdsat szamos kutatocsoport vizsgalta mar
mind hajtasban (pl. Xue és mtsai 2006), mind gydkérben (pl. Mohammadi és mtsai 2007),
mind szemtermésben (pl. Sziics és mtsai 2010), keresve azokat a géneket, melyek feleldsek
lehetnek a szarazsagtiirés Kialakulaséért. Eddigi ismereteink alapjan a mai napig nem
tanulményoztdk még az 6szi blza gydkereiben zajldé génexpresszios valtozasokat hosszu

tavl (heteken at tart6), mérsékelt vizhiany esetén. Mi erre kerestiik a valaszt.
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4. Célkitiizés

A szérazsagstressz  altal kivaltott valaszok hatterében nagyszdmid gén
kifejez6désének a megvaltozésa all. Egyes gének megndvekedett, mig masok visszafogott
expresszioval reagélnak a stresszhatasra. Az, hogy melyik éppen hogyan viselkedik,
nagymértékben fugg a vizsgalt fajtol, fajtatol. Ez mégink&bb fennall olyan fajtak eseteben,
melyeket stressztiiroként, illetve stresszre érzékenynek irtak le. E tényekbdl kiindulva
indultunk neki Kisérleteinknek, és kezdtlk el vizsgalni a buzat mint mezdgazdasagilag
fontos novényt, valamint az aszaly ra gyakorolt hatasat. Ez utébbi vizsgalatok jelentoségét
Foldink klimajanak valtozasa, és ennek kovetkeztében varhatdé még jelentésebb

aszéalykarok mérséklésének igénye adja.

Konkrét célkitiizéseink az alabbiak voltak:

1. Két, szdrazsagstresszre tolerans blzafajta 6sszehasonlitasa, melyek kozul az egyik egy
6szi, ,adaptiv’ genotipus, a masik pedig egy fakultativ, ,elkeril6” stratégiat kovetd
tajfajta. Milyen gének kifejez6dése jellemzi az egyik, illetve a masik buzafajta gyokerét

hossz( tavd, mérsekelt aszalystressz soran?

2. Két-két, eltérd jelleghi stressztoleranciaval bird buzafajta génkifejez6dési mintazatanak
Osszehasonlitasa a tapasztalataink alapjan ,,finomitott” kisérleti rendszerben, kiegészitve
kiilonbozo élettani mérésekkel. Milyen gének kifejezddése jellemzi a szarazsagstresszre
ellenalld, illetve érzékeny fajtak gyokerét? Ez dsszefuggésbe hozhatd-e bizonyos élettani
paraméterek valtozasaival? Talalunk-e toleranciagen(eke)t”, amely(ek) egyOntetiien
kilénbséget mutat(nak) a tolerans és szenzitiv genotipusok kdzott?

3. Két, eltérd jellegli stressztolerancidval rendelkezé buzafajta 6sszehasonlitdsa. Hogyan
valtozik az AsA-GSH ciklus enzimeinek transzkriptszintje - izoenzimek szintjére lebontva
- a két genotipus hajtasdban hossz( tavu, mérsékelt aszalystressz soran?
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5. Anyag és médszer

5.1. A munkank soran gyakrabban hasznalt oldatok dsszetétele

1. Hoagland-tapoldat (1x): 2. TBE-puffer gélelektroforézishez (1x):
NH4H,PO4 150 mg/I Tris bazis 10.8 g/l
Ca(NO3)2 x4 H,0 656 mg/I H3BO; 55 g/l
MgSQO4 X 7 H20 240 mg/I Na,EDTAx2H,O 0.74 g/l
KNO; 606 mg/I
Fe-EDTA 2.5 ml/l
Mikroelemek 1 ml/l
Mikroelemek:

H;BO3 2.86 mg/I

CuSO4 x5 H,0O 0.08 mg/I

Na;MoO, 0.03 mg/I

ZnS0O4 x 7 H,0 0.22 mg/I

MnCl; x 4 H,O 1.81 mg/I

5.2. A munkank sorén hasznalt buzafajtak rovid ismertetése

1. Triticum aestivum L. cv. Plainsman V — kozepes hozamu, mindségi termést
hoz0, szarazsagtiiré, észak-amerikai, 6szi buzafajta. Forgalomba hozatalanak éve: 1974.
Forras: Cseuz Lészl6, Gabonakutatd Nonprofit Kft., Szeged.

2. T. aestivum L. cv. Cappelle Desprez — intenziv blzatermesztésben magas
hozamot hoz0, szérazsag-érzékeny, francia, 6szi buzafajta. Forgalomba hozatalanak éve:
1946. Forrés: Cseuz Laszl6, Gabonakutatd Nonprofit Kft., Szeged.

3. T. aestivum L. cv. Jing-411 — sz&razsag-érzékeny, észak-kinai, 6szi buzafajta.
Forgalomba hozatalanak éve: 1991. Forrads: Aimin Zhang, Kinai Tudomanyos Akadémia
Genetikai és Fejlodésbiologiai Intézete, Peking.

4. T. aestivum L. cv. Xiaoyan-54 — stressztiir6, kinai, 6szi bizafajta. Forras: Aimin
Zhang, Kinai Tudomanyos Akadémia Genetikai és Fejlodésbiologiai Intézete, Peking.

5. T. aestivum L. Kobomugi — Bels6-Azsiabol szarmazo, fakultativ tavaszi tajfajta.

Forras: Prof. Dr. Erdei L&sz10, Szegedi Tudomanyegyetem, Novénybioldgiai Tanszék.

32



5.3. Novények nevelése

5.3.1 Buzafajtak nevelése perlitben

A kisérlet célja: novekedési, élettani és génkifejez6dési adatok nyerése az egyes,
szarazsagstressznek kitett buzafajtakrol.

A Kisérletet harom buzafajtaval vegeztiik: cv. Plainsman V, cv. Cappelle Desprez
és Kobomugi. Haromnapos csiraztatast kovetéen az egyes bulzafajtdk csirandvényeit
tizendtosével Ultettlik nedves perlitet tartalmazd cserepekbe (cserépméret: 18x18x18 cm,
azaz kb. 3.2 | perlit). Két hétig eloneveltik 6ket: 300 ml 1-szeres tomenységti Hoagland-
tapoldattal val6 6ntézés hetente kétszer; megvilagitas: 16 6ra fény (250 umol m?s™)/ 8 éra
sotétség; homérséklet: 16°C/21-24°C (éjjel/nappal); relativ paratartalom: 60-70%. A két hét
letelte utan a cserepeket két csoportba osztottuk: a stresszelt csoport 50 ml 1-szeres
toménységii Hoagland-tapoldatot kapott négy héten at heti kétszeri ontozéssel, mig a
kontroll csoport tovabb kapta a kezdeti 300 ml-t. Hetente gytijtottiink mintakat a stresszelt
novényekbdl (cserép/fajta/hét), majd a negyedik héten a kontroll cserép névényeit is
learattuk. Tehat 6sszesen hatféle mintat gyiijtottiink be a kisérlet soran minden egyes
fajtabol: kezdeti kontroll az els6 két hét utan (Cont), stresszelt névények mintai az els6
(1w), mésodik (2w), harmadik (3w) és negyedik héten (4w), valamint a negyedik hetes
kontroll névények mintéi (Cont 4w).

5.3.2 Buzafajték nevelése homok-perlit 2:1 arényl keverékében

A kisérlet célja: novekedési, élettani és génkifejezodési adatok nyerése az egyes,
szarazsagstressznek kitett buzafajtakrol.

A Kisérletet 4 buzafajtaval végeztik: Plainsman V, Cappelle Desprez, Jing-411,
Xiaoyan-54. A haromnapos csirandvenyeket 6-osaval Ultettik a homok-perlit 2:1 aranyu
keveréket tartalmazd cserepekbe (&tméré: 12cm; drtartalom: 1.2 1), amelyeket el6zdleg
vizzel telitettink (100% talaj-vizkapacitdas — 0.257 kg/kg). Az elénevelés 80%
talaj-vizkapacitasu (80% FC) talajban folyt két héten at. Ezt kovetéen a stresszelt
novények nem kaptak tapoldatot — a talajuk vizkapacitasa a vizmegvonas méasodik hetére
esett vissza 40%-ra (40% FC). A tovébbiakban a 40% vizkapacitas mellett mért témegre
naponta locsoltuk vissza a cserepeket. Az 6ntdzés hdrom szivargo csovon keresztul tortent

a talajfelszini gyokeresedés elkeriilése végett. Ezzel parhuzamosan a kontroll névények
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tovabbra is a 80%-o0s talaj-vizkapacitason nevelddtek. A nevelés korilmeényeit (vilagitas,
hémérséklet, relativ paratartalom) tekintve megegyezett az el6z6 kisérlet paramétereivel.
Ebben az esetben négyféle mintat gytjtottiink be: a vizmegvonas masodik (2w 40%) és
negyedik hetes (4w 40%) mintai, valamint a hozzajuk tartozd kontrollmintak (2w és
4w 80%).

5.4. Molekuléris vizsgalatok
5.4.1. cDNS-macroarray vizsgalat

A total RNS-ek kivonasat TRI reagenssel végeztik (Sigma, St. Louis, MO, USA) a
gyartd instrukcidi szerint, mind a stresszelt, mind a kontroll névények gyokeréb6l. A
3p_jeldlt cDNS-ek szintézise Sreenivasulu és mtsai (2002) leirésa alapjan tortént.

A macroarray-hibridizaciot a Gatersleben-i Leibniz-Institut fur Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung-ban (IPK) végezték Potokina és mtsai (2002) modszerével.
Aprébb valtoztatdsokkal dolgoztak: i) a hibridizacié maga 65°C-on, legalabb 18 6ran at
tortént; ii) a hibridizacié utdn a cDNS-array-ket el6szor 1-szeres SSC-, illetve 0.1%-0s
SDS-oldattal mostak 65°C-on 20 percig, majd 0.5-sz6r6s SSC és 0.1%-0s SDS elegyével
szintén 65°C-on és szintén 20 percig. Az egyes membranparok 10450 egyedi cDNS-probat
tartalmaztak kétszeri ismétlésben (technikai ismétlés), az egyes prébak szekvenciaadatai
megtalalhatok a http://www.pgrc.ipk-gatersleben.de/cr-est/ internetes oldalon. Tizenkét

kiilonb6z6, gyokér eredeti mintat hibridizaltattak, kétszeri ismétlésben (biologiai
ismétlés). A detektalast és a pontok intenzitasanak szamszerlsitését az Array Vision
(Imaging Research, St. Catharine’s, Ontario, Canada) programcsomaggal veégezték egy
~phosphoimager” felhasznalasaval. A jelintenzitast a teljes, kotott radioaktiv mennyiseghez
normalizaltdk, valamint az egy klonhoz tartozd két, technikai ismétlést atlagoltak. A
tovabbi adatkiértékelés egy Excel-alapt alkalmazassal tortént, amit Dr. Miskolczi Pal
(MTA SZBK Novénybioldgiai Intézet) fejlesztett ki. Az adatokat tobbféle szlir6n engedtiik
at. Azokat a prabakat kerestiik, melyek jelintenzitasa legalabb kétszer akkora volt, mint a
hatter, tovabba a két, technikai ismétlés ardnya nem haladta meg a kétszeres értéket. A
biologia ismétlések tekintetében szintén kizartuk a kétszeresnél nagyobb aranyt mutatd
prébékat. Mindezek utan kovetkezett a szérazsagstressz altal indukalt, illetve represszalt
kifejez6désti cDNS-probédk kivalogatasa: minimumnak tekintettik a kétszeres, felfelé
(indukalt) vagy lefelé (represszélt) irAnyuld valtozasokat a mintasorozat legalabb egyik
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tagjandl, a kezdeti kontrollértékhez viszonyitva. Az azonos kifejez6dés-mintazati
probékat rendszereztik a  k-kozeép  algoritmus  segitségével  (J-Express 2.6,

http://www.molmine.com).

5.4.2. Oligonukleotid-microarray vizsgalat

A csoportunk &ltal megtervezett blza oligonukleotid-microarray kozel 15 ezer
szekvenciat tartalmaz. Az oligétervezés alapjaul szolgald géneket kiillonb6z6 szempontok
alapjan valasztottuk ki:

- a szakirodalombdl ismert, stressz altal indukalt gének vagy géncsaladok buzabdl:
tobbek kozott LEA gének (pl. Brini és mtsai 2007), GST-ket (Gallé és mtsai 2009),
aquaporinokat (pl. Hachez és mtsai 2006), CIPK-kat (pl. Xiang és mtsai 2007), antioxidans
enzimeket (pl. Asada 1999), transzkripciés faktorokat (pl. Shinozaki és
Yamaguchi-Shinozaki 2006), patogenezissel kapcsolatos fehérjéket (pl. Lee és
mtsai 2008), receptorszerti protein-kinazokat (pl. Morillo és Tax 2006), ozmotikumok
szintézisének enzimeit kddolé gének (Chen és Murata 2002);

- a rizsben prediktalt, stressz-indukalhaté promoéterti gének bulza ortoldgjai
(Cserhati Matyas, lekdzbletlen eredmény);

- a magfelt6ltédésben szerepet jatszo gének (Sziics Attila, PhD dolgozat, 2008);

- ismert, rizs sejtciklus geének és géncsalddok (Pettk6-Szandtner Aladar,
lek6zo6letlen eredmények);

- a lipidanyagcserében résztvevé gének (Kiss Mihaly, Galiba Gabor, lekdzdletlen
eredmények);

- az arpa cDNS-macroarray soran szarazsag-indukciot mutat6 gének bdza ortoldgjai
(Secenji és mtsai 2010b);

- buza Affimetrix-chipen aszélystressz-indukciét mutaté gének (Dongcheng Liu,
lek6zo6letlen eredmények);

- in silico keresések sordn kapott, stressz-indukalt génjeldltek - a valogatas alapja
az volt, hogy a TC-ket (tentative consensus) alkotdé EST (expressed sequence tag)
szekvencidk zome (75%) abiotikus stressznek kitett cDNS-konyvtarakbol szarmazott
(Cserhati Matyas, lekdzbletlen eredmény);

- kontrollként  szolgald6 gének, melyek kifejez6dését nem befolyasolja a
vizmegvonas (konstitutiv gének) - a macroarray adatokra alapozva (Secenji és
mtsai 2010D).

35



A kivalasztott géneket reprezentdld, a TIGR (The Institute for Genomic Research)
blzaadatbazisabdl (10-es verzid, 2005.02.10.) szarmaz6é TC, illetve EST-szekvenciakra
50-70 nt hosszu oligdkat terveztiink (Array Designer 4.0, Premier Biosoft International,
Palo Alto, CA, USA) a szekvencidk kozotti esetleges hasonlésagot is figyelembe véve,
azaz:

1. A szekvencidk kozotti eltérés < 5% - feltételeztiik, hogy ugyanazt a fehérjét
kodoljak a szekvencidk (allélvariansok, fajtapolimorfizmus, géncsalad kdzeli, rokon
tagjai), ezért kozos oligot terveztiink rajuk;

2. A szekvenciak kozti eltérés 5-20% - olyan helyre terveztiink kézds oligét, ahol a
legnagyobb hasonlésédg volt az atfed6 szekvencidk kozott; ha ilyen oligd nem volt
tervezhet, akkor a rokon szekvenciéakra is egyedi oligot terveztiink;

3. A szekvenciak kozti eltérés > 20% - egyedi, specifikus oligot terveztliink minden
egyes szekvenciara.

Az igy Kkivélasztott gének és a rajuk tervezett oligok azonositoi, illetve
DNS-szekvencidi a dolgozat CD-mellékletén Excel-tablazatban megtalalhatd.

Az igy kapott 12976 oligon tal a chip ismétléseket is tartalmaz, melyek elsésorban
technikai ellendrzést szolgalnak. llyen ismétlések voltak — esetiinkben — ugyanazzal az
azonositoval felvitt oligok (a gyarto altal, random maddon felvitt ismétlések — 336 db); az
altalunk, random moddon kivalasztott kétszer, de kiilonb6zé azonositoval felvitt oligok
(394 db); egyes kivalasztott génekre egy méasodik oligd tervezése és felvitele, kiillonb6z6
azonositoval ellatva (1270 db). Az Agilent cég (Santa Clara, CA, USA) gyartotta le az
altalunk megtervezett oligokbol, valamint a sajat konyvtarabol szairmazo 768 minGség- és
negativ kontrollb6l all6 mikroszkdp targylemez formatumd 8 x 15K chipet (eArray,

http://www.genomics.agilent.com).

Kisérletlinkben nyolc buzafajta négyhetes gyokérmintajaval dolgoztunk, vagyis
mindegyiknél a kéthetes stressznek Kkitett (2w 40%) és a hozza tartoz6 kontroll mintét
vizsgaltuk (2w 80%).

Az egy szalu cDNS-t a totdl RNS 1 pg-jabdl szintetizaltdk 10 pl térfogatban,
oligo(dT) és ArrayScript reverz-transzkriptdiz ~(Ambion, Austin, TX, USA)
felhasznalasaval. Ezt kovet6en a cDNS masodik szalat 50 ul végtérfogatban allitottak eld
DNS-polimeraz segitségével RNaz H (Ambion) jelenlétében. A dupla szali cDNS képezte
a mintat az amino-allil mddositott, amplifikdlt RNS eléallitasahoz, ami tk. egy amino-allil
rUTP jelenlétében lezajlé in vitro transzkripcid6 T7 RNS polimeraz (T7 Enzim Mix,
Ambion) alkalmazésaval. Az igy kapott amplifikdlt RNS 6 pg-ja képezte az észterez6
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jeloleés alapjat, amelynek eredményeként kaptédk a Cy5 (vorods) és Cy3 (z6ld) fluoreszcens
festékkel jelolt mintakat. Mindezt az AminoAllyl MessageAmp™ Il aRNA Amplification
Kit (Ambion) felhasznalasaval végezték a gyarté elbirasai szerint. A jelolt mintak még egy
RNS-tisztité affinitds-oszlopon mentek at a hibridizacio kivitelezése el6tt (Macherey
Nagel, Diren, Germany), majd meghataroztdk a koncentraciojukat (NanoDrop,
Wilmington, DE, USA) és a beépult festék mennyisegét fotometraléssal (Cy3 - 550 nm,
Cy5- 650 nm). Ez utdbbi mérés alapjan csak azon mintdkat hasznaltdk fel a
hibridizalashoz, melyeknél az 1000 nt-ra jutd festékmolekulak szama 30 és 60 kdzé esett.
A fent leirt stratégiat két ismétlésben végezték el: egyszer a stressznek kitett ndvényekbdl
szarmaz0 mintékat jelolték CyS festékkel, a kontroll egyedekbdl szarmazokat pedig
Cy3-mal, majd forditva.

A hibridiz&ci6 sorédn két darab, nyolc identikus blokkot tartalmazd chipet
hasznaltunk, ahol a blokkok mindegyike tartalmazta a 15744 szekvenciat. A nyolc
blzafajta estében egy blokk képviselt egy fajtat, egy blokkon belil pedig az egyik fajta
festékkel jelolt minta képviselte a stresszkezelt novényeket, mig a maésikkal jelolt a
kontroll novényeket. A masik chipen ugyanezen mintakat ellenkezé szinnel jelolve
ismételték meg a hibridizaciot (color-flip). Az eredmények részletes kiértékelését csak
azon a 4 fajtdn végeztik el, melyek az élettani méréseinknek is alanyai voltak
(Plainsman V, Cappelle Desprez, Xiaoyan-54, Jing-411). Az egyes blokkok felszinére
300 ng tisztitott, jelolt amplifikdlt RNS kerilt a Gene Expression Hybridization Kit
felhasznalasaval (Agilent Technologies). Maga a hibridiz&cio egy hibridizaciés kamraban
zajlott le (Agilent Technologies), 17 6ran keresztil, 65°C-on, folyamatos kevertetés mellett
(~5 rpm). A hibridizcié utdn kovetkezett a mosas, melyhez kétféle mosopuffert
hasznaltak: el6szor szobahdmérsékleten 1 percig (Gene Expression Wash buffer 1, Agilent
Technologies), majd 37°C-on szintén 1 percig (Gene Expression Wash buffer 2, Agilent
Technologies), majd széritottdk a lapokat. Az egyes blokkok leolvasasat lézer szkennerrel
végezték (Agilent Scanner) a beépitett XDR (Extended Dynamic Range) funkciot
hasznalva, 5 pm-es felbontasban. A leolvasas 543 nm (Cy3) és 633 nm (Cy5)
hullamhosszokon tortént, a kapott képeket pedig a Feature Extraction v1.1 programmal
(Agilent Technologies) értékelték Ki.

Az azonos kifejez6désii géneket hierarchikus klaszterezéssel rendszereztiik
McQuitty mddszerét hasznalva (PermutMatrix 1.9.3, http://www.lirmm.fr, Caraux és
Pinloche 2005).
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5.6. Amindsav-szekvenciak 0sszehasonlitasa

A kiilonboz6 buza APX, MDAR, DHAR, GR enzim izoformak nukleotid-
szekvenciait BLAST-technikdval kutattuk fel a TIGR Plant Transcript Assemblies (TA)
(Childs és mtsai 2007) adatbazisban (2-es verzio, 2007.07.10., http://plantta.jcvi.org/).

Ehhez mar ismert, a GenBank adatbazisban szerepld szekvencidkat hasznaltunk fel,
melyek vagy buzabol, vagy mas fajokbol szarmaztak. Mas fajokként emlitend6 az arpa
(Hordeum vulgare L.), a rizs (Oryza sativa L.) és a spendt (Spinacia oleracea).
A hasonlosdgi fa létrehozdsdhoz buza TA-kat hasznaltunk, melyek azonositéja
»TAszdm_4565" alakként szerepel az adatbazisban, ahol a szdm az adott TA egyedi
szamszer(i azonositéja, mig a 4565 a buza NCBI (National Center for Biotechnology
Information) taxon-azonositdja. A TA-k feltérképezése utan meghataroztuk minden egyes
nukleotid-szekvencianak a hozza tartoz6 amindsav-szekvenciajat (ExPASy Proteomics
Server, http://www.expasy.org/). Az egyes géncsaladok esetében ez eltéré hosszsagu
polipeptidet jelentett: APX — 252 aa, MDAR - 308 aa, DHAR - 200 aa, GR — 340 aa.
A kapott, szarmaztatott amindsav-szekvencidk tobbszoros illesztése képezte a hasonldségi

fa megalkotésanak alapjat, ez utdbbihoz a szomszéd-kapcsolati mddszert hasznaltuk

(Clustalw, http://clustalw.genome.jp/), a vizualizaldshoz pedig a Treeview nevii program

1.6.6-0s verzidjat alkalmaztuk. Tovabba csak azon TA-k, illetve a bel6lik szarmaztatott
polipeptidek képezték a fa vazat, amelyeknek teljes volt a szekvencidja, a részleges TA-k
utélag valtak a fa részévé a vazalkotd TA-khoz valé hasonldsaguk alapjan. A hasonldsagi
fakon tal igénybe vettik még olyan tranzitszekvencia predikcids programok segitségét is,
melyek eredményei alatamasztottdk az egyes izoformak feltételezett, sejten belili
eléfordulasat. A kovetkezd predikcids programokat alkalmaztuk: TargetP vl.1
(Emanuelsson és mtsai 2000), iPSORT (Bannai és mtsai 2002), Predotar (Small és mtsai
2004), SignalP v3.0 (Bendtsen és mtsai 2004), BaCello (Pierleoni és mtsai 2006).

5.4.4. cDNS-szintézis; valos idejii, kvantitativ, reverz transzkripcios PCR (RT-gPCR)

A totdl RNS-ek 2 pg-jabol szintetizaltunk cDNS-t RevertAid H minus M-MuLV
reverz transzkriptdz (Fermentas) enzim felhasznalasaval a gyart6 eldirasai alapjan.
Aszintézis megkezdéséhez random hexamer primereket hasznaltunk, tovabbéa
vakreakciokat is beiktattunk az enzim kihagyasaval. A Power SYBR Green PCR Master

Mix (Applied Biosystems) elegyet, valamint az 5-5 pmol forward, illetve reverse
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primereket tartalmazé6 RT-qPCR-reakciékhoz (20 ul) 9 pul, 1:45-szeres higitasu
cDNS-oldatot adtunk. Mindezt haromszor ismételtik meg, valamint cDNS-t nem
tartalmaz6 vakprobékat is lefuttattunk. A RT-gPCR lefuttatdsdhoz az ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, USA) berendezést
hasznaltuk a kovetkezé miikodési protokollal: 95°C-on 10 percig; 45 ciklus 95°C-on
15 mp-ig, majd a kapcsolodas (annealing) szakasza 60°C-on 1 percig. Az amplifikéacio
specificitasat kétféle modon ellendriztiik: 1) egyetlen olvadaspontil terméket jelzd cstcs
jelenléte a lefutési gorbén (ABI Prism Dissociation Curve Analysis Software); ii) egyetlen
sdv az agar0z gélen gélelektroforézis utan. A munkéank sordn kivalasztott és vizsgalt
géneket, illetve géncsoportokat detektald specifikus primerek szekvencidit az 1. tablazat
foglalja 6ssze. A RT-qPCR sordn kapott értékeket kétszeresen normalizéltuk: i) a
18S rRNS-hez mint referencia génhez; ii) az adott Kkisérletben meghatéarozott kontroll
mintdhoz (a részletekrdl bodvebben az adott kisérlet eredményeinek leirasanal). A relativ

transzkriptszintek kiértékelését a 244

mddszer segitségével végeztuk (Livak és
Schmittgen 2001). Szignifikans eredményként azon értékeket vettlk figyelembe, melyek
legalabb kétszeres kilonbséget mutattak a kivalasztott kontrollhoz képest, ami tobbnyire a

kisérlet kezdeti kontrollmintaja volt.

1. tblazat. Az RT-qPCR-hez hasznalt gén-, illetve géncsoport-specifikus primerek szekvenciaja

Gén*/ Forward szekvencia Reverse szekvencia

géncsoport

18SrRNS 5’-GTGACGGGTGACGGAGAATT-3’ 5’-GACACTAATGCGCCCGGTAT-3’

P5CS 5’-CGAGGGAGTGGACAAGTAGTGAAC-3* 5-AGGGGGCTTTGAAGAGGATTATT-3’
TaGSTU2 5’-CACCGTGCTCGCTTGGAT-3’ 5’-CGGACTCAGACACACACAAACA-3’
CAPX | 5’-CCTTCTTCAGTTGCCGACC-3’ 5’-TCAGCAAAGAACGCATCCTC-3’
cAPX II 5’-AGGAGAGGTCTGGCTTTGAG-3’ 5’-GTCAGCAGGGTTTTGTCACTT-3’
tAPX 5’-GCCGAAGCCCATGCTAAACT-3’ 5’-ATCACTCGCTGGTGCTGGAT-3’
SAPX | 5’-GCAGCTGCTGAAGGAGAAGTC-3’ 5’-CAATTTCAAACCTCAAGCTACCAT-3’
SAPX II 5’-GGCGATCGGTGAGGTGC-3’ 5-TGGGGTGGCAGTGGGTT-3’

mAPX 5’-CTACTGATAAGGCATTGTTGGAT-3’ 5’-TGATCCGTGGTGTGAAGC-3’

CMDAR | 5’-CGATGAAGATCTACAACGACGAGA-3* 5’-CCGCCTCTTTCCCCTTGAT-3’

cMDAR Il 5’-CGAGCAGGCAGTAAAGGCG-3’ 5’-TCCCCGAACAGCACCGT-3’

chIMDAR 5’-AGTATGAAGGAAGCTCCAGGAAAAT-3" 5’-AAACACCCTTCAATCGACTATCAGA-3’
mMDAR  5’-GGACGACTACGAGGCGTTAT-3’ 5’-AGGCACGTCTTTCTTGCTTT-3’
cDHAR 5’-GCCTGTGTATAACGGTGGTG-3’ 5’-CGTGACAAAGGTGGAGAAGA-3’
chIDHAR 5’-AATTGGTCTGTCCCAGATGC-3’ 5’-TCCAGCAATGACATCCTCTG-3’
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1. tblazat. Folytatas

Gén*/ Forward szekvencia Reverse szekvencia

géncsoport

cGR 5-ATCCTTGGTGGTTCTGGTGT-3’ 5’-CTTGGTCGTGTGCCTTTG-3’

chIGR 5-TTGGGCTGTTGGAGATGTTA-3’ 5-CTCTGGTTTGGTCGGTTCAT-3’
TA54762 5’-GGCTCGGCAACAGTCC-3’ 5’-CAGTATGGTCAGCAAGAGACAGA-3’
TA69106 5’-CCTCGGCAACAAGGTGA-3’ 5’-TGTCAAAATCCACAAGAACTCC-3’
TA66711 5’-GGACAGCCTTGCCACCT-3’ 5’-GCCTCCAGCACCCTGA-3’

TA94922 5’-CGGCGTGCGAGGTAG-3’ 5’-CGACGACAACGGAGATGTT-3’

* A TA-k esetében az egyedi szamazonosité utan a taxon-azonosité szerepel: 4565.

5.5. Elettani mérések

5.5.1. Relativ viztartalom meghatéarozésa

A levelek relativ viztartalmat a kovetkezd egyenlet alapjan szamoltuk ki
100 x (FT —SZT) / (TT — SZT), ahol FT a friss tomeg; TT a turgid tomeg, melyet 24 6ran
at, 4°C-on, sotétben torténd vizben aztatas utan kapunk meg; SZT pedig a 24 6ras, 80°C-on

val6 széritas utani széraz témeg.

5.5.2. Relativ prolintartalom meghatarozasa

A szabad prolintartalmat Bates (1973) modszere alapjan mertik. 50-100 mg
lefagyasztott levelet dorzsoltink el 3%-os vizes szulfoszalicilsavban (5 pl oldat/mg level);
centrifugalds (10000 rpm, 10 perc) utan savas ninhidrin (0.14 M ninhidrin, 60v/v%
ecetsav, 40v/v% 6M foszforsav) és tomény ecetsav elegyeébe (200-200 pl) tettik at a
fellluszét, majd 1 Oréra 90°C-os vizflirddbe raktuk. Az egy ora letelte utan a mintakat
10 percig jégen tartottuk a reakcid leéllitdsa végett, majd ezt kdvette az extrakcié 1ml
toluollal. Erdteljes keverés utan a toluolos fazist vittiik tovabb, amely a prolin ninhidrinnel
alkotott szines derivativjanak kovetkeztében sarga szinii lett. A szinintenzitas egyenesen
ardnyos a mintaban talalhatd prolin mennyiségével. Az abszorbanciamérést kvarc
kivettdban végeztik 520 nm-nél spektrofotométerrel (Shimadzu UV-160), vakreakcidval
szemben nulldzva. Mivel elssorban a stresszelt novények kontrollhoz viszonyitott
prolintartalma érdekelt benniinket, ezért az egyes értékeket a kontroll novényekben mert

abszorbancia %-aban adtuk meg, ehhez a kalibraciés egyenessel torténd abszolut
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prolinkoncentracié meghatarozasa nem volt szikséges. A méréseket hat ismétlésben

végeztik.

5.5.3. Klorofill- és karotinoidtartalom meghatarozasa

A méréshez ~ 25 mg friss levelet hasznaltunk, melyet jéghideg 2 ml-nyi 80v/v%-0s
acetonnal dorzsoltiink el. Ezt kovetéen 10 percnyi centrifugalds (7500 rpm) kovetkezett,
majd a mintékat spektrofotometridsan (Shimadzu UV-160) mértuk 80v/v%-0s aceton
ellenében a kovetkez6 hullamhosszokon: 470 nm (karotinoidok), 646.8 és 663.2 nm
(klorofill a és b). A méréseket hat ismeétlésben végeztik. A szamitasokhoz az alabbi
képleteket hasznaltuk:

Klorofill a: 12.25 X Assz.2- 2.79 X Asas s

Klorofill b: 21.5 X Agss8— 5.1 X Ass3.2

Klorofill a+b: 7.15 X Agsz2+ 18.71 X Asass

Karotinoidok: 1000 x A4z — 1.82 x klorofill a — 85.02 x klorofill b / 198

A kapott eredményeket pg/mg friss tomegben adtuk meg.

5.5.4. Gézcsere-vizsgalatok

A CO,-gédzcsere mérése a ndvények masodik levelén zajlott nyitott rendszeri
LI-6400 tipusu infravords gazanalizator (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA)
felhasznalasaval. A kiils6 leveg6t tisztitva kaptuk meg a referencia CO,-koncentréciot, ami
esetiinkben 400 pmol m? s™ volt 300 umol m? s™ beallitott aramlési sebességgel. A levegd
relativ paratartalma 30-50%, a kamra bels6 hdmérséklete pedig 21-23°C volt. A mérések
soran 6 cm? levélfeliiletet vizsgaltunk (ezt harom levél egyidejii behelyezésével értiik el),
amelyet KL-1500 tipust Idmpéval (Schott, Mainz, Germany) vildgitottunk meg
100-2000 mmol m™2 s PAR értékeket lépésenként alkalmazva. Az egyes mérések
alkalméaval hét mért, illetve szamolt adatot rdgzitettiink, mindezt fajtanként és mintanként
3-3 ismétlésben. Az egyes paraméterek kdzll négy, fontos jellemz6t emeltiink ki: a nettd
CO,-asszimilacio (fotoszintetikus rata; A), a transzspiracids rata (E), a sztdmakonduktancia
(9s), valamint az A/gs hanyadoshol kapott vizhasznositasi hatékonysag (WUE) értékét.
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5.5.5. ABS-tartalom meghatérozésa

Az ABS-tartalom meghatarozasat Yang és mtsai (2003) szerint végeztik.
100-400 mg gyokérmintat dorzsoltink el 2.5 ml 80v/v% metanolt tartalmazé extrakcids
pufferben. Feltards utdn a mintdk TBS-pufferben lettek visszaoldva (25 mM Tris,
100 mM NaCl, 1 mM MgCl, x 6 H,O, 3 mM imidazol, pH 7.5) (1500 pL/100 mg minta).
Magét az ABS-tartalmat ELISA technikaval hataroztuk meg, amelyhez Phytodetek Assay
Kitet (Idetek, Sigma Ltd.) hasznaltunk. A szubsztrattal valo reakciot kovetd elszinezddés
mértékét 405 nm-en hataroztuk meg, ehhez plate-olvasét hasznaltunk (Dynatech MR4000,

Dynatech Laboratories, USA). A méréseket harom ismétlésben végeztiik.
5.6. Statisztika

A disszertacioban szerepl adatok atlagértékek 3-6 ismétlésbdl (az ismétlésszam
kalon-kiilén megadva az egyes méréseknél az Anyag és modszer fejezetben) kiegészitve a
szorés értékekkel (standard deviécié - SD). Méréseink sorén tobbnyire t-tesztet (Student's
ttest) alkalmaztunk, valamint a funkcionélis eloszlas meghatarozasanal a y°-probat
hasznaltuk Yates korrekcidjaval a szignifikanciaszint meghatarozasara. Szignifikansnak

azon értékeket vettik, ahol P <0.05.
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6. Eredmények

6.1. Két, szarazsagstresszre tolerans buzafajta 6sszehasonlitasa hosszU tava, mérsékelt

vizhiany soran

Ebben a Kisérletben két, szarazsagra tolerdns buzafajtadt hasonlitottunk 0Ossze.
Elozetes ismereteink alapjan — mely szerint a Plainsman V egy adaptiv, mig a Kobomugi
tajfajta egy menekiild stratégiat folytat — az érdekelt benniinket, hogy a két, feltételezetten
kiilonb6z6 alkalmazkodasi folyamat hogyan valdésul meg a gyokerekben, milyen gének

kifejez6dése valtozik meg szarazsagstressz hatasara.

6.1.1. Novekedesi paraméterek

Az 0Ont6z6oldat mennyiségének csokkentésével parhuzamosan a novények
hajtasanak és gyokerének friss tomege egyarant csokkenést mutatott a kisérlet negyedik
hetére a kontroll koriilmények kozott nevelt novényekéhez viszonyitva (2. tablazat).

2. tablazat. Plainsman V és Kobomugi novények hajtas-, illetve gyokértomegének valtozasa

vizmegvonas hatésara

Mintak Hajtas friss témeg [g] Gyokér friss tdmeg [g]
Plainsman V Kobomugi Plainsman V Kobomugi
Cont 0.233 £ 0.056 0.301 +£0.026 0.137 0.143
1w 0.387 £ 0.091 0.421 + 0.057 0.232 0.189
2w 0.612 +0.237 0.989 +0.088 0.270 0.399
3w 0.818 £0.211 0.893 +£0.097 0.988 0.515
4w 0.950 £ 0.323 ***  1.036 + 0.084 *** 1.279 (-21%) 0.769 (-65%)
Contdw 1.694 +£0.272 1.644 + 0.064 1.621 2.217
*** P <(0.001

A gyokerek esetében elmaradt statisztika oka a tizendt novény gyOkérzetének
Osszekuszalodasa, melyeket nem szedtiink szét a mechanikai sérilés elkerllése végett.
A feltintetett adatok az dsszgyokérzet 1/15 részét képviselik, azaz egy atlagos gyokeérre
vonatkoznak. Még a statisztikai adatok hianyaban is levonhat6 a kdvetkeztetés, hogy a
Kobomugi novények gyokérnovekedésének szarazsagstresszre bekovetkezd csokkenése

joval intenzivebb volt (65%), mint a Plainsman V novények esetében (21%).
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A tomegadatok csokkenése egyontetiien bizonyitja a vizsgalt novények stresszelt allapotat.
A két fajta kozotti, eltéré gyokérfejlodést a novekedés intenzitisa is jol szemlélteti
(4. &bra) - a mérsékelt vizhiany hataséra a Kobomugi gyokérndvekedése kozel lineéris
trendet mutatott, mig a Plainsman V esetében egy fokoz6dd, talan szigmoid gorbe
rajzolédott ki. Egy pontos novekedeési trend felallitasahoz gyakoribb mintavételre lenne

szukség.

2.5 1
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O Plainsman V _
— 21
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4. dbra. A gyokérnovekedés mértéke szarazsagstressz soran. Az y tengely az abszolUt ndvekedési
értékeket jeloli: adott idépontban mért gyokértomegbdl kivontuk a kiindulasi tomegértéket. A stresszelt

novényeket az 1w-4w tengelyfeliratok jeldlik, a negyedik hetes kontroll névényeket a Cont 4w.
6.1.2. A P5CS gén mint szarazsagstressz-indikator kifejezédésének nyomon kévetése

A P5CS gént a szarazsagstressz létrejottének molekularis nyomon kdvetésére
valasztottuk, mivel jelent6s szerepe van a szarazsagra kialakulo valaszban. Kulcsenzime a
prolin-bioszintézisnek, melynek eredménye a megndvekedett prolinszint, amely mint
ozmotikum vesz részt a stressz kivédésében. A P5CS gén kifejez6dése mindkét fajta
esetében novekedett a kiserlet folyaman — a Plainsman V novények gyokerében a
csokkentett ontdzes harmadik, mig a Kobomugi egyedeknél a negyedik hetében mutatott
transzkriptszint maximumot (8-, illetve 7-szeres indukcid) (5. abra). Ezen eredmények,
tovabba a tdmegadatok ismeretében elfogadtuk, hogy az &ltalunk alkalmazott, csokkentett
vizmennyiseggel val6 0Ontd6zés valoban sejt- és fejlodési szinti  stresszvélaszra

kényszeritette névényeinket. Ennek tudataban folytattuk tovabbi vizsgalatainkat.
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5. dbra. A P5CS génkifejezddése gyokérben szarazsagstressz hatasara. A RT-qPCR adatokat kétszer
normalizaltuk: egyszer a 18S rRNS kifejez6dési szintjéhez, valamint a kezdeti minta transzkript-

mennyiségéhez.

6.1.3. Gének kifejezédésének vizsgalata drpa cDNS-macroarray-vel

Benniinket elsdsorban a gyokerekben torténd génkifejez0dés-valtozas érdekelt,
valasztadsunkat a két fajta kozotti, killonbozo titemli gyokérnovekedés, valamint a fajtak
kozotti, eltérd gydkérmorfoldgia indokolta (Secenji és mtsai 2010b). gy a macroarray-hez
jelolt, gyokérmintabdl (Cont, 1w, 2w, 3w 4w, Cont 4w) kivont RNS-ekbdl szintetizalt
cDNS-eket hibridizaltattunk. A tovadbbiakban - egyszeriisitésként - a ,,cDNS-préba altal
detektalt transzkript” Kkifejezés helyett géntkifejez6dést haszndlunk. Termeészetesen
tisztaban vagyunk a ténnyel, hogy az array-n 1évé arpa cDNS-probahoz tobb biza cDNS is
kotédhet, igy a konkrét gén nem azonosithatd. A Kkiértékelésnél minden olyan gént
figyelembe vettiink, amelynek kifejez6dése legalabb kétszeresére ndvekedett, vagy a felére
csokkent barmelyik stresszelt minta esetében. Osszesitett eredményként a kovetkezd
szamadatokat kaptuk. A 10450 egyedi cDNS-proba kozil ¢sszesen 773 (7.4%) mutatott
kétszeresnél nagyobb ndvekedést a Plainsman V novények gyokerében, a Kobomugi
ndvenyeknél ez a szdm 448 (4.7%) volt. Azon gének szama, melyek kifejez6désének
mértéke legalabb a felére csokkent a stressz hataséra (represszalodott), a Plainsman V
novényeknél 879 (8.4%), mig a Kobomugi esetében 507 (4.9%) volt. Megkerestik azokat
a géneket is, amelyek mindkét fajtdban kozdsen indukalédtak (207 — 2%) vagy
represszalodtak (205 - 2%). Ezzel elmondhatjuk, hogy az A&ltalunk alkalmazott
szarazsagstressz az array-n taldlhatd gének 21%-anak kifejez6dését valtoztatta meg
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legaldbb kétszeres mértékben. Ezen gének tobbsége a csokkentett 6ntozés elsé két hetében
indukalodott, illetve represszalodott, valamint a szamuk kétszer tébb volt Plainsman V
gyOkerekben, mint a Kobomugi ndvényeknél. Ez a fajtak kozti kiilonbség kiegyenlitédott a
harmadik, illetve negyedik hétre. Talaltunk 6t olyan gént is, amelyek kifejezédése egyarant
mutatott ndvekedést, illetve csokkeneést is a négyhetes stressz folyaman. Ezek kdzil négy a
Kobomugi fajtanal fordult el6: harom gén (HV03K15 — peroxidaz; HOO6E15 — szarazsag-
indukalt, hidrofob fehérje; HO05M18 — ismeretlen funkcioju fehérje) a masodik héten
indukalodott, a harmadik héten pedig represszalddott, egy gén (HMO02G17 — ismeretlen
funkcioju fehérje) viszont a harmadik, illetve a negyedik héten mutatta ugyanezt az
iranyultsagt kifejezodést. Ezzel szemben a Plainsman V novények gydkerében kimutatott
gén (HX04D19 - ismeretlen funkcidju fehérje) az elsé héten indukalddott, és a negyedik
hétre esett vissza jelentdsen a transzkripszintje az altalunk alkalmazott aszalystressz
hatéaséara.

A tovabbiakban megnéztilk, hogy milyen Kkifejez6dés-mintazatot mutattak az

indukalt, valamint represszalt gének.

6.1.3.1. Klaszteranalizis — hasonlé kifejezédés-mintazatu gének csoportositasa

A 6. abra 6sszesiti azt a hat klasztert, melyek a jellegzetes kifejez6dés-mintazatot
mutatd géneket hoztdk dssze egy-egy csoportba. Taldlunk kodzottik olyan csoportokat,
melyek génjei csak a Kobomugi ndvények gyokereiben indukalédtak (6A. abra) vagy
represszalodtak (6B. abra), illetve amelyek tagjai csak a Plainsman V egyedek gyokereiben
mutattak megnovekedett (6D. &bra) vagy lecsokkent (6E. &bra) kifejez6dést a
visszaszoritott 6nt6zés hatdsara. Olyan klaszterek is formalodtak, melyekben a gének
atmeneti  kifejez6dés-ndvekedést produkaltak: a Plainsman V  ndvényeknél a
szarazsagstressz els6 hetében (6F. abra), valamint a Kobomugi egyedek gyokerében a
masodik héten (6C. abra) jelentkezett ilyen jellegii valtozas. Az utObbi csoport génjei
(6C. abra) emellett tartésan magas transzkriptszinten fejezédtek ki a Plainsman V
novények gyokerében, ami kiillondsen felkeltette az érdeklddésiinket. Ezeket a jelolteket a

3. tdblazat foglalja 6ssze.
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6. abra. Kiilonboz6 kifejezddés-mintazat( gének csoportositasa klaszterekbe. A klaszterezés soran
azonos csoportba keriltek azok a gének, melyek csak a Kobomugi névények gyokerében indukalddtak (A),
illetve represszalodtak (B); atmeneti indukciot mutattak a Kobomugiban (C); csak a Plainsman V névények

gyokerében indukalédtak (D), illetve represszalodtak (E); atmeneti indukciét mutattak a Plainsman V (F)

novények esetében. A kiemelt vonalak az atlagolt, relativ valtozas értékeit jelolik.

3. tabldzat. A Plainsman V ndvények gyokereiben tartésan megnovekedett, mig a Kobomugi
gyOkerekben atmeneti indukciét mutaté gének. A tablazatba csak azon gének keriiltek, melyek mind

blzaban, mind arpaban ugyanazt a funkcidju fehérjét kodoljak annotaciojuk szerint.

Egyedi azonosito A kontrollhoz viszonyitott kifejez6dés-valtozas
mértéke **

buza*/arpa ] ]

(nukleinsav- Feltételezett funkcio Plainsman V Kobomugi

szekvencia

hasonlosaga %- w 2w 3w 4w w 2w 3w 4w

ban)

TA50524/ Feltételezett transzkripciot 21 20 25 25 10 20 -11 15

HTO01L20 (97%)  szabalyozo fehérje SNF5

TA73247 ] Transzkripci6 inicidcids faktor 1.9 2.3 24 2.6 10 32 10 13

HUO1M19 (83%) TFIID-2

TA56804 / Feltételezett TBP-kot6 fehérje 3.0 7.0 7.6 5.8 11 28 12 -11

HUO1MO6 (97%)

TA59888 / Cyc07 39 57 56 37 12 36 14 14

HT01B22 (94%)
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3. tdblazat. Folytatés.

Egyedi azonosit6 A kontrollhoz viszonyitott kifejez6dés-valtozas

i i mértéke **
baza*/arpa
(nukleinsav- Feltételezett funkcio Plainsman V Kobomugi
szekvencia
hasonlésaga %- w 2w 3w 4w w 2w 3w 4w
ban)
TAG64008 / Hiszton H2B 65 64 95 59 15 33 11 15
HA11K09 (86%)
TA54387 / Feltételezett RNS-kot6 fehérje 28 29 28 3.0 1.1 20 12 1.0
HT01G24 (97%) RBP37
TA63430/ Riboszémalis fehérje L3 41 46 45 45 1.3 27 16 18
HUO01MO05 (94%)
TAbB9533/ ADP-ribozilaciés faktor 40 43 41 3.8 1.0 28 -14 -11
HY09DO08 (93%)
TA91761/ Feltételezett fehérje-kinaz 45 29 33 38 12 36 13 -11
HO15116 (78%)
TAb5387 / TPA: feltételezett cisztein- 27 25 29 47 1.0 27 17 16
HWO01G04 (89%) proteaz
TA78550/ Guanilat-kinaz 46 37 35 20 15 30 -13 -11
HO10B23 (97%)
TA65733/ GDP-disszociaci6 inhibitor 37 31 37 4.0 1.2 21 13 16
HVO01D04 (82%)  fehérje
TAB5940 / Feltételezett proteaszma 23 27 28 20 12 26 13 16
HTO01L08 (93%)  szabalyoz6, nem ATPaz

alegysége
TA66073 / 20S proteaszéma béta 5 23 28 29 27 14 27 14 18
HTO01117 (91%)  alegysége
TA65185/ Feltételezett klatrin nehéz lanc 29 26 22 2.0 16 20 13 18
HU02C15 (98%)
TA108252 / Amindsav-permeaz 20 22 26 13 18 24 -11 17
HWO06D15 (95%)
TA50368 / Kiils6 mitokondrialis 19 20 33 24 1.3 21 18 16
HUO01112 (94%)  membrénfehérje porin
TA63024 / Plazmamembran H*-ATPaz 53 56 59 64 1.2 28 16 15
HT01B20 (93%)
TA82604 / P-tipusu ATPaz 21 25 22 14 1.1 21 -11 1.2
HAOBENO5 (96%)
TA56750 / Feltételezett Hsp70 22 23 22 19 1.0 31 12 14
HUO1E24 (92%)
TA71800/ Betainaldehid-dehidrogendaz 26 29 35 3.1 1.0 24 17 17
HO02C06 (94%)
TA70845/ Porfobilinogén-deaminaz 27 27 31 24 1.0 25 14 14
HUO1120 (94%)
TA71082/ Feltételezett foszfoetanolamin- 2.2 25 3.0 2.3 11 35 14 1.2
HV01P14 (95%)  N-metiltranszferaz
TA79082 / Argininoszukcinat-lidz 23 37 28 3.9 1.3 25 11 1.2

HTO1P21 (94%)
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3. tdblazat. Folytatés.

Egyedi azonosit6 A kontrollhoz viszonyitott kifejez6dés-valtozas

, , mértéke **

baza*/arpa

(nukleinsav- Feltételezett funkcio Plainsman V Kobomugi

szekvencia

hasonlésaga %- w 2w 3w 4w w 2w 3w 4w
ban)

TA51258/ Feltételezett szuperoxid- 28 27 29 32 1.1 31 13 18
HTO01P18 (93%)  diszmutaz

TAT77948 / Feltételezett peroxidaz 29 21 31 17 14 27 14 16
HA06M17 (92%)

TA63975 / Aszkorbat-peroxidaz 22 21 23 1.9 12 22 15 12
HTO01F03 (95%)

TA65440 / Peroxiredoxin 34 32 44 47 16 23 16 14
HTO1F04 (86%)

TA67031/ Tioredoxin-csaladba tartoz6 3.6 21 36 23 12 22 14 14
HAO08C17 (92%) fehérje

TA57631/ Xil6z-izomeraz 21 28 29 20 1.1 31 -11 14
HTO1NO7 (94%)

CD879996 / B-gliikozidaz 33 23 35 29 -1.3 20 -11 13
HW08J03 (94%)

TAT74449/ B-gliikozidaz izozim 2 41 41 39 40 16 27 15 11
HBO9F20 (88%)  prekurzora

TA60117/ Gliko6z-6-foszfat- 30 30 29 22 14 21 15 11
HO10J17 (97%)  dehidrogenéz

BJ236472 / a-amildz inhibitor prekurzora 3.2 3.7 34 3.7 15 30 11 10

HYO08PO7 (77%)

* A buza TA-k esetében az egyedi szamazonosito utan a taxon-azonositd szerepel: 4565.

** A >2 mértéki valtozasokat félkovér szamokkal emeltiik ki.

Lathatd, hogy véltozatos funkcidju fehérjéket kodolnak — tobbek kozott transzkripcio-
szabalyozés, fehérjemddositas, membranfunkcio, jelatvitel, detoxifikacid, szénhidréat-

anyagcsere szerepel a felsorolt gének miikodési teriileteként.

6.1.3.2. Az indukalt gének funkcio szerinti csoportositasa

A gének funkci6 szerinti csoportositasahoz a génontoldgiat (GO) vettiik alapul.
Ehhez a Lange és mtsai (2007) &ltal leirt annotaciot hasznaltuk. Ezt az utat kovetve
jutottunk el az eredményhez, miszerint a Kobomugi ndvények gydkereiben szignifikansan
magasabb (P <0.05) ardnyban indukalédtak a cisztein-tipusi protedzok (Fuggelék,
1. tdblazat), a Plainsman V ndvényeknél viszont azon gének fordultak el6 nagyobb
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szamban, amelyek oxidoreduktazokat kodolnak (Flggelék, 2. tablazat). Illyenek a
glukdz-6-foszfat-dehidrogenaz, a 6-foszfoglukonat-dehidrogenaz, a malat-dehidrogenaz, az
izocitrat-dehidrogenaz, az alkohol-dehidrogendz és az UDP-glikdz-dehidrogendz. Ezen
enzimek kozos tulajdonséga, hogy a CH-OH csoporton hatnak, és elektronakceptorként
NAD-ot vagy NADP-ot hasznalnak. A Kobomugihoz hasonléan ennél a fajtanal is
talaltunk még cisztein-tipusu protedzokat az indukciét mutaté gének csoportjaban, de
kisebb aranyban, valamint sejtfallal kapcsolatos fehérjéket kodold géneket is (Flggelék,
3. tablazat).

A GO terminol6gia szerinti mechanikus besorolas mellett a géneket annotaciojuk
alapjan egyedi mérlegeléssel is osztalyoztuk a szakirodalombdl ismert, stressz- és
védekezes-specifikus, valamint a sejtszervez6désben, illetve sejtfal-biogenezisben valo
lehetséges részveteluk szerint. Ezen megkdzelitésnél is hasonld eredményt kaptunk, mint a
GO vizsgalatnal: a stressz- és vedekezés-specifikus gének esetében a protedzok dominéltak
a Kobomugi gyokerekben (P <0.001; Fuggelék, 1. tdblazat), a Plainsman V novényeknél
pedig a proteazokat kodold gének mellett (P <0.01; Fliggelék, 1. tablazat) a peroxidazokat
(P <0.01; Fuggelék, 4. tablazat) kodolok is nagy szamban jelentkeztek. Ami a
sejtszervezddésben, illetve sejtfal-biogenezisben résztvevé géneket illeti, csak a
Plainsman V ngvények esetében taldltunk ilyeneket jelentés mennyiségben — xiloglikan-
endotranszgliikozilazokat (XET; P <0.001), expanzinokat (P <0.01), valamint
hidroxiprolinban gazdag glukoproteineket (P <0.01) kodol6 géneket (Flggelék,
3. tablazat).

6.1.3.3. A macroarray-eredmények validalasa valos idejii, kvantitativ RT-PCR-rel: a
glutation-transzferdz géncsalad

A macroarray-eredmények validaldésat SYBR Green alapd, valos ideji
RT-qPCR-rel végeztik. Ehhez a glutation-transzferdz géncsaladd néhany tagjat helyeztik a
figyelem kozéppontjdba: TaGSTU1B a tau-, TaGST19E50 a phi- és TaGSTZ a
zeta-csoportbdl. Ezen kivil még két csalddtagot vizsgéltunk, melyek nem szerepeltek az
array-n: TaGSTU2 a tau- és TaGSTF6 a phi-csoportb6l. Az utébbi GST-ket Gallé és
mtsai (2009) eredményei alapjan vontuk vizsgalatba, hogy e névenyspecifikus csoportok
(tau és phi) tovabbi két tagjat is 6sszehasonlithassuk az el6z6 harom gén transzkriptszintii
viselkedésével. Az array-n szereplo TaGSTULB, TaGST19E50 és TaGSTZ kifejezddése
mindkét mérési technikaval hasonlé idérendbeli lefutast mutatott, de a regresszios analizis
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eredményébsl (R = 0.369 30 pontra szamolva) kiindulva elmondhatjuk, hogy a relativ

transzkript-mennyiseégek értéke jelentdsen kiilonbozott (7. &bra). Ez magyarazhato i) a

heterolog rendszerrel, ii) a cDNS-array-k nagyobb szekvenciabeli szabadsagaval (mar

80%-nyi hasonlosag elég a sikeres hibridizaciohoz), valamint iii) a két technika eltérd

érzékenységevel. Jol lathatd, hogy a TaGSTU1B és a TaGSTZ kifejez6dése szignifikansan

megnétt a Kobomugi gyokereiben a szarazsagstressz harmadik hetében, viszont a

phi-csoportd TaGST19E50 nem mutatott semmilyen valtozast a kisérletiink soran.

. ) ) Relativ transzkriptszint
Relativ transzkriptszint

Relativ transzkriptszint

B macroarray HD04C01/TaGSTU1B A

ORT-gPCR
o St e
& &
& &
HO15L07 / TaGST19E50
W W St ot
& &
& &
C
HV01D22 / TaGSTZ
S e S STRPE W G
D uoo(\\u S uoo(\\u

7. abra. A macroarray-adatok
validdlasa valés idejii RT-qPCR-
rel: tau-, phi- és zeta-csoportbdl
valé GST-k relativ
transzkriptszintjei.

A RT-gPCR adatokat  kétszer
normalizaltuk: egyszer a 18S rRNS
kifejez6dési szintjéhez, valamint a
kezdeti minta transzkript-
mennyiségéhez.

A TaGSTU1B (A), a TaGST19E50
(B) és a TaGSTZ (C) a legkozelebbi
homolégjai az array-n taldlhat6
arpaEST-knek: ~ HDO04C01  (A),
HO15L07 (B) és HV01D22 (C). Az
abra bal oldalan a Kobomugi, a jobb
oldalan pedig a Plainsman V lathatd.
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A masik két GST vizsgalatakor azt kaptuk, hogy mig a TaGSTU2 kifejez6désszintje

megnétt mind a Kobomugi (harmadik hét), mind a Plainsman V (negyedik hét)
gyOkerekben, addig — a TaGST19E50-hez hasonléan — a TaGSTF6 transzkripszintje

véltozatlan maradt mindket fajta esetében (8. abra).
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-

6.2. Stressztoleranciajukban eltéré jellegii bluzafajtdk

vizellatas soran

8. dbra. A macroarray-n nem
szereplé TaGSTU2 (A) és
TaGSTF6 (B) kifejezodésének

vizsgélata szarazsagstressz so-
ran. A RT-gPCR adatokat kétszer
normalizaltuk: egyszer a 18S
rRNS  kifejezédési  szintjéhez,
valamint a  kezdeti minta
transzkript-mennyiségéhez. Az
dbra bal oldaldn a Kobomugi, a
jobb oldalan pedig a Plainsman V

lathato.

0sszehasonlitasa korlatozott

Ezzel a kisérlettel az altalunk tervezett, a természetben el6forduld kiszaradasi

kortlményekhez hasonlitd, optimalizalt nevelési rendszert vettiik gorcs6 ala. Az

eléz6ekben leirt perlites rendszertdl abban kiilonbozik, hogy i) a keverék kétharmad rész

homokot tartalmaz — a blzandvények jobban fejlodtek ebben a talajkeverékben;

i) meghatarozott témegre locsoltuk vissza az egyes cserepeket, igy biztositva a kivant

talajviztartalmat; iii) az Ontdzést szivargd csdvon keresztul végeztik, igy a talaj

ténylegesen csak a cserép aljan volt nedves (a természetben el6forduld, folyamatos
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Kiszaradast utanoztuk igy). Két, szarazsagra tolerans, valamint két, szarazsagra érzékeny

blzafajtan teszteltik a rendszert (9. abra).
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9. abra. Plainsman V (A), Cappelle Desprez (B), Xiaoyan-54 (C), Jing-411 (D) névények a négyhetes
vizhidanyt kovetden (40% FC), illetve kontroll kérilmények kozott nevelve (80% FC).

A Kkisérlet soran nyomon kovettilk a hajtdsok és gyokerek tomegét, illetve hosszét,
szélessegét; a levelek relativ viztartalmat, az ABS-tartalom gyokérbeli valtozésat; a
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fotoszintézist a COj-asszimilacid, valamint a klorofilltartalom meghatarozasaval.
Mindezen eredményekbdl informaciot kaptunk azon ndvények allapotarol, amelyek
fokozatosan kiszaradod talajon néttek két héten at (négyhetes novények), illetve tovabbi két
héten keresztull alacsony (40% FC) viztartalmon tartott talajpan nevelkedtek (hathetes
novények). A kisérlet végsd célja a novények e koriilményekre adott valaszainak
molekularis feltérképezése volt, az Altalunk tervezett oligonukleotid-microarray

felhasznalasaval.

6.2.1. Novekedesi paraméterek

A nbvekedési paramétereket az 4. és a 5. tablazatban foglaltuk dssze. A feltiintetett
adatokbol kittinik, hogy a kéthetes stresszt kovetéen hdrom fajta esetében szignifikansan
csokkent hol a levél hossza (Cappelle Desprez, Jing-411, Xiaoyan-54), illetve szélessége
(Cappelle Desprez, Jing-411), hol a hajtés friss (Xiaoyan-54, Jing-411), valamint szaraz
tdmege (Xiaoyan-54, Jing-411). A Plainsman V fajta esetében is mértiink csokkenéseket e

parameéterek esetében, viszont ez a valtozas nem volt statisztikailag szignifikans.

4. tablazat. Négyhetes bluzandvények hajtas- és gyokérnovekedési adatai kéthetes aszalystresszt kovetSen
(40% FC), valamint kontroll koériilmények kozott (80% FC). A gyodkér/hajtas arényt a szaraz tomegekbol
szamoltuk Ki.

Fajta RelativLevélhossz + Levél- Gyokeér FT +Hajtas FT £ Gyokér SZT Hajtas SZT Gyokeér
FC  SD [cm] szélesség + SD [g] SD [g] +SD[g] +SDJ[g] /hajtas
SD [mm] arany
PlainsmanV 80% 22.08+2.44 450+0.49 1.26+0.13 1.07+0.39 0.09+0.01 0.12+0.04 0.75
40% 21.95+244 442+0.45 1.20+£0.02 0.75+£0.24 0.11+0.00 0.10+£0.03 1.10
Cappelle 80% 27.73+1.07 5.33+£0.52 1.18+0.09 0.92+0.41 0.09+0.01 0.12+0.05 0.75
Desprez 40% 17.82+£3.20 3.80+0.55 1.10+0.09 0.59+0.21 0.13+0.01 0.11+0.04 1.18

**k%k **k%k

Xiaoyan-54 80% 19.58+0.97 4.55+0.39 1.17+0.02 0.67+0.17 0.08+0.00 0.08+0.02 1.00
40% 14.97+0.82 4.08+0.38 0.94+0.16 0.29+0.12 0.05+0.02 0.05+0.02 1.80
*

**k*k **k%k

Jing-411 80% 17.60+1.17 4.90+0.35 1.04+0.07 0.52+0.09 0.09+0.01 0.08+0.01 1.13
40% 13.22+1.21 3.38+0.32 0.79+0.15 0.30+0.10 0.10+0.02 0.05%+0.02 2.00
*

**k%k **k%k **k%k

* P <0.05, *** P <0.001
Ami a gyokérben torténd valtozasokat illeti, mind a négy fajta esetében csokkent mértéki

gyokérndvekedest tapasztaltunk, bar a mértéke kisebb volt, mint a fold feletti részeknél.

Ebbol adododan a gyokér/hajtas arany mindenhol megnovekedett a szarazsagstressz SOran.

54



A négy héten at tartd stresszhatasra vonatkozdéan maést tapasztaltunk az egyes
fajtaknal. A fold feletti novényi részek jelentdés csokkenést mutattak mind a
hosszlsagot, mind a szélességet, mind pedig a toémeget tekintve. Ez a nagymértékii
visszaesés felel6s elsésorban a megnovekedett gyokér/hajtas aranyokért, kivéve a
Plainsman V genotipust, ahol egytttal jelentds gyokértomeg-ndvekedést is mértlnk.
A Cappelle Desprez és a Xiaoyan-54 fajtakndl a gyokér nem mutatott valtozast a
szarazsagstressz hatdsara, a Jing-411 genotipusnal viszont a gyokértomeg jelentsen
visszaesett a kontroll névényekéhez képest. Tehat a tovabbi két hétig fenntartott, hosszl
tdvl vizhidny esetében mar az eltér6 akklimatizacios stratégiak keriilnek elotérbe.

A tovébbiakban egyéb élettani paraméterek is tlikrozni fogjak ezt.

5. tablazat. Hathetes buzandvények hajtas- és gyokérndvekedési adatai négyhetes aszalystresszt koveten
(40% FC), valamint kontroll koriilmények kozétt (80% FC). A gyokér/hajtas aranyt a szaraztémegekbdl
szamoltuk Ki.

Fajta RelativLevélhossz + Levél- Gyokér FT Hajtas FT + Gyokér SZT Hajtas SZT Gyokeér
FC  SD[cm] szélesség+ +SD[g] SD]Jg] + SD [g] +SD[g] /hajtas
SD [mm] arany
PlainsmanV 80% 23.42+2.85 6.90+1.00 2.94+0.81 461+152 0.30+£0.04 059+0.12 0.51
40% 21.60+2.61 540+0.58 2.72+0.34 241+0.92 0.44+0.08 0.40+0.10 1.10

** **k*k **k*k **k%k

Cappelle 80% 27.38+1.02 6.50+0.50 3.91+0.13 2.16+0.04 0.41+0.05 0.41+0.02 1.00
Desprez 40% 22.92+4.65 5.60+0.62*2.78+0.22 1.79+0.16 0.39+0.07 0.37+0.04 1.05
*

**k%k **k*k **k%k

Xiaoyan-54 80% 22.10+1.54 7.10+0.70 3.87+0.48 2.46+0.21 0.43+0.09 0.41+0.05 1.05
40% 16.88+1.39 4.80+1.33 2.35+0.77 1.10+0.36 0.42+0.25 0.22+0.06 1.91

**k%k ** **k%k **k%k **k%k

Jing-411 80% 21.21+0.93 7.17+0.40 2.65+0.31 2.15+0.27 0.31+0.03 0.39+0.06 0.79
40% 19.02+1.70 4.80+0.52 1.94+0.33 1.14+0.14 0.24+0.06 0.27+0.07 0.89
*

**k*k **k*k **k*k **k*k **k%k

* P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001

6.2.2. Relativ viz-és prolintartalom, valamint a P5CS gén kifejezédésének nyomon kovetése

levélben

A tovabbiakban megnéztilk a sejtek hidrataltsagi allapotat, azaz meghatéroztuk a
levelek relativ viztartalmat, amelyet befolydsol i) az ozmotikus potenciélt fokozé, kis
molekuldk felhalmoz6désa, valamint ii) a viztranszport a talaj-névény-atmoszféra
»utvonalon”. Az elébbit a prolin mint ozmotikum mennyiségének mérésevel, valamint

kdzvetetten a prolin-bioszintézis kulcsenzimét kodold P5CS gén transzkriptszintjének
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meghatarozasaval kovettik nyomon (az eredményeket a 6. tablazat foglalja 6ssze).
Az utébbit pedig a CO, asszimilacidjanak mérésével vizsgaltuk, amelyrél majd a

6.2.4. alfejezetben lesz szo.

6. tablazat. Négy-, illetve hathetes névények leveleinek relativ viz — és prolintartalma, valamint a P5CS
gén kifejez6dése a két-, illetve négyhetes aszalystresszt kovetéen (40% FC), valamint kontroll

korulmények kozott (80% FC). A prolintartalom és a P5CS gén transzkriptszintje a kontrollhoz

viszonyitottan szerepel.

Fajta Relativ. RWC +SD [%]  Relativ Relativ P5CS
FC [%] prolintartalom + SD  transzkripszint = SD
%
Plainsman V 2w 80% 95.32 £1.00 50(]).00 +9.67 1.00£0.12
40% 89.94 £ 0.23* 128.44 +£56.38 1.18+0.14
4w 80% 97.09+1.41 100.00 £ 12.37 1.00 £ 0.07
40% 96.37 £0.77 117.82 £10.19 2.00£0.14
Cappelle Desprez 2w 80% 93.61+1.11 100.00 + 24.03 1.00+£0.09
40% 93.69+1.11 70.77 £10.55 4.85+0.20
4w 80% 99.13 £ 2.54 100.00 = 15.89 1.00 £ 0.07
40% 95.99+0.73 88.81 +30.83 0.76 £0.16
Xiaoyan-54 2w 80% 96.65 = 0.28 100.00 + 36.09 1.00 +0.06
40% 96.53 £ 2.55 190.00 = 57.06 4.98 £0.29
4w 80% 97.89 = 0.56 100.00 £ 70.56 1.00+0.10
40% 97.38 £0.28 121.14 £ 62.43 3.86 £0.15
Jing-411 2w 80% 98.04 £1.92 100.00 + 26.82 1.00 £0.03
40% 99.07£1.31 102.50 £1.15 0.75+0.14
4w 80% 96.60 = 0.19 100.00 = 94.80 1.00+0.18
40% 98.13 £ 0.12* 169.19 £ 69.21 7.87+£0.21
* P <0.05

A kisérleti rendszeriinkben alkalmazott szarazsagstressz mértéke kiilonbozoképpen
befolyasolta az egyes fajtak levelének relativ viztartalmat a kontroll ndvényekéhez
viszonyitva, tovabba ez a valtozas eltérd volt a kisérlet két idépontjaban is. A Plainsman V
novények a kéthetes vizmegvonast kovetden csokkentették le leveleik relativ viztartalmat,
a hosszu tavl aszalystressz soran viszont latszélag akklimatizalodtak az alkalmazott
stresszhez. Ehhez hozzéjarul egy emelkedd trend a prolinszint esetén mind két, mind négy
hét vizmegvonas utan, azonban a mért valtozas nem éri el a szignifikdns mértéket. Amig az
elobbi mintdk esetében ez nem kapcsolhaté a csokkent relativ viztartalomhoz, addig az
akklimatizalodott novényeknél jol magyarézhaté a valtozatlan RWC a megemelkedett

P5CS mMRNS-szinttel. A Cappelle Desprez esetében pont ellenkezdleg alakult a
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RWC-valtozas - a négyhetes stresszt kovetden lecsokkent a kontrollhoz viszonyitva, amit
jol tukrdz a csokkent P5CS transzkriptszint. A két hét vizmegvonas viszont nem hatott a
levelek relativ viztartalmara. Ugyanigy a Xiaoyan-54 esetében sem — ez a fajta kitiin6en
kivédte mind a két-, mind a négyhetes stresszt a prolin felhalmozéasaval. Egyedil a
szarazséagra érzékeny Jing-411 valaszolt ugy az altalunk alkalmazott sz&razsagstresszre,
hogy megnovelte leveleinek relativ viztartalmat a szabad prolinszint megemelésével.

A levelek vizhaztartasat nagyban befolyasolja a sztomak nyitottsagi allapota is —
ezt a CO,-fixaci6 mértékének mérésével hataroztuk meg. Emellett mértik a klorofill-,

illetve karotinoidtartalmat is, melyet a kovetkezé alfejezet foglal Gssze.

6.2.3. A fotoszintetikus pigmentek mennyiségének és dsszetételének alakulasa

A tovébbiakban azt néztik meg, hogyan valtozott meg az egyes buzafajtak
leveleinek klorofill- és karotinoidtartalma Az eredményekb6l lathatd, hogy elsdsorban a
kéthetes stresszhatést kovette a klorofill a és b, valamint a karotinoidok mennyiségének
véltozdsa (10. &bra). A Plainsman V, a Jing-411 és a Xiaoyan-54 fajtdkndl mertlink
klorofillcsokkenést a kontrollhoz képest, az utobbi fajta esetében ez nem volt szignifikans.
A szérazsagra érzékeny Cappelle Desprez levelében viszont nem valtozott e pigmentek
mennyisége a kontrollhoz viszonyitva a kéthetes vizmegvonast kovetben, viszont
megnodvekedett a négyhetes stressz hatdsara. Err6l a genotipusrol kdztudott, hogy zdélden
szarad meg aszélystressz esetén. A mérési adatokbol kikalkulaltuk kilon-kilon a klorofill
a és b mennyiségét.

Lathattuk, hogy a két, szarazséagra tolerans fajta, valamint a Jing-411 csokkentette
leveleinek klorofilltartalmat, ami elsdsorban a klorofill b mennyiségét érintette, tovabba a
Xiaoyan-54 esetében a klorofill a koncentracidja is megcsappant. Ezzel szemben a
Cappelle Desprez novényeknél megnétt a klorofill b tartalma a kontrollhoz képest. Ez
tortént a kéthetes szarazsagstresszt kovetden. A hathetes mintaknal ez annyiban mutatott
eltérést, hogy csak a Plainsman V esetében csokkent tovadbbra is a klorofill b
koncentracidja, mig a Cappelle Desprez és a Xiaoyan-54 novények ezzel ellentétben
megndvelték e klorofill fajta mennyiségét. Ami a karotinoidokat illeti, a két, sz&razsagra
tolerans fajta, a Plainsman V és a Xiaoyan-54 levelében esett vissza jelentGsen a

mennyiségiik a kontroll novényekéhez képest, de csak a kéthetes vizmegvonast kovetden.
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10. abra. A klorofill- és karotinoidtartalmak valtozasa levélben aszalystressz (40% FC) hatasara a
kontroll (80% FC) mintakhoz viszonyitva. A feltlintetett értékek hat fliggetlen mérés atlagat mutatjak a

hozzajuk tartoz6 szdrésertékekkel. A szignifikans valtozast csillaggal jeldltik (* P <0.05, ** P <0.01).

6.2.4. A fotoszintetikus parameterek alakuldsa — nettdé CO,-asszimilacio,

sztdmakonduktancia, transzspiracids rata, vizhasznositasi hatékonysag

Amikor a levelek CO,-asszimilacidjat vizsgaltuk, az érdekelt benniinket, hogy mi a
helyzet a sztomak nyitottsagi/zartsagi allapotaval. Ehhez fénytelitési gorbéket vettiink fel,
amelyeket a 11/a. eés 11/b. abra foglal dssze.
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11/a. dbra. A fotoszintetikus rata valtozasa — fénytelitési gorbén bemutatva — négy-, illetve hathetes
Plainsman V és Cappelle Desprez névények esetében két- és négyhetes aszalystresszt (40% FC)
kovetden a kontroll (80% FC) mintakhoz viszonyitva. A feltiintetett értékek harom fiiggetlen mérés
atlagat mutatjak a hozzajuk tartozo szorasértékekkel. A szignifikéans valtozast csillaggal jeldltik (* P <0.05).

A nettd CO,-asszimilacio (fotoszintetikus rata; A), a transzspiraciés rata (E), a
sztomakonduktancia (gs), valamint a vizhasznositasi hatékonysdg (WUE) értékét a
nevelési, illetve egy magasabb fényintenzitason adtuk meg. A 7. és a 8. tablazat ezt foglalja

0ssze.
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11/b. abra. A fotoszintetikus rata valtozasa — fénytelitési gérbén bemutatva — négy-, illetve hathetes
Xiaoyan-54 és Jing-411 névények esetében két- és négyhetes aszalystresszt (40% FC) kovetéen a
kontroll (80% FC) mintakhoz viszonyitva. A feltlintetett értékek harom fliggetlen mérés atlagat mutatjak a
hozzajuk tartoz6 szdrésertékekkel. A szignifikans valtozast csillaggal jeldltik (* P <0.05, ** P <0.01).

A nevelési fényintenzitdson mért adatokbol lathatd, hogy szignifikans valtozast
egyedil a kinai fajtdknal mértink: a Xiaoyan-54 fajta esetében a gs és az E értékek
csokkentek (P <0.05) a kéthetes stresszt kovetden (emellett az A is, de a szorasok tdl
nagyok voltak), a Jing-411 ndvényeknél viszont a vizhasznositas hatékonysaga (WUE)
esett vissza a kontrollhoz képest (P <0.05). Az el6z6 fajtanal ez megnovekedett, habar a
szbrasok itt is magasak voltak. A két fajta értékbeli dsszehasonlitdsakor egyébként nem
talaltunk jelentds kiilonbséget. Nem igy a Plainsman VV — Cappelle Desprez parosnal. Itt
ugyanis a kontroll novények WUE értékeinél mérttnk szignifikans (P <0.05) kilonbséget a
két fajta kozott, ami a kéthetes szarazsagstresszt kovetden kozel kiegyenlitédott — a
Plainsman V-nél nétt, a Cappelle Desprez-nél pedig csokkent. A négyhetes aszalystresszre
masképp reagéltak a novények: a Plainsman V-nél visszaesett mind a CO, fixécidja, mind
a vizhasznositds hatékonysaga, ugyanigy a Cappelle Desprez-nél is. Ami a kinai parost
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illeti, az A értékeik megnéttek, viszont a vizhasznositasi hatékonysaguk visszaesett.

Mindez a nevelési fényintenzitason tortént.

7. tablazat. A levelek gazcseréjét jelzd paraméterek nevelési fényintenzitasnal (~250 PAR). A feltiintetett

értékek héarom

ismétlés 4atlaga a hozzatartozé széréssal

(SD).
gs - Sztomakonduktancia; E - transzspiracids rata; WUE - vizhasznositasi hatékonysag.

A -

nettd6 CO,-asszimilacio;

Fajta Paraméter 2w 4w
80% FC 40% FC 80% FC 40% FC

Plainsman V A+SD 4.16 £ 2.667 5.18+0.533 4.31£0.708 3.03x1.653
[umol CO, m? 5]
gsxSD 0.10 £0.054 0.08£0.006 0.05+0.004 0.04x0.014
[mmol m?s™]
E+SD 1.49+0.731 1.37+0.110 1.22+£0.087 1.08+0.342
[mmol H,0 m?s™]
WUE + SD 2.69 + 0.658 3.82+0.558 352x£0.355 291%1.652
[umol mmol™]

Cappelle Desprez A +SD 3.68 + 0.808 505+1.499 5.83+1.367 4.62+0.381
[umol CO, m? 5]
gsxSD 0.05+£0.010 0.08 £0.043 0.07+0.034 0.07x0.018
[mmol m?s™]
E+SD 0.74 £0.123 1.13+0.523 1.84+£0.789 1.78+0.384
[mmol H,0 m?s™]
WUE + SD 4.99 £ 0.569 468 +£0.827 3.43x0.897 2.67x0.590
[umol mmol™]

Xiaoyan-54 A+SD 7.03+£0.771 468+£1.801 6.06+x0.519 6.22+0.255
[umol CO, m? 5]
gsxSD 0.12£0.019 0.06 £0.026* 0.07£0.008 0.09 +£0.015
[mmol m?s™]
E+SD 2.59 £ 0.248 156 +0.584* 1.80+£0.170 1.87£0.099
[mmol H,0 m?s™]
WUE + SD 2.71+£0.161 299+0.590 3.30x£0.143 3.07x0.513
[umol mmol™]

Jing-411 A+SD 7.02 £0.624 5.80+0.728 590x0.676 6.27 +1.376
[umol CO, m? 5]
gsxSD 0.12 £0.021 0.10+£0.021 0.08+0.018 0.08 +£0.026
[mmol m?s™]
E+SD 2.29 £0.330 229+0.449 183x0.351 2.02x0.547
[mmol H,0 m?s™]
WUE + SD 3.08 £0.185 256 +£0.251* 3.27+£0.341 3.13+£0.150
[umol mmol™]

* P <0.05

A 600 pmol m? s? fényintenzitdson mért adatok eltérnek a nevelési kériilmények
kozott mértektdl, és ebbdl kifolydlag mas az informaciotartalmuk is — ralatast kapunk arra,

hogy az adott paraméter, és ezen keresztiil a sztomak hatékonysdga mennyire fényfliggo.
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A téblazatbol latszik, hogy a Plainsman V ndvények paraméterei a fényintenzitdssal
linedrisan novekednek, ugyanigy a Cappelle Desprez esetében is. Mindazonaltal a két fajta
dsszehasonlitasabdl elmondhatjuk, hogy a Plainsman V novények vizhasznositésa
hatékonyabb (P <0.05), mint az érzékeny Cappelle Desprez-nek, ami egy hatékonyabb

sztdmamikodésre utal.

8. tdblazat. A levelek gazcseréjét jelzd paraméterek ~ 600 PAR fényintenzitasnal. A feltiintetett értékek

harom ismétlés atlaga a hozzatartozd szérassal (SD). A - nettd CO,-asszimilacio; gs - sztomakonduktancia;

E - transzspirécios rata; WUE - fotoszintetikus vizhasznositasi hatékonysag.

Fajta Paraméter 2w 4w
80% FC 40% FC 80% FC 40% FC

Plainsman V A+SD 11.67 £3.73 11.50+£2.25 11.63+£0.92 11.80+0.95
[umol CO, m?2 5]
gsxSD 0.20£0.10 0.16 £0.04 0.13+£0.01 0.12£0.02
[mmol m?s™]
E+SD 2.59+1.03 2.59+0.49 3.02+0.10 2.72+0.42
[mmol H,0 m?s™]
WUE + SD 4.60+0.43 4.44 £0.27 3.84+£0.19 4.37+£0.31
[umol mmol™]

Cappelle Desprez A +SD 12.13+£1.46 1257+£1.25 1420+£193 1250+1.81
[umol CO, m? s7]
gsxSD 0.17£0.04 0.19+£0.05 0.15+£0.04 0.15+£0.04
[mmol m?s™]
E+SD 2.13+0.33 242 +0.41 3.54+0.72 3.45+0.49
[mmol H,0 m?s?]
WUE + SD 5.71+0.38 5.23+0.35 4.06+£0.31 3.63+0.31
[umol mmol™]

Xiaoyan-54 A+SD 12.60+£0.44 6.67 £2.69* 10.17x0.44 8.72+0.95
[umol CO, m? 5]
gsxSD 0.16 £0.01 0.07£0.03** 0.11+£0.01 0.10£0.04
[mmol m?s™]
E+SD 3.33+£0.12 1.71+£0.73* 248x0.24 2.17 £ 0.58
[mmol H,0 m?s™]
WUE + SD 3.78 £0.01 4.00£0.94 3.95+0.46 3.85+0.64
[umol mmol™]

Jing-411 A+SD 12.13+£1.33 7.44 £ 0.86** 8.77 £1.27 8.75+2.34
[umol CO, m? 5]
gsxSD 0.15+£0.02 0.11£0.01* 0.09+0.02 0.09£0.03
[mmol m?s™]
E+SD 2.90+0.31 2.37+£0.23 2.17+0.41 2.30+£0.71
[mmol H,0 m?s™]
WUE + SD 4.19+£0.13 3.16 £0.53* 4.10+0.72 3.86 £ 0.29

[umol mmol™]

* P <0.05, ** P <0.01
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A kinai fajtkat vizsgalva elmondhatjuk, hogy a szérazsagstressz hatasara
bekovetkezett, gyenge sztomamiikodést tapasztaltunk mind a Xiaoyan-54, mind pedig a
Jing-411 esetében. Ezt jol mutatja az egyes paraméterek fényintenzitastol fuggetlen
alakulasa, ami feltételezi azt, hogy a fotoszintézis hatékonysaga elsdsorban a meglévo
CO,-koncentraciotol fiigg, amit ebben az esetben erésen befolyasol a sztémak zart
allapota. A sztomak allapotat elsdsorban az ABS mint stresszhormon befolyasolja.

crer

alkalmazott aszalystresszt kovetden.

6.2.5. ABS-szintek gyokérben

Magaét a stresszhatést, a talaj kiszaradasat a névény a gyokerén keresztiil érzékeli.
Ebbél kiindulva mértiink ABS-tartalmat a teljes gyokérhosszon, az egyes szegmensek

kdzott nem tettiink kiilonbséget. Az ebbil kapott eredményeket a 9. tablazat foglalja ssze.

9. Tablazat. Négy-, illetve hathetes ndvények gyokereiben mért ABS-szint két-, valamint négyhetes

aszalystresszt kovetéen (40% FC), valamint kontroll koriilmények kozétt (80% FC).

Fajta 2w 4w
80% FC 40% FC [pmol/g] 40/80 80% FC [pmol/g] 40% FC [pmol/g] 40/80
[pmol/g]
PlainsmanV_48.75+11.09 77.64 + 1406~ 159 5466+ 1465  747.09 391.32* 13.67
Cappelle 42.03+6.30 109.20+35.77* 2.60 21.66+2.51 168.23 +169.12  7.77
Desprez

Xiaoyan-54  15.84+3.03 183.58 £43.59** 11.59 19.37+11.20 105.96 + 96.52 5.47
Jing-411 40.93+23.69 200.12 +86.14* 4.89 81.46+10.61 192.92 +118.79  2.37

* P <0.05, ** P <0.01

A kéthetes vizmegvonas mind a négy fajta gyokerében megemelte a stresszhormon
szintjet a kontroll mintdkhoz viszonyitva. Ez a valtozas a Xiaoyan-54 fajtdban volt a
legnagyobb mértékii, és a Plainsman V novényeknél a legkisebb. A tovabbi kéthetes
aszélystressz csupan ez utobbindl okozott szignifikdns, de a kéthetes stressznél joval
nagyobb ABS-koncentracié ndvekedést.

Az élettani vizsgalatokat molekularis kisérletek kovették, amelyek elvégzésével
arra voltunk kivancsiak, mely gének 1épnek miikodésbe, és hozhatok Osszefliggésbe a
kapott fiziologias eredményeinkkel. Ennek meghatarozdsahoz alkalmaztuk az &ltalunk
tervezett, kozel 15 ezer oligdt tartalmaz6é microarray-t.
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6.2.6. A microarray-hibridizacié eredményének dsszefoglalasa

Mivel a macroarray-eredmények elemzése soran azt lattuk, hogy az elsé két hétben
sokkal tobb génmiikodési valtozas mérhetd, mint a 3-4. héten, ezért feltételeztik, hogy a
kisérlet vegere (negyedik hét) szignifikanssa valo novekedési eltérések génkifejez6dési
alapjai a masodik hétre alakulnak ki, amikorra mar a talaj vizhianya bedllt a relativ
40% talaj-vizkapacitasu szintre. Ezért a kéthetes mintdk microarray-technikaval torténd
vizsgalata volt munkank kovetkezé 1épése. Ehhez a kontroll és a vizmegvonasnak Kitett
mintak gyokereib6l kivont RNS-ekbdl szintetizalt cDNS-eket hibridizltattuk, amellyel a
folyamatos kiszaradasra novekvo, illetve csokkend kifejezOdéssel valaszolo géneket
kerestik. A kiértékelésnél az els6 1épést a megbizhato jelet add oligdk Kivalogatésa
jelentette - ezek a hattér-intenzitdsnal nagyobb értéket mutattak, figyelembe véve a
szincserés ismétlésbdl kapott szdrasértékeket mind a hattér, mind pedig a kapott jelek
esetében. Igy a Plainsman V fajtanal 6372 (az array-n talalhato probak 49%-a), a
Cappelle Desprez-nél 9577 (74%), a Xiaoyan-54 esetében 8309 (64%), a Jing-411 fajtanal
pedig 9845 (76%) oligdt kulonitettiink el, amelyek mind a kontroll, mind a stressznek kitett
mintak esetében reprodukélhatéan mért eredményt adtak. Ezenfelill azokat a probakat is
vizsgaltuk, melyek csak a stressznek kitett (a vizmegvonas hatésara kapcsoltak be), vagy
csak a kontroll gyokerekben mutattak mérheté jelintenzitast (a vizmegvonds hatdsara
hallgattak el), mig az ellenkez0 mintdban ismételhetéen nem érték el a detektaldsi szintet

(10. tablazat).

10. téblazat. A vizhiany hatisara megvaltozott kifejez6dést mutatd probak szama. Az elsé két oszlop
esetében a zarojelek a detektalt, de a hatteret kétszeresen meg nem haladd, tehat jelentds véaltozast nem
mutatd, tovabbi oligdk szdmét tartalmazzék. A 3-4. oszlop a mindkét allapotban mérheté jelet adod

probak szamat tartalmazza, zarojelben az aranyuk az 6sszes detektalt oligo %-aban.

Fajta Csak a stressz Csak a kontroll >2 indukcidt <0.5 repressziot
hatasara (40% FC) mintaban (80% FC) | mutatd gének mutaté gének
mérhet6 jelet add  mérhetd jelet addo | szdma szama
gének szdma gének szdma

Plainsman V 4 (+1) 35 (+30) 176 (2.7%) 133 (2.1%)

Cappelle Desprez 112 (+5) 8 (+4) 396 (4.1%) 142 (1.5%)

Xiaoyan-54 98 (+11) 300 (+63) 474 (5.7%) 750 (9.0%)

Jing-411 57 (+5) 36 (+67) 434 (4.4%) 403 (4.1%)
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A tovabbiakban a felill-, valamint alulmitkdés szempontjab6l minden olyan probéat
figyelembe vettiink, amelynek kifejez6dése legalabb kétszeresére ndvekedett, illetve a
felére csokkent a stresszelt mintdban a kontrollhoz képest azon prébék esetében, amelyek
mind a kontroll, mind a stressznek kitett mintak esetében reprodukéalhat6an mert eredményt
adtak. A csak a stressznek kitett, vagy csak a kontroll gyokerekben mérhetd jelintenzitast
mutato oligdknal a jelentds valtozast adokat (a hatteret legalabb kétszeresen meghaladdkat)
vettik figyelembe. Az sszesitett eredmény a 10. tdblazatban talalhato.

Megkerestik azokat a probédkat is, amelyek kdzosen indukalodtak vagy
represszalodtak két, harom, illetve mind a négy fajtaban (12. abra).

A B

Jing-411 Plainsman V Jing-411 Plainsman V

Xiaoyan-54 Xiaoyan-54

12. abra. Mérsékelt aszalystressz altal indukalt (A), illetve represszalt (B) probak szama. A szamok
azokat a oligdkat jelzik, melyek kifejez6dése >2 az indukaltak, valamint <0.5 a represszaltak esetében a

kontrolljukhoz képest.

Az indukalt oligok esetében jol latszik, hogy szamuk megkozelitGen egységes a
Xiaoyan-54, a Jing-411 és a Cappelle Desprez kozott, a Plainsman V fajtdban viszont
kevesebb. Az alulmiik6dé prébdk pedig nagysagrenddel magasabban fordulnak elé a
Xiaoyan-54 fajtdban, mint a tébbi haromnal.

Az indukalt prébak esetében a Plainsman V-nek a Xiaoyan-54 fajtaval volt a
legtobb kozds oligdja (az indukalt probdk minddssze 8.9%-a), a Xiaoyan-54 az érzékeny
Jing-411 genotipussal tobb, mint négyszer akkora (38.5%) éatfedést mutatott, a
Cappelle Desprez-nek pedig a Jing-411 bazafajtaval volt a legtobb hasonldsaga (24.6%).

65



A represszalt géneket 6sszehasonlitva is ugyanilyen kapcsolatviszonyt kaptunk a fajtak
kozott.

A koz0s probak hianya mind a négy fajtdban mind az induklt, mind a represszalt
gének esetében adodhat egyrészt a hibridizacid minéségébdl (pl. a Plainsman V fajtanél a
szincserés ismétlés szerint reprodukélhaté eredményt adé probdk szdma alacsony volt a
nagy szorasbol fakadéan), masrészt az egyes buzafajtakban ténylegesen més-méas gének
miikodhetnek erdsebben, illetve gyengébben a vizhiany hatasara.

6.2.6.1. A szarazsagstressz altal indukalt gének funkcio szerinti osztalyozasa

A tovébbiakban a stressz altal indukalt génekkel és azok funkciojaval foglakoztunk.
A TIGR adatbazisban szereplé GO terminolégiat vettiik alapul, amelyrdl tudnunk kell,
hogy nem teljes, tehat nem minden annotalt génnek van GO szerinti funkcidja. Igy a
teljesség igénye nélkiil, de a meglévd informaciot felhasznalva jutottunk el a kovetkezd
eredményhez. A Plainsman V fajta gyokerében azon gének mutattak megndvekedett
kifejez6dést, amelyek termékei egyrészt a szénhidrat-anyagcserében vesznek részt
(t6bbnyire B-glikozidazok, valamint trehal6z-6-foszfat-szintdz), masreszt receptor-kinaz,
illetve kataldz aktivitassal birnak. A kataldzok a Xiaoyan-54 esetében is el6fordultak,
melyek mellett megndvekedett még azon gének transzkriptszintje, melyek dehidrineket,
hidrolazokat, aszparagin-szintazt, illetve a glikolizis enzimeit kodoljak. Ami a
Cappelle Desprez novenyek gyokerét illeti, itt is — a Plainsman V fajtdhoz hasonléan -
megnétt a P-glikoziddzokat kodol6 gének 4tirdsa, tovabba meég azon gének
transzkriptszintje emelkedett meg a stressz hatdsara, amelyek dehidrineket,
B-galaktoziddzokat, lipoxigenazokat, glutation-transzferdzokat, citokrom P450 mono-
oxigenazokat, szerin-tipust karboxipeptidazokat, valamint a jazmonsav bioszintézisének
enzimeit (allénoxid-szintdz, 12-oxo-fitodiénsav-reduktdz) kddoljak. A szérazsagra
érzékeny Jing-411 esetében megemelkedett a Myb-tipusi transzkripciés faktorok,
dehidrinek, a hdsokkfehérjék, a hidrolazok, a nem specifikus lipidtranszfer-proteinek
(nsLTP), a glutamin-szintetazok, valamint a Xiaoyan-54 fajtahoz hasonl6an a glikolizis
enzimeinek MRNS-szintje. Ezen eredményekbdl lathato, hogy az altalunk vizsgalt négy
blzafajta mas és mas funkcidju proteineket kodold géneket kapcsolnak be a kisérletiinkben
alkalmazott szarazsdgstressz sordn. A Gabonakutatoban létrehozott eséarnyékolo

rendszerben sok mas fajta kozott e négy fajta agrondomiai jellemzdit is vizsgaljak. Az 6
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eredményeiket Osszevetve az altalunk talalt génmiikodési valtozasokkal a jovoben

crer

11. téblazat. Az altalunk kivalasztott, ABS-regulalt gén relativ transzkriptszintje két
kiilonb6zd technikaval meghatarozva. A feltiintetett értékek az oligo-chip esetében két, a
RT-gPCR esetében harom mérés atlagat mutatjak a hozzajuk tartoz6 szdrasértékekkel.
Az egyes gének transzkriptszintje a kontrollhoz viszonyitottan szerepel.

Relativ transzkriptszint

Gén* Fajta . .
oligo-chip RT-gPCR
ABS-indukalt Plainsman V 3.70+3.73 8.21+0.06
plazmamembran-fehérie  cappelle Desprez 4.01 +0.33 31.45+0.26
[TAG6711] Xiaoyan-54 18.28+16.26  199.93+0.16
Jing-411 8.84 £2.27 71.01+£0.07
Hidegstressz-regulalt fehérje Plainsman V 0.70+0.94 3.24+£0.11
[TA69106] Cappelle Desprez 1.82+0.60 4.73+£0.15
Xiaoyan-54 13.91 £ 6.60 7.96 £0.17
Jing-411 2.33+£0.93 4.71+0.24
Séstressz-indukalt fehérje Plainsman V 0.59 +£0.52 1.16 £0.03
[TA54762] Cappelle Desprez 1.48 +0.33 1.50+0.09
Xiaoyan-54 3.58+0.35 2.64 +0.17
Jing-411 2.16£0.54 2.26 £0.07
Fehérje-foszfataz 2C Plainsman V 0.97+£1.19 1.51+£0.08
[TA94922] Cappelle Desprez 1.44+0.45 1.58 £0.09
Xiaoyan-54 3.05+0.24 3.10+£0.29
Jing-411 1.92+0.20 3.43+£0.09

* A buza TA-k esetében az egyedi szamazonosit6 utan a taxon-azonositd szerepel: 4565.

6.2.6.2. ABS-szintet kovets gének — az oligo-chip validalasa

Az oligo-chip validaldsa szlikséges volt ahhoz, hogy az eredmények
megbizhatésagat igazoljuk. Ehhez kivalasztottunk négy olyan gént melyek probainak
jelintenzitasa osszefliggést mutatott a gyokerekben mért ABS-koncentracioval, tehat
ABS-indukalt. Az oligo-chipen mért, valamint a RT-gPCR technikéval kapott intenzitas-
jelzett a vizsgélt gének mindegyikénél, viszont a relativ transzkript-mennyiségek értéke
kilénbdzott (R* = 0.650 16 pontra szadmolva), elsdsorban a két technika eltérd
érzékenységébdl adodoan (11. tablazat).

A Kkét hétig stresszelt ndvenyi mintdk mellett a négy héten &t vizhidnynak Kitett

egyedek esetében is megnéztikk a fenn emlitett gének kifejezddési szintjét (12. tablazat).
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A gyokerek ABS-tartalméval valo kdnnyebb 0sszevetés érdekében a tablazat tartalmazza
az ABS-koncentracios értékeket is. Ebbdl az dsszehasonlitasbol lathato, hogy az altalunk
kivalasztott, a két hétig vizmegvonasnak kitett névényeknél az ABS altal indukalt gének

kifejez6dése a tovabbi vizhiany esetén is kozel egyiitt mozog az ABS-koncentracioval.

12. tablazat. A négy hétig tartd aszalystressznek Kitett (4w) novények gyokerében mért génkifejez6dés és
ABS-koncentracio. A feltiintetett értékek harom mérés atlagat mutatjak a hozzajuk tartoz6 szorasértékekkel.

Az egyes gének transzkriptszintje a kontrollhoz viszonyitottan szerepel.

Fajta Relativ transzkriptszint ABS-koncentracié [pmol/g]
ABS-indukalt Hidegstressz- Sostressz-  Fehérje-
plazmamemb- regulalt indukalt foszfataz 2C | 80% FC 40% FC
ran-fehérje fehérje fehérje

PlainsmanV 36.17+0.06 6.08+0.04 3.19+0.08 2.06+0.17 |54.66+14.65 747.09+ 391.32*

gappelle 29.83£0.10 9.06+£0.17 2.13+£0.08 252+£0.08 |21.66+251 168.23+169.12
esprez

Xiaoyan-54 30.49+0.06 5.97+0.08 1.30+0.10 1.36+0.09 |19.37+11.20 105.96 + 96.52
Jing-411 11.92+0.12 2.81+0.12 099+0.13 1.46+0.05 |81.46+10.61 192.92+118.79
* P <0.05

6.2.6.3. A szérazsagstresszre tolerans és érzékeny buzafajtdk kozott kilonbséget mutatd
gének

A chip-eredmények kiértékelése soran olyan géneket is kerestliink, amelyek
kifejezddése eltérést mutat a szarazsagstresszre tolerans és érzékeny fajtak kozott. igy
kivalogattuk azokat a prébakat, amelyek vagy a tolerans, vagy az érzékeny fajtdkban
mutattak megnovekedett vagy lecsokkent jelintenzitdst. A 13. tablazatban &sszefoglalt
génekkel feltételezhetéen kilonbséget tehetlink a szarazsdgstresszre tolerans, illetve

érzekeny buzafajtak kozott, amit természetesen tovabbi vizsgalatokkal igazolnunk kell.

13. tablazat. A szarazsagstresszre tolerans, illetve érzékeny fajtak kozott kiilonbséget mutatd gének.

Génazonosito*  Feltételezett funkcio A kontrollhoz viszonyitott kifejez6dés-valtozas mértéke **

Cappelle Jing-411  Xiaoyan-54  Plainsman V

Desprez
CA608283 glutation-transzferaz 5.74 2.19 -1.29 -1.33
28e45
CJ620706 glutation-transzferaz 2.31 1.49 1.00 -1.87
19E50
CV773206 glutation-transzferaz 19 3.12 1.68 -4.72 -2.17

68



13. tablazat. Folytatas.

Génazonosito*  Feltételezett funkcio A kontrollhoz viszonyitott kifejez6dés-valtozas mértéke **

Cappelle Jing-411  Xiaoyan-54  Plainsman V

Desprez
CA714997 glutation-transzferaz 2.43 2.14 -2.45 -3.32
TA62768 aquaporin PIP1 1.45 1.02 -1.27 -2.71
TAG63088 PIP1 1.69 1.17 1.02 -2.69
CA605896 aquaporin PIP2.4 1.07 2.62 -1.67 -4.38
CD904299 EREB-szerii fehérje 1.39 341 -5.39 -2.77
BE415117 mitokondridlis 2.00 1.91 -2.35 -2.85
chaperonin-60
CAT711214 hosokkfehérje 70 3.10 1.96 -4.76 -2.43
TA69857 hésokkfehérje 70 2.00 2.22 -2.27 -2.39
CV768110 dehidrin 8 3.23 1.39 -5.39 -2.16
CJ603633 hideg-indukalt fehérje 1.89 1.54 -2.28 -4.59
CVv781982 hideg-szabalyzott fehérje 1.72 1.56 -2.06 -3.20
Cv781671 feltételezett 1.80 1.43 -1.91 -2.07
szerin/treonin kindz
CA721482 Sostressz-tolerancia 1.00 1.87 -2.13 -4.66
fehérje
TAT74960 feltételezett 3.51 3.58 1.42 -1.19
fitoszulfokin-alfa
prekurzor
CK208781 hexdzszallitd 2.03 1.62 -3.34 -2.48
TAT79482 feltételezett 2.28 1.45 -1.32 -4.06
szulfatszallito
CK198773 prolinszallité fehérje 2.46 1.67 -1.17 -1.30
TA51101 lipidtranszfer-protein 3.01 1.97 -2.81 -2.17
CAT729284 feltételezett, 3.14 291 1.42 -1.65
lipidtranszfer-protein
DQ286550 CBF4-szerii fehérje -3.03 -1.52 2.01 2.55
TA52294 katalaz 2 -1.15 -1.11 2.75 2.93
CJ537281 feltételezett  hisztidin- -1.15 -1.19 2.00 2.01
kindz
TA51083 cinkszallito fehérje -1.27 -1.10 2.23 2.31
BF478468 hipotetikus fehérje -1.41 1.11 2.60 2.14
BQ160861 hipotetikus fehérje -1.85 -1.20 1.65 2.19
BQ483822 hipotetikus fehérje -3.45 -1.32 1.13 211

* A buza TA-k esetében az egyedi szamazonosito utan a taxon-azonositd szerepel: 4565.

** A >2, illetve <-2 mértékii valtozasokat félkovér szamokkal emeltiik ki.



Munkéank tovabbi részében - egyéb fajtdk bevonasaval - tervezziik RT-gPCR technikaval
részleteiben megvizsgalni a 13. tablazat génjeldltjeit.

6.3. Az AsA-GSH ciklus génjeinek transzkriptszint-valtozasai a szarazsagra tolerans
Plainsman V, illetve az érzékeny Cappelle Desprez leveleiben

A gyOkereken  végzett  transzkriptoma-vizsgalatokkal  péarhuzamosan
blizakonzorciumi partneriink, Dr. Hideg Eva ugyanebben a perlites kisérleti rendszerben a
levelek fotoszintetikus és redox paramétereit vizsgalta. Ennek keretében AsA- és DHASA-
tartalmakat mért a kisérlet soran hajtasban. Eredményként azt kapta, hogy az aszalyra
érzekeny Cappelle Desprez esetében megvaltozott az aszkorbatkészlet oxidaltsagi allapota
a kontrollhoz képest, vagyis a DHASA-tartalom megndtt, mig a szarazsagra tolerans
Plainsman V novények leveleiben nem tapasztalt ilyen jellegi eltolédast (Secenji és
mtsai 2010a). Ezen adatokbdl kiindulva vaélaszt kerestink arra, hogy vajon van-e
kilonbség a két fajta kozott az AsA-GSH ciklus enzimeinek génkifejez0dését tekintve
szarazsagstressz esetén. Ehhez el6szor feltérképeztik az egyes enzimcsaladok tagjait
bazaban, majd csoportspecifikus primerek segitségével meghataroztuk a kiilonb6zé
szubcellularis izoformak kifejezodését.

Az alkalmazott stressz mértékét kétféle modon hataroztuk meg: i) a hajtas és a
gyokér friss tdmegének mérésével, valamint ii) a P5CS gén kifejez6désének nyomon

kovetésével.

6.3.1. NOvekedési paraméterek

Az 0Ont6z6oldat mennyiségének csokkentésével parhuzamosan a novények
hajtasanak és gyokerének friss tomege egyarant csokkenést mutatott a kisérlet negyedik
hetére a kontroll korilmények kdzott nevelt novényekéhez viszonyitva (14. tablazat). A
gyokerek esetében elmaradt statisztika oka a tizenét ndvény gyokérzetének
Osszekuszalodasa, melyeket nem szedtiink szét a mechanikai sérilés elkerllése végett.
A feltiintetett adatok ebben az esetben egy atlagos gyokeret (az 6sszgyokérzet 1/15 részét)

reprezentalnak.
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14. tablazat. Plainsman V és Cappelle Desprez novények hajtas-, illetve gyokértdmegének

valtozasa vizmegvonas hatasara

Mintak Hajtas friss témeg [g] Gyokér friss tdmeg [g]
Plainsman V Cappelle Desprez Plainsman V Cappelle Desprez

Cont 0.233 £ 0.056 0.221 £ 0.020 0.137 0.127

1w 0.387 £ 0.091 0.326 + 0.106 0.232 0.167

2w 0.612 + 0.237 0.525 +0.148 0.270 0.300

3w 0.818 +0.211 0.849 + 0.071 0.988 0.853

4w 0.950 £ 0.323 ***  0.877 £ 0.028 *** 1.279 (-21%) 0.953 (-53%)
Contdw 1.694 +£0.272 1.715+0.158 1.621 2.031

*** P <0,001

Meég a statisztika hidnyaban is levonhaté a kovetkeztetés, hogy a Cappelle Desprez
novények gyokérnovekedésének szarazsagstresszre bekovetkezd csokkenése intenzivebb
volt (53%), mint a Plainsman V ndvenyek esetében (21%). A novekedési parameéterek

csokkenése egyontetiien bizonyitja a vizsgalt novények stresszelt allapotat.

6.3.2. A P5CS gén mint szarazsagstressz-indikator kifejezédésének nyomon kévetése

Amint azt az el6z6 kisérletben lathattuk, a P5CS gén kivaléan alkalmas a
szarazségstressz kialakuldsanak nyomon kovetésére Ebben az dsszehasonlitisban viszont a
levelekben néztik meg a P5CS gén mRNS-mennyiségének valtozasat, ami novekedést
mutatott mindkét buzafajta esetében. A génkifejez6dés a vizmennyiség-korlatozas
harmadik hetén érte el a maximumot mindkét genotipus esetében, viszont mértékében
eltért egymastol a két vizsgalt fajtaban — a Plainsman V novények levelében erdteljesebb
indukciot  (kb. hétszeres) detektaltunk, mint a Cappelle Desprez ndvényekében
(kb. négyszeres) (13. abra). Ugyanakkor a Plainsman V hajtasaban nem csak a stresszelt,
negyhetes mintadban, hanem a négyhetes kontrollban is szignifikAnsan (mintegy
négyszeresen) magasabb P5CS transzkriptszintet mértink, mint a Kiinduldsi mintaban.
Ezen eredmények, tovdbbd a tomegadatok ismeretében elfogadtuk, hogy az Aaltalunk
alkalmazott, csokkentett vizmennyiseggel valé 0nt6zés valdéban stresszvélaszra

kényszeritette ndvényeinket. Ennek tudataban folytattuk tovabbi vizsgalatainkat.
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O Plainsman V =]
O Cappelle Desprez

Relativ transzkriptszint
SN
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Cont 1w 2w 3w 4w Contd4w

13. &bra. A P5CS génkifejezédése hajtasban szarazsagstressz hatasara. A RT-qPCR adatokat kétszer
normalizéltuk: egyszer a 18S rRNS kifejez6dési szintjéhez, valamint a Cappelle Desprez kezdeti mintajanak
transzkript-mennyiségéhez.

6.3.3. Az AsA-GSH ciklus enzimeinek tipusai és génjeik hasonlésaga

Ezen vizsgalataink soran el0szor atkutattuk az adatbazisokat. Olyan
buzaszekvencidkat kerestink, amelyek a hasonlosagi fak alapjat képezhetik. Ezek utén
- specifikus PCR primereket hasznalva — megnéztiik, hogy az egyes szubcellularis tipusok
hogyan fejezOdnek ki az ltalunk alkalmazott szarazsagstressz hatasara.

Az APX gencsaldd hasonlosagi fajanak felallitasahoz - BLAST-keresést alkalmazva -
tizennégy teljes hosszusagu TA-t talaltunk a blza adatbézisban, melyekhez - hasonlosaguk
alapjan - tizenot részleges TA-t rendeltink hozza. A TA-kon kivil a GenBank
adatbazisban talaltunk tilakoid-kotott, illetve peroxiszOmasként annotélt biza APX-ket.
Ezen kivill még a rizsb6l szarmazdé APX szekvencidk jelentettek nagy segitséget a
kiilonboz6 izoformak pontosabb feltérképezésében. A tizennégy TA-boOl szdrmaztatott
amindsav-szekvenciak tobbszori illesztésével kaptunk hat APX-csoportot: két citoszolikus
(cAPX 1, 1), két sztroméas (SAPX I, II), egy tilakoid-membranhoz kétott (tAPX) és egy
peroxiszomas (MAPX) izoenzimcsoport (14A. dbra). A négy, vizsgalt enzimcsalad kozul
ez bizonyult a leginkébb tanulményozottnak mind a szakirodalom altal, mind a munkéank

soran.
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15. 4bra. A buzaban fellelt MDAR izoformak hasonl6séagi faja (A) és génkifejezddésének valtozasa (B)
az altalunk hasznalt szarazsagstressz esetén.

A. A mas fajokbol eredd szekvencidkat GenBank azonositdikkal abrazoltuk. A szogletes zardjelek a
részleges TA-kat jelzik. A TA-k esetében csak az egyedi szamazonositdt tlintettlik fel (TAszam_4565) a jobb
atlathatosag érdekében. Az egyes agak hosszlsaga a divergencia mértékét tilkrozi, melynek egységét az abra
kozepén talalhato szakasz jelzi (0.1 aminosavcsere pozicionként).

B. Az egyes MDAR-izoforméak relativ transzkriptszintjének véltozésa a fajtak levelében a redukalt dntdzés

hatasara. A feltlintetett értékek 3 ismétlés atlaga a hozzatartozd szorassal.

Az MDAR géncsalédd esetében mar kevesebb blzaszekvenciat sikerilt felkutatni: 6t
teljes és nyolc részleges TA-t talaltunk BLAST-kereséseink soran. Tovabba rizsbdl és
spenotbol szarmazo, annotalt MDAR-okat is felhasznaltunk a hasonlosagi fa felallitdsahoz.
A mas fajok MDAR-jaihoz valé hasonlosagon tdl a tranzitszekvencia-analizist is igenybe
vettiik. Az irodalombol ismert, hogy a citoszélikus MDAR-ok altalaban 433-436 aa-bol
allnak, a valamely sejtszervecskébe iranyitott izoformék pedig 40-60 aa-val hosszabbak
vagy az N- vagy a C-terminalison. Az N-termindlis tranzitpeptidek (TP) esetében a
fehérjék vagy a kloroplasztiszba, vagy a mitokondriumba széllitédnak a TP szerkezeti
jellemz6it6] figgben (Obara és mtsai 2002). A C-terminalis TP a peroxiszémahoz iranyitja
a fehérjéket (Lisenbee és mtsai 2005). Esetiinkben a C-terminalis TP egy kihorgonyzé

régioval egésziilt ki, ami alapjan feltételezheté a fehérje kikotddése a peroxiszéma
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membrénjdhoz. Mindezen informéaciok birtokaban, tovabba a teljes TA-kbol eredeztetett
amindsav-szekvencidk  tobbszoros illesztésével négy MDAR izoformacsoportot
kilonitettink el: két citoszolikus (c(MDAR 1, 1), egy kloroplasztiszos (chIMDAR) és egy
peroxiszémas (MMDAR) csoportot (15A. abra).

A - B
) [ Plainsman V
TAG2242 4110952512 (5.0) [ Cappelle Desprez
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16. &bra. A bluzéban fellelt DHAR izoformék hasonldsagi faja (A) és génkifejezodésének valtozasa (B)
az altalunk hasznalt szarazsagstressz esetén.

A. A mas fajokbol eredd szekvencidkat GenBank azonositdikkal abrazoltuk. A szogletes zardjelek a
részleges TA-kat jelzik. A TA-k esetében csak az egyedi szamazonositdt tlintettlik fel (TAszam_4565) a jobb
atlathatosag érdekében. Az egyes agak hosszlsaga a divergencia mértékét tilkrozi, melynek egységét az abra
kozepén talalhat6 szakasz jelzi (0.1 aminosavcsere pozicionként).

B. Az egyes DHAR-izoformék relativ transzkriptszintjének valtozéasa a fajtak levelében a redukalt 6ntdzés

hatasara. A feltlintetett értékek 3 ismétlés atlagai a hozzajuk tartozé szorassal.

A blza DHAR géncsalad esetében kodzel ugyanannyi TA-t taldltunk, mint a
MDAR-ok esetében: hat teljes hosszlsagu és két részleges szekvenciat. Annotalt
DHAR-ként két gént talaltunk — az egyiket biz&ban, a masikat spenotban irtdk le.
A nukleotid-szekvenciakbol szarmaztatott amindsav-szekvencidk tobbszoros illesztésének
eredményeként két csoportot tudtunk elkiloniteni: egy citoszélikus (cDHAR) és egy
kloroplasztiszos (chIDHAR) izoforma-csoportot (16A. abra).

A legkevesebb buza TA-t a GR géncsalad feltérképezésénél talaltuk - két teljes
hosszlsagu és két részleges szekvenciat. Annotalt buza GR-t nem sikerllt felkutatni,
viszont egy T. monococcumban és két, arpaban leirt GR génnel sikertilt végul megalkotni a

hasonldsagi fat. Ahogy az el6z6 géncesaladoknal tettiik, itt is a nukleotid-szekvencidkbdl
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eredeztetett aminGsav-szekvenciak képezték a fa alapjat. Két izoforma-csoportot sikerdlt
elkilonitentink: egy citoszdlikusat (cGR) és egy kloroplasztisz lokalizaltat (chIGR)
(17A. ébra).

[ Plainsman-V

[TAB6959] [ Cappelle Desprez

TA66963
[TA66962]

gi157362219 (H.v))
cGR group

(0.46)

chiGR group

TA77623

Relative transcript level

0157362216 (H.v))

17. abra. A buzaban fellelt GR izoformak hasonldsagi faja (A) és génkifejezodésének valtozasa (B) az
altalunk hasznalt szarazsagstressz esetén.

A. A mas fajokbol eredd szekvencidkat GenBank azonositdikkal abrazoltuk. A szogletes zardjelek a
részleges TA-kat jelzik. A TA-k esetében csak az egyedi szamazonositdt tlintettlik fel (TAszam_4565) a jobb
atlathatosag érdekében. Az egyes agak hosszlsaga a divergencia mértékét tilkrozi, melynek egységét az abra
kozepén talalhato szakasz jelzi (0.1 aminosavcsere pozicionként).

B. Az egyes GR-izoformék relativ transzkriptszintjének valtozéasa a fajtak levelében a redukalt 6ntdzés

hatasara. A feltlintetett értékek 3 ismétlés atlaga a hozzatartozd szorassal.

6.3.4. Genkifejezodések valtozasa szarazsagstressz esetén

Miutan meghataroztuk az egyes géncsaladok izoformainak feltételezett, sejten
beliili el6fordulasat, hozzafogtunk az oligok megtervezéséhez, melyekkel az egyes
izoforma-csoportok kifejezodését kivantuk kovetni a csokkentett ontozés soran.

Az APX-ek esetében azonnal feltiint, hogy - a kontroll kértilmények kozott nevelt
novények esetében - a tolerdns Plainsman V leveleiben tobb transzkript talalhatd, mint a
masik fajta leveleiben. Az, hogy ez a kilonbseg a PCR-technikabdl ad6dé méresi hiba
lenne kizarhatd, mivel az egyes fajtdkban kapott amplifikacidés gorbék meredeksége egyezo
volt, igy nincs okunk feltételezni, hogy a hasznalt primerjeink eltéré hatékonysdggal
mikddtek volna a vizsgalt buzdkban. Tekintve, hogy annotalt, komplett buzagenom-

szekvencia tovabbra sem all rendelkezésre, arra vonatkozd kovetkeztetéseket, hogy ez a
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kiilonbség a fajtak kozott eltéré géncsalad-osszetétel kovetkezménye lehet-e, nem tudunk
levonni. A markansan kiilonb6z6 kiindulasi transzkriptszintekhez egy, a két fajta esetében
eltérd kifejezédés-mintdzat is tarsult. Elsdsorban a négy héten at, folyamatosan redukalt
vizmennyiseéggel 0nt6zott novények esetében detektaltunk relativ transzkriptszint-
véltozast. A stresszkezelt Plainsman V névények leveleiben a két, citoszolikus izoforma
mutatott indukciot a kontrollhoz képest: 2.2-szeres a cAPX | és 2.8-szoros ndvekedés a
CAPX Il esetében. A stressz kezelt Cappelle Desprez ndvények leveleiben viszont a cAPX |
(2.6-szoros) és a sztromaban taldlhaté sAPX Il (3.4-szeres) esetében mértiunk relativ
transzkriptszint-valtozast a kontrollhoz viszonyitva (14B. abra).

A két buzafajta levele - kontroll koérllmények kotott - kozel megegyezd
mennyiségli ~ MDAR-transzkriptet ~ tartalmazott mindegyik izoforma  esetében.
A génkifejez0dés novekedése ennél a géncsaladnal is a vizhidny negyedik hetében
jelentkezett. A citoszolikus izoformék indukalddtak egyedil a kontrollhoz viszonyitva: a
CMDAR I transzkript-mennyisége mindkét buzafajta esetében (2.3-szoros a Cappelle
Desprez-ben és 2.9-szeres Plainsman V-ben), mig a cMDAR 1 izoforméé csupén az
érzekeny Cappelle Deprez leveleiben emelkedett szignifikansan (2.0-szeres) (15B. abra).

A DHAR-izoformék kifejez6désének vizsgalatakor szintén feltiint, hogy a tolerans
Plainsman V novények levele - kontroll koriilmenyek kozott - tobb mRNS-t tartalmaz,
mint az érzékeny Cappelle Desprez novényeké. A csokkentett vizmennyiségii locsolés
viszont csak az utobbiban okozott kifejezédés-valtozast — a kloroplasztiszban lokalizalt
chIDHAR mutatott 2.5-szeres indukciot a negyedik héten (16B. &bra). Habar még igy sem
érte el a tolerans fajtdban mért mRNS-szintet.

Amikor a blza GR géncsalad izoformait is leellendriztiik, hasonld jelenséget
tapasztaltunk itt is, mint az APX-ek és a DHAR-ok esetében: a tolerans Plainsman V
leveleiben magasabb volt - kontroll korilmények kozott - az egyes izoformak
mRNS-szintje, mint az érzékeny fajtaban. Amikor a szarazsagstressz hatasat vizsgaltuk,
csak a tolerans fajtaban emelkedett meg mindkét izoforma transzkriptszintje a kontrollhoz
viszonyitva - a tobbi géncsaladtol eltéréen — a stressz harmadik hetében (2.9-szeres
indukcid a citoszolikus GR esetében, 2.7-szeres pedig a kloroplasztiszban talalhaténal)
(17B. 4bra).
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7. Az eredmények értékelése

Kisérleteink soran vélaszokat kerestink arra a kérdésre, hogyan reagélnak a
kiilonbozé buzafajtdk a génkifejez0dés szintjén, ha hosszu lefolyast, mérsékelt
szarazsagstressznek tessziik ki Oket? A hosszii idétartammal kivantuk elérni, hogy a
novények akklimatizalodhassanak a megvaltozott kortilményekhez, amelyet a
lehetéségekhez mérten igyekeztliink hasonlatossa tenni a természetben lezajlo
folyamatokhoz. A kiserleti rendszerlink fejlesztése is, a perlittdl a homok-perlit keverék és
a csoveken keresztiil torténé Ontozés iranyaba, ezt a célt szolgalta. Bar tudjuk, hogy az
altalunk alkalmazott talaj tavol all a buza természetes nevelési kozegétol, az RNS-kivonas
¢s a novények fejlodése szempontjabol ezt a keveréket talaltuk a legmegfelelobbnek. A
stresszhatds mérsékelt mivoltat tobb adattal is sikerllt alatamasztanunk. A stresszor
megjelenése szembetlinden gatolta a ndvények novekedesét, a szitkosen rendelkezésre allo
viz korlatozta fejl6désiiket, valamint a jelz6 génként kivalasztott P5CS gén megndvekedett
kifejezédése is ezt tamasztotta ala. Igy tehat mind élettani, mind molekuléris szinten
informéaciot nyertlink a névények allapotardl. A stressz mérsékelt mivoltat talan két
paraméter alakuldsaval irhatnank le. Az egyik a TBARS-teszt, amely az oxidativ stressz
kdvetkeztében karosodott lipidek mennyiségét hatdrozza meg, a masik a levelek relativ
viztartalma (RWC). A Plainsman V és Cappelle Desprez 0sszehasonlitasban a
lipidperoxidacié ndvekedése nem haladta meg a szignifikdns értéket egyik fajtaban sem
(Secenji és mtsai 2010a), valamint a négy genotipus esetében mért RWC sem csokkent
jelentdsen a stressz hatasara. Egyszoval, kisérleteink tervezésénél az a cél vezérelt minket,
hogy a szarazsaghoz valé jobb alkalmazkodas folyamatat vizsgalhassuk, elkeriilve a stlyos
stressz okozta altalanos vészreakciokat.

Az els6 és a harmadik dsszehasonlitads egyazon kisérletsorozat terméke. A kozds
pontot a Plainsman V novények képezik - az egyik 0sszevetésben a gydkereikben zajlo
valtozédsokat vizsgaltuk, a masikban pedig az ASA-GSH ciklus enzimeinek
transzkriptszintjét kdvettik nyomon levelekben. Azt tudjuk, hogy a ndvények fold feletti
¢és alatti része eltér6en viselkedik vizhidny esetén, gondolunk itt a novekedés
aszimmetrikus megnyilvanulasara, az eltéré funkciokbdl adodd mas-mas genexpresszios
valtozésokra, mind mennyiségileg, mind minéségileg. A hajtas és a gyokér eltérd valaszat
tapasztaltuk a P5CS gén transzkriptszintjének valtozasaban is. Mig a Plainsman V
gyOkerében a kiindulasi és négyhetes kontrollmintak k6zott nem volt jelentés eltérés
(5. &bra), addig hajtasban a mRNS-szint stressz nélkil is megnétt (13. abra). Feltételezzik,
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hogy a Plainsman V mint szarazsag-toleranciara szelektalt buzafajta fejlédése soran eleve
magasabb alapszintre emeli a P5CS kifejez6dését hasonléan az AsA-GSH ciklus
génjeihez, ahogy ez a 6.3. alfejezetben leirt és késdbbiekben diszkutalt kisérleteinkbdl is
kiderl.

Az eltérések mellett k6z6s vonas, hogy a Plainsman V ndvények gyodkere és hajtasa
egyarant részt vett az oxidativ stressz kivédésében - mindkét részben megemelkedett a
kiilonboz6 antioxidans enzimek transzkriptszintje. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ez a
fajta a perlites rendszerben enzimatikusan védekezik a reaktiv oxigénszarmazékok ellen.
Ezzel szemben a Kobomugi tajfajta a GST-k mRNS-szintjét néveli meg, azon belil is a tau
csoport tagjait, amelyek jelentés GSH konjugativ aktivitassal rendelkeznek. Ezek szerint
ennél a genotipusnal a peroxidaciot kovetd karos anyagcseretermékek eliminalasa kerilt a
stresszvédekezés koOzéppontjaba. Szabadfoldi kisérletek is alatamasztottak, hogy a
Kobomugi névényeknél erdteljesebb az oxidativ stressz mértéke, amit az MDA-tartalom
vizhiany esetén valdo megemelkedése is bizonyit (SeCenji és mtsai 2010b). Az aszalyra
érzékeny Cappelle Desprez esetében megvaltozott az aszkorbatkészlet oxidaltsagi allapota
a kontrollhoz képest, vagyis a DHAsA-tartalom megnétt (Secenji és mtsai 2010a). Ennek
oka valoszintileg az, hogy az oxidalt aszkorbat-szarmazékok (MDAsA, DHASA)
enzimatikus visszaalakitasa aszkorbinsavva kisebb hatékonysagu.

15. téblazat. Az egyes antioxidans izoformak kifejezédésének
valtozasa az altalunk hasznalt szarazsagstressz hatasara. Csak
azokat tiintettlik fel, amelyek legalabb az egyik fajtaban
fokozott expresszi6t mutattak.

Géncsoport Plainsman V Cappelle Desprez

CAPX | 1 1

cAPX I 1

tAPX 1

SAPX II >

CMDAR | >
1
>
1
1

cMDAR II
chIDHAR
cGR
chlGR

Ha figyelembe vesszilk a 15. tablazat Osszesitését az egyes izoformak kifejez6désének

valtozésairdl, akkor lathatd, hogy a kloroplasztisz sztromajaban 1év6 sAPX II kifejez6dését
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- ami feltehetéen az eltolodott AsA/DHAsA aranyt okozza - nem koveti az chIMDAR
fokozott expresszidja.

Mig a Plainsman V egy kezdeti adaptécié (lag-fazis) utan a 3-4. héten mutat
nagyobb gyokértomeg-novekedest, addig a Kobomugi gyokerei a vizhidny masodik
hetében mért gyarapodads utdn lassuld tendenciat mutatnak. Annak alapjan, hogy a
Kobomugiban a masodik héten kiugro kifejez6désti gének tobbsége a Plainsman V-ben
tartdsan magas transzkriptszintet mutat (6C. 4abra), illetve hogy a két fajta
gyokérnovekedésében eltérd intenzitds mérhetd, feltételezhetjiik, hogy a Plainsman V
fajtandl tapasztalt intenzivebb gyokérnovekedés ezen gének mikddésének a
kovetkezménye. Ugy gondoljuk, hogy itt talan a fajtak kozott élettani szinten tapasztalhato
kilénbségek molekularis, génexpresszios szintli alapjainak egy részét talalhattuk meg.

A Plainsman V gyokerében jelent6sen megemelkedett a sejtfal-biogenezis fehérjéit
kodolo gének kifejezddése, tigymint expanzinok, XET, HRGP. Ez azt sugallta, hogy e fajta
gyOkere ,,nem fogja vissza” a ndvekedését, hanem sejtjei tovabb nyulnak. Szabadféldi
kisérletekben e fajta vizhasznositési hatékonysaga megnétt, valamint kevésbé csokkent a
CO,-asszimilacioja, mint a Kobomugi tajfajtajé az alkalmazott szérazségstressz soran
(Secenji és mtsai 2010b). Tovabba a homok-perlites Kisérletben mértik olyan gének
kifejez6dés-valtozasat, amelyek Osszefliggésbe hozhatok a gyokérnovekedéssel. Ilyenek
voltak a represszalt aquaporinok (13. tablazat), amelyek - Kaldenhoff és mtsai (1998)
szerint - ha talexpresszaltak, a gyokeér - kompenzélasként - visszafogja a névekedést, mivel
az aquaporinokon keresztiil biztositott a megfeleld mennyiségli vizfelvétel. Ellenben ha
csokken e fehérjék génjeinek kifejezodése, a gyoker elkezdheti ,,keresni” a vizet a talajban,
azaz novekszik. A viztranszportot a mar meglévé aquaporinok membranba valo
kihelyezésével is fokozhatja a novény. Ezt a folyamatot a H,O, (is) befolyasolja
- jelenlétében a transzportfehérjek mennyisége csokken a plazmamembranban, ezaltal
csokkentve a vizfelvetelt (Boursiac és mtsai 2008). A H,O, homeosztazisanak
szabalyozasaban kulcsszerepe van a katalaznak mint a lebontdsédban részt vevd enzimnek
(Scandalios 2005), tehat e jelmolekula szabalyozasi mitkodését is kordaban tudja tartani.
A Plainsman V, tovabba a Xiaoyan-54 gy6kerekben indukalodott kataldz enzim ellathatja e
funkciot a folyamatos vizfelvétel biztositasdnak érdekében, habér a tolerans fajtakkal
szemben a szenzitiv Cappelle Desprez és Jing-411 gyokerében e gének mas kifejez6dés-
mintdzatot mutattak: az aquaporinok expresszija vagy nem valtozott meg a vizmegvonas
hatasara (Cappelle Desprez), vagy megn6tt (Jing-411). Ellenben taldltunk mas,
sejtmegnyulast fokozo fehérjét kodold gént, amely e két, utobbi genotipusban
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indukalodott. A fitoszulfokin peptidhormon részt vesz a sejtmegnyulas szabalyozaséban
(Kutschmar és mtsai 2009), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a homok-perlites
rendszerben e két fajta gyokérndvekedése is inkdbb a sejtek megnyulasan és kevésbé az
osztodasan alapul. Ellenben az indukaldédé hoésokkfehériék (Hsp70) e két utdbbi
blazafajtdban modosithatjak a gyokérfejlédést - Sung és Guy (2003) eredményeibdl
kiindulva révidebb, de elagazobb gyokérzetet biztositanak az adott egyedeknek.

A Kkataldz szerepe a sejtkérositd hatdsi koncentrécidéban jelenlévé H,0,
elimindlasdban is szamottevd, amelynek aszalystressz esetén megnd a jelentdsége,
hasonl6an a peroxiddzokhoz. Amint lathattuk a perlites rendszer Cappelle Desprez-jében, a
hajtas aszkorbat-glutation ciklusa gyengébb teljesitményli, mint a tolerans Plainsman V
genotipusé. Ha ezt az eredményt Osszevetjik a 13. téblazatban talalhaté GST-k
kifejez6dés-valtozasaval, feltételezhetjik, hogy a két, szarazsagra érzékeny buzafajta a
,Serult”; illetve karos peroxidacios termekek eliminalasat erésitik, mig a rezisztens fajtak
- a karokat megel6zvén - igyekeznek semlegesiteni a sejt szdméara veszélyes ROS-okat. A
Cappelle Desprez esetében a lipoxigenazokat kodold gének megndvekedett mRNS-szintje
elorevetiti, hogy a lipidperoxidaci6 mértéke esetleg ndvekedhet is, amely meginkabb
igénybe veheti a detoxifikdlé rendszert. A citokrom P450 monooxigenazok egyes
alcsalédjai részt vesznek a szabad zsirsavak hidroxilacidjaban (pl. CYP86A; Duan és
Schuler 2005), tehat az érzékeny Cappelle Desprez mind a GST-, mind a monooxigenaz-
utvonalat bekapcsolja a tovabbi kdrosodasok, illetve a sejthalal elkertilése érdekében.

Egyes lipoxigenazok az oktadekanoid-utvonal kezdeti 1épését katalizaljak, mely
folyamat végterméke a jdzmonsav (JA), illetve szdrmazékai. E novényi hormon fontos
szerepet jatszik a biotikus és abiotikus stressz elleni védekezésben, a novekedés, a fejlédés,
valamint az Oregedés szabalyozadsaban. A bioszintézisében résztvevd egyéb enzimek
- igymint az allénoxid-szintaz (AOS), a 12-oxo-fitodiénsav-reduktaz (OPR) - kifejez6dése
megemelkedik kiilonb6z6 stresszfaktorok hatésara (Schaller 2001). Ha megnézziik, hogy a
Cappelle Desprez fajtdban mindezen geének indukéalédnak az Altalunk alkalmazott
szarazsagstressz hataséra, elmondhatjuk, hogy ennél a genotipusnal nagy valdszintiséggel a
JA éltal koordinalt jelatviteli kaszkad fontos szerepet tolt be a stresszre adott valasz
kialakitasaban.

Ha a mésik harom blzafajtat vizsgaljuk a jelatvitel szempontjabdl, a Xiaoyan-54
esetében az ozmotikus stressz érzékelésében szerepet jatsz6 hisztidin-kindzt kddolé gének
kifejez6dése nétt meg - a Plainsman V ndvényekéhez hasonléan -, mig a Jing-411 fajta
gyokerében Myb-tipusu transzkripcios faktorok génjei mutattak indukciot.
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16. tablazat. Az egyes buzafajtak szarazsagstresszre adott valaszainak osszefoglalasa. A tablazat csak

megvaltozott paramétereket tartalmaz, a kontrollok %-aban kifejezve.

Fajta Elettani valtozasok Biokémiai valtozasok Génkifejez6dés-valtozasok
(a kontroll %-4ban) (a kontroll %-4ban)

Kobomugi  NPQ 1 (159%)" MDA 1 (129%)" P5CS 12
RWC | (92%)" szabad Pro 1 (168%)* GST 12
WUE 1 (115%)* proteazok 1°
terméshozam/noveny |
(60%)"

HI | (89%)*"

Plainsman V. RWC | (84" és 90%?) szabad Pro 1 (133" és 128%°) P5CS 12°
WUE 1 (153" és 142%°)  APX-aktivités 1 (121%)°  trehaloz-bioszintézis enzimei 1°
terméshozam/névény | ABS-tartalom 1 (159%)° Hsp |3

04\
I(-TIQTA)()Ilst)l AsA-GSH ciklus enzimeit?
0 iz 23
. peroxidazok 1
0/13
Klorofill a+b | (82%) Kataléz 1°

- - 0 3
karotinoidok | (87%) oxidoreduktézok 1
XET, EXP, HRGP 1?

His-kinaz 1° aquaporin |3
prote4zok1?
Cappelle gs 1(160%)* DHASA tartalom 1 (267%)?>  P5CS 1%*
Desprez E 1 (153%)° szabad Pro | (71%)* LEA 1°
WUE | (94‘%))3 ABS-tartalom 1 (260%)3 APX, MDAR, DHAR TZ
Ezerszemtdmeqg | (49%)** GST 13
CYP450 1*

lipoxigenazok 13

JA-bioszintézis enzimek 1°

XET 1*
proteazok 1°
nsLTP 1°
Xiaoyan-54 A | (67%)° szabad Pro 1 (190%)° P5CS 1°
gs | (50%)° ABS-tartalom 1 (1159%)®  LEA 13 Hsp |®
E | (60%)° ka_talé’z _Ta o
WUE 1 (110%)® gl_lkol_|2|,s er;mmel 1 .
karotinoidok | (79%)* H'S'klna? r . aquaporin |
aszparagin-szintaz 1
Jing-411 klorofill a+b | (87%)°  ABS-tartalom 1 (489%)° LEA 1° Hsp 1°
A | (83%) glikolizis enzimei 13
WUE | (83%)* Myb-tipusti TF 13
glutamin-szintetaz 13
nsLTP 13

* HI - harvest index (hasznos termés/biomassza, %); ** Gudth és mtsai (2009)
! szabadfldi kisérlet (Secenji és mtsai 2010; Hoffmann Borbala és Sarvari Eva munkaja); 2 perlites kisérlet

(6.1., 6.3. alfejezet); > homok-perlites kisérlet (6.2. alfejezet)
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A két, kinai genotipusban ezenkivil jelentésen megemelkedett a glikolizis
génjeinek kifejez6dése (pl. fruktoz-1,6-biszfoszfat-aldoldz, glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogendz, foszfoglicerat-mutéz), amely kdvetkeztetni enged benniinket arra, hogy e ket
fajta gyokerében az altalunk alkalmazott szrazsagstressz hatésara az energiatermelés
fokozadik.

Mind az 5 vizsgalt buzafajta gyokerében talaltunk olyan, megvaltozott kifejezddésti
gént, amely a nitrogén-anyagcsere valamely folyamataban vesz részt. Ennek egyik, logikus
magyarazata, hogy a novények kedvezétlen koriilmények kozott atrendezik amindsav-,
illetve fehérjekészletiiket, biztositva ezzel a megfeleld valaszreakciokat. A Plainsman V és
Kobomugi genotipusokban cisztein-proteazok kifejez6dése indukalddott, a Cappelle
Desprez gyokerekben a szerin-tipusu karboxipeptidazok mRNS-szintje nétt meg, a két,
kinai fajtaban pedig aszparagin-, illteve glutamin-szintetaz fehérjék génjeinek atirasa
fokozodott.

Ha figyelembe vesszilk a szakirodalomban eddig megjelent buzagyokeérrel
kapcsolatos transzkriptomikai eredményeket (pl. Mohammadi és mtsai 2007; 2008), azt
latjuk, hogy az altalunk megfigyelt valtozasok részben egybehangzoak (pl. egyes GST-K,
aszparagin-szintazok, trehal6z-6-foszfat-szintaz, B-glilkozidazok, peroxidazok génjeinek
kifejez6dési mintazata), részben pedig ellentétes iranylak a korébban leirtakkal
(pl. aquaporinok, nsLTP-k, fitoszulfokin, CYP450, Hsp-k génjeinek kifejezodési
mintazata). Az eltéréseknek szamos oka lehet. Tobbek kdzott magyarazhatok a vizhiany
eltéré mértékével és idétartamaval a hasznalt kisérleti rendszerekben, pl. ilyen hosszu, de
mérsékelt vizhiany mellett korabban nem szilettek transzkriptomikai vizsgalatok
gyokérben. A vizsgalt fajtdk genotipusa alapveté befolyassal bir a génkifejez6dési
mintdzatra, és ezt mar mas szerzOk is tapasztaltdk munkajuk sordn (pl. Mohammadi és
mtsai 2007).

Tehét ha dsszefoglaljuk ezen adatokat (16. tablazat), akkor elmondhatjuk, hogy a
Plainsman V fajta egy ,,avoidance” (megel6z6) stratégiat folytat mérsékelt aszalystressz
esetén, vagyis fenntartja a gyokerndvekedést, amihez még téarsul a kevésbé visszafogott
CO;-asszimilacid, valamint a fokozott WUE, amely viselkedésnek egy végsé eredménye a
mérsékelten visszaesett terméshozam (Guéth és mtsai 2009; Secenji és mtsai 2010b).

Ezzel szemben a Kobomugi tajfajta - a rendelkezéslinkre &ll6 adathalmazra
alapozva - mar kordbban csokkenti sztomainak nyitottsdgat (er6sen visszaesett
COy-asszimilacid), amelynek egyik jelentds kovetkezménye az oxidativ —stressz

megjelenése (MDA), és a hatasat semlegesit6 rendszer beinditasa (GST). A kevésbé nyitott

83



sztomak kovetkeztében nincs jelentds vizvesztés (az RWC alig csokken), amit tdmogatnak
az Ujonnan szintetizalt ozmotikumok is (szabad prolintartalom, cukrok). Tehét ez a téjfajta
az ily mdédon megtartott vizkészletével probéal gazdalkodni, ami kevesebb termeést
eredményez, mint pl. Plainsman V esetében. E viztartd tulajdonsaga miatt hivjak egyes
forrasok ezt a genotipust izohidrikusnak.

Az intenziv buzatermesztésben hasznalt, magas terméshozamul Cappelle Desprez
jelentésen visszafogja a termésmennyiséget szarazsagstressz esetén. Ez betudhatd a
csokkent WUE-nak, ami a fokozott transzspirdcio egyik kovetkezménye, vagyis nem
gazdalkodik jol a vizzel kedvez6tlen koriilmények kozott. Nem halmoz fel ozmotikumot,
viszont nagy erdkkel kiizd az oxidativ stressz és karos hatdsa ellen. A klorofillja nem
valtozik csokkent talajviztartalom mellett: ez a fajta, megfigyelések szerint, zlden szérad
meg (Gallé Agnes, személyes kozlés).

A kinai Xiaoyan-54 szintén mérsekli sztdmainak nyitottsdgat vizhiany esetén
- csOkken a fotoszintetikus kapacitas, a transzspiracié. Mindemellett ozmotikumot halmoz
fel (prolin), igy fenn tudja tartani turgorat. A WUE értéke nem csokken. Elettani
szempontbdl hasonldan viselkedik, mint a Kobomugi téajfajta, de az indukalt gének kore
mas.

A szérazsédgra  erzékeny Jing-411 is  csokkenti  gazcserenyildsainak
vezetbképességét a talajban jelentkez6 vizhiany hatdsara. Ennek kdvetkeztében
fotoszintézis-redukcid jelentkezik nala. A Xiaoyan-54 fajtaval szemben jelentOs kiilonbség,
hogy leveleinek klorofill-tartalma is lecsokkent, valamint a vizhasznositasa is gyengul
stressz hatasara.

E két, utobbi fajta terméshozamat illetéen csupan egy forrashoz tudtunk nyulni
(Majer Petra, lekdzoletlen eredmények), amely szerint a Xiaoyan-54 ezerszemtomege
kevésbé esik vissza, mint a Jing-411 fajtaé, a két genotipus kozott mért WUE kilénbség
feltehetden ezt eredményezi mezdgazdasagi szempontbol.

A munkank soran a génkifejez6dés mérésére hasznalt technikakrol (arpa
cDNS-macroarray, buza oligo-chip, RT-gPCR) elmondhatjuk:
beszélhetink, amelynek kovetkeztében az egyes géncsaladok tagjai, valamint az
egymashoz hasonld szekvenciaju gének nem kiilonithetok el egymastol. Ennek oka az
array-n lévO cDNS-ek hossza, amely paraméter engedélyezi a nagyobb nukleotid-
kilonbségeket a hibridizaldé molekuldk kdzott. Ebbél addéddan ez a technika alkalmas egy

attekint6 transzkriptoma-vizsgalatra, ahol az érdekel bennunket, milyen funkcioju gének
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kifejez6dése valtozik, de a részletesebb géncsalad-analizisre (pl. GST, APX) egy
érzékenyebb technika, pl. RT-gPCR alkalmazéasa elengedhetetlen.

- ezzel szemben az Altalunk tervezett oligo-chip mar buzaszekvencidkat tartalmaz,
amelynek specificitasat jol tikrozi a kapott hibridizacios eredmenyek RT-qPCR-rel torténd
validalasa. Tehat a jovében egy atfogd transzkriptmintézat-analizisre ez utébbit érdemes
hasznalni, de hangsulyt kell fektetni arra, hogy a géncsalddokat ne csak egy-egy
reprezentald préba képviselje, hanem lehet6ség szerint a géncsalad minden egyes tagjat,
ismert allélvariansat specifikus probéaval vizsgaljuk a hasznalt chipen. Ilyen probak
hianydban mindig szllkség lesz az egyutt detektalt allélok, génvariansok utdlagos

elklonitésére.
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8. Osszefoglalas

Kisérleteinket olyan buzafajtdkon végeztik el, melyek kulénbdznek egymastol
szarazsagtlirésben, illetve azon beliil akklimatizacids stratégiaban. Célunk e tulajdonsagok
hatterének transzkripcios szintli feltérképezése volt, melyhez a kovetkez6 technikakat
vettik igénybe: arpa cDNS-macroarray, buza oligo-chip és RT-qPCR. Az els6 technika
esetén a heterolog rendszer tesztelése is a kisérlet részét képezte.

1. A két, szarazsagtiird buzafajta, a Plainsman V és a Kobomugi, kiilloénb6zo
akklimatizacios stratégiat folytat. Az &rpa cDNS-macroarray alkalmazésaval olyan géneket
kerestiink, amelyek aladtdmasztjak, illetve magyarazzak e viselkedésformakat. Munkéank
soréan elsésorban a gyokérben zajlo kifejez6dés-valtozasok keriltek a kozéppontba, mivel
ez a novényi rész talalkozik eldszor a vizhiannyal. Az altalunk alkalmazott aszalystressz
egy hosszantartd (négy hét), mérsékelt vizhiany, amelynek mértékeét tiikrozte a névenyek
fold feletti részeinek (hajtads) novekedésbeli redukcidja, valamint a P5CS gén mint
szarazsagstressz-indikator kijez6désének fokozodasa. A  gyokérmintadk MRNS-Ebol
szintetizalt, jelolt cDNS-eket hibridizaltattuk az &rpa cDNS-eket tartalmaz6 membranhoz.
Az igy kapott eredmények validalasat a glutation-transzferdz (GST) géncsalad harom
tagjaval (TaGSTU1B, TaGST19E50 és TaGSTZ) végeztik RT-gPCR alkalmazésaval, a
kapott eredményeket pedig tovabbi két taggal (TaGSTU2 és TaGSTF6) erdsitettiik meg. Az
array-n szerepld TaGSTU1B, TaGST19E50 és TaGSTZ kifejez6dése mindkét mérési
technikaval hasonl6 trendet mutatott, habar némi mennyiségi kilénbséget tapasztaltunk a
transzkriptszintek 0sszevetésekor. Ezen eredményekb6l vontuk le a heteroldég rendszerre
vonatkozd alapkOvetkeztetéseinket, miszerint ez a technika alkalmas egy attekint6
transzkriptoma-vizsgélatra, de a részletesebb géncsalad-analizisre egy érzékenyebb
technika, pl. a RT-gPCR alkalmazéasa elengedhetetlen. Az indukciot mutaté gének funkcid
szerinti osztalyozasanal azt az eredményt kaptuk, hogy a Kobomugi tajfajta gydkerében
elsdsorban a cisztein-tipusu peptiddzok transzkript-mennyisége nétt meg, a Plainsman V
genotipus esetében pedig az oxidoreduktazokat, a cisztein-tipusi proteazokat, a
peroxiddzokat, valamint a sejtfallal kapcsolatos fehérjéket kodold gének dominéltak.
A hasonl6 transzkriptmintazatot mutaté gének analizisénél talaltunk egy olyan csoportot,
amelynek tagjai tartdsan magas transzkriptszinten fejezédtek ki a Plainsman V ndvények
gyOkerében, mig a Kobomugiban atmeneti kifejez6dés-ndvekedést produkéltak a vizhiany
masodik hetében (Secenji és mtsai 2010b). Ezek a gének kiilonboz6 funkcioja fehérjéket
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kodolnak, amelyek tobbek kozott a transzkripcid-szabalyozasban, fehérjemodositasban,
jelatvitelben, detoxifikacioban, szénhidrat-anyagcserében vesznek részt.

2. A homok-perlites, kisérleti rendszeriink megfelelt az elvarasainknak - egy,
természetes korilményekhez kdzelibb, jol kontrollalhaté rendszerr6l van szo, amely
alkalmas hossz( tavl, mérsékelt aszalystressz tanulmanyozéséara. Tesztalanyként két,
szarazsagra tolerans (Plainsman V, Xiaoyan-54) és két érzékeny (Cappelle Desprez,
Jing-411) buzafajtat hasznaltunk. Kiilonb6zo ¢€lettani paramétereket, tgymint a hajtasok és
gyOkerek tomegét, illetve a levelek hosszat, szélesseégét; relativ viztartalmat; a
fotoszintézist a CO,-asszimilacio, valamint a klorofilltartalom meghatarozésaval, mértiink.
Ezen felll még meghataroztuk az ABS-tartalmat a gyokerekben, illetve a prolinszintet a
levelekben. Ezen adatokat az altalunk tervezett, buza oligo-chip hibridiz&ci6jabol szarmaz6
eredményekkel egészitettik ki, melynek alapjat a gyokérmintdkbol kivont mRNS-ek
képezték. A négy fajta gyokerében a vizmegvonas hatasara kiilonbozé funkcioju gének
kifejez6dése valtozott meg, habar voltak atfedések, pl. a Plainsman V és a Xiaoyan-54
gyOkerében a katalazok, a Plainsman V fajtat és a Cappelle Desprez-t sszehasonlitva a
béta-glikozidazok, valamint a Xiaoxan-54 és a Jing-411 gyokerét tekintve a glikolizis-
enzimek, tovabba harom fajtdban ,felbukkantak™” a dehidrinek. Viszont ha nem az egyes
géneket vesszik figyelembe, hanem magét a funkciét, akkor elmondhatjuk, hogy mind a
négy fajtaban indukélddott a jelatvitel, a nitrogén-anyagcsere, a sejtmegnyulas, az oxidativ
stressz elleni veédekezés, csak az egyes fajtak kiilonboz6 géneket aktivaltak ugyanannak a
folyamatnak az erdsitésére. Példaul a jelatvitelt tekintve a Plainsman V gyokerében a
hisztidin-kinaz indukélddott, ami a jelérzékelésben jatszik szerepet, és ami a Xiaoyan-54
esetében szintén megemelkedett. A Cappelle Desprez gyokerében a JA-Gtvonal dominalt,
amit a hormon bioszintézis-enzimeinek az indukcidja tanusitott. A masik érzékeny fajta, a
Jing-411 esetében viszont a Myb-transzkripcios faktorok kifejez6dése nétt meg, amelyek
mar kdzvetlenll befolydsoljak az egyes valaszgenek kifejez6dését. Ha a rendelkezéstinkre
allo adathalmazt 0sszességében tekintjik, vegeredményként megkapjuk, hogy az élettani
eredmények Osszefliggésben vannak a génexpresszios adatokkal, amelyekb6] felépithetjik
az egyes Dbuzafajtdk  akklimatizciés stratégiait. Tovabba talaltunk  olyan
Ltoleranciagéneket”, amelyek expresszids valtozadsa csak a szarazsagra rezisztens, illetve
szenzitiv fajtakra jellemz6. A vizsgalt négy fajta esetében ilyen génjeloltek tobbek kozott a
GST-k, a hésokkfehérjék, az aquaporinok, a kiilonb6zo transzporterek, a nem specifikus
lipidathelyez6 fehérjék, a katalazok és a hisztidin-kKindzok.
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3. Az APX az aszkorbat-glutation ciklus egyik kulcsenzime, funkciéja a H,O,
redukaldsa vizzé AsA felhasznalaséval. A reakcidban az AsA oxidalodik MDASA-va,
illetve DHAsA-va. A visszaredukalas a MDAR és a DHAR feladata, ez utdbbi GSH-
fiiggd, a keletkezett GSSG-t a GR redukalja vissza. E négy enzimcsaladd vizsgalatan
keresztul hasonlitottuk ©ssze a szérazsagra rezisztens Plainsman V-t az aszalyra
érzékenyen reagald Cappelle Desprez-vel. Munkank elsé 1épését az egyes csaladok
izoenzimjébodl 4allo hasonlosagi fak megalkotasa képezte, melyhez az adatbazisokban
fellelhetd buzaszekvencidkat hasznaltuk fel. Az egyes izoformak kiilonb6zo
sejtkompartmentekben talélhatok, és az egyes organellumokra lebontva elmondhatjuk,
hogy a buzéban taldltunk két APX-et (CAPX I, Il), két MDAR-t (cMDAR 1, I1), egy
DHAR-t (cDHAR) és egy GR-t (cGR), melyek a citoplazméba prediktalhatok.
A Kloroplasztisz sztroméjaban két APX-et (SAPX I, 1), egy-egy MDAR-t (chiIMDAR),
DHAR-t (chIDHAR) és GR-t (chlGR), valamint egy tilakoid-membranhoz kotott APX-et
(tAPX). Ezen kivul pedig egy, a peroxiszéma membranjahoz kihorgonyzott APX (mAPX)
és MDAR (mMMDAR) gazdagitotta a kort. Az egyes izoformak kifejez6dését és annak
vizhidny hatasara bekovetkezd valtozasat levelekben vizsgaltuk. Az eredményekbdl
elmondhatjuk, hogy az APX-ek kdzott volt, amelyik csak a Plainsman V-ben (CAPX I1 és
tAPX), csak a Cappelle Desprez levelekben (sAPX II), illetve mindkettdben (cAPX 1)
indukalodott. Az MDAR-ok koziil csak a citoplazmaban megtalélhatok transzkriptszintje
ndtt meg mindkét fajtaban (cMDAR 1I), illetve csak a Plainsman V (¢cMDAR 1) hajtasaban.
Az a tény, hogy a Cappelle Desprez eseteben a SAPX indukcidjat nem kovette a
kloroplasztisz sztromajaban 1év6 chIMDAR megndvekedett mRNS-szintje, 6sszecseng
azzal a méresiinkkel, hogy ebben a fajtdban eltolédott az ASA/DHASA arény az oxidalt
allapot iranydba, vagyis felszaporodott a DHASA, amit nagy valdsziniiséggel az
induk&lédd chIDHAR fog majd redukalni. Ezzel szemben a Plainsman V-ben nem
talaltunk hasonld, redoxegyensuly-eltolodast, amit a citoplazmaban el6forduld valtozasok
hiven tikroznek (cAPX és cMDAR). A GR-ok csak ez utébbi fajtdban mutattak a
szarazsagstresszre megnovekedett kifejezodést. Az AsA-GSH ciklus enzimeit tekintve a
tolerans Plainsman V kifejezettebben kiizd az aszalyt kiséré oxidativ stressz ellen, ami
megmutatkozik az egyes izoformak kontroll koriilmenyek kdzott mért transzkriptszintjében

is (Secenji és mtsai 2010a).
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9. Summary

In our experiments, we examined several wheat genotypes differing in drought
tolerance or in acclimation strategy. Our aim was to reveal the transcriptional background
of these differences applying various technincs: barley cDNA macroarray and wheat oligo-
chip hybridization, and real-time RT-gPCR.

1. The two drought-tolerant wheat genotypes, cv. Plainsman V and landrace
Kobomugi, follow distinct acclimation strategies. Our goal was to identify the genes
responsible for the genetic difference and detect their transcriptional changes during
drought stress using barley cDNA macroarray. The main plant part investigated was root
because it meets and senses water deficit before any other organ. The drought stress we
applied was a long-term (four-week-long) and moderate soil water reduction. Its effect was
reflected in the decrease of shoot growth as well as in the increased expression level of
P5CS gene. Radioactively labelled cDNAs synthetized from root mMRNAs were hybridized
to membrane carrying barley cDNAs. The validation of array data was done by real-time
RT-gPCR examining a few members of glutathione S-transferase (GST) gene family.
TaGSTU1B, TaGST19E50 and TaGSTZ showed the same expression trend with both
methodologies; however the measurements with both methods showed quantitative
differences. Therefore, we concluded that groups of related genes, gene families were
detected easily in our experiments, but a more specific method (e.g. RT-qPCR) has to be
applied to distinguish between individual gene variants. In addition, oxidoreductases,
peroxidases and cell wall-related genes were significantly induced only in Plainsman V
while induction of stress- and defense-related genes was more pronounced in Kobomugi.
During the four-week-long moderate water-deficit in young plantlets, we identified a set of
up-regulated genes displaying transiently increased expression, mostly on the second week
in roots of the Kobomugi genotype while their transcript levels remained constantly high in
roots of Plainsman V plants. These genes encode proteins with various functions, such as
transport, protein and carbohydrate metabolism, osmoprotectant biosynthesis, and
detoxification as well as regulatory proteins (Secenji et al. 2010b).

2. The sand-perlite based experimental system was developed to be more similar to
the natural conditions during long-term moderate water-deficit stress. The wheat genotypes
we applied were two drought-tolerant (Plainsman V, Xiaoyan-54) and two drought-
sensitive (Cappelle Desprez, Jing-411) ones. Various physiological features were
measured, such as weight of shoots and roots; length, width and relative water content of
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leaves; photosynthesis via determination of CO; assimilation and chlorophyll content as
well as ABA concentrations in roots and proline levels in leaves. These results were
completed with wheat transcript profiling data originated from the hybridization of root
samples subjected to two-week-long water deprivation. Analyzing transcriptional data,
genes with distinct functions were up-regulated in the root of four genotypes subjected to
water deficit, however there were some overlapping, e.g. the mRNA levels of catalase gene
were increased both in Plainsman V and Xiaoyan-54; the same was detected in case of
beta-glucosidases in the root of Plainsman V and Cappelle Desprez, in addition with the
common transcript induction of glycolysis enzymes in the case of Xiaoyan-54 and
Jing-411 plants. Furthermore, dehydrins were among the up-regulated genes in three
cultivars. However, if we focus on the function itself, signal transduction, nitrogen
metabolism, cell elongation and detoxification were induced in all genotypes, though via
different gene activation at distinct steps of the pathways. For example, histidine kinases,
responsible for sensing, were up-regulated in the root of Plainsman V together with
Xiaoyan-54. Jasmonic acid (JA) signaling pathway was dominated in the root of Cappelle
Desprez under dry conditions which was confirmed by the increased expression levels of
JA biosynthetic enzymes. In the other drought-sensitive genotype, Jing-411, the transcript
amount of Myb transcription factors was induced that are direct transcriptional regulators
of drought response genes. As a conclusion, there is a strong connection between
expression data and physiological parameters resulting a genotype specific acclimation
strategy. In addition, we found several “tolerance genes” showing different transcript
profile in the drought-tolerant and sensitive cultivars subjected to water-deficit stress, such
as GSTs, Hsps, aquaporins, various transporters, non-specific lipid transfer proteins,
catalases, and histidine kinases.

3. Ascorbate peroxidase (APX) is the enzyme of AsA-GSH cycle together with
MDAR, DHAR and GR on the purpose of H,O, detoxification. We compared two wheat
genotypes, the drought-tolerant Plainsman V and the drought-sensitive Cappelle Desprez,
examining these four gene families subjected to reduced amounts of irrigation water.
Firstly, phylogenetic trees were created using wheat sequences found in databases. Various
isoforms were found, their localization was predicted to cytosol (CAPX I, 1I; cMDAR |, II;
cDHAR, and cGR), to stroma of chloroplast (sAPX 1, Il; chIMDAR; chIDHAR, and
chlGR) and bound to the thylakoid membrane (tAPX), and anchored to the membrane of
peroxisome (MAPX and mMDAR). Expressional changes of different isoforms were
detected in leaves using real-time RT-qPCR. Among APX coding mRNAsS, expression
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levels cAPX | and 11 as well as tAPX variants increased significantly in Plainsman V while
CAPX | and sAPX 11 coding transcripts were found to be higher in Cappelle Desprez after a
four-week-long water-deficit stress. Examining the MDARs, cMDAR 1 and 1l displayed
significant up-regulation of mMRNA levels in the sensitive genotype, whereas only
CMDAR II did in the tolerant cultivar. We found an up-regulated chIDHAR mRNA only in
the sensitive Cappelle Desprez. However, increased expression levels of cGR and chIGR
were detected only in the tolerant Plainsman V. After four weeks of reduced irrigation, a
significantly lower ASA/DHASA ratio was detected in leaves of the sensitive Cappelle
Desprez than in the tolerant Plainsman V. Comparing the expression data with the
ascorbate redox status, mRNA levels of stromal APX increased in the sensitive Cappelle
Desprez which resulted in a shifted ASA/DHASA ratio in the absence of the up-regulated
transcript amount of stromal MDAR. On the other hand, the tolerant Plainsman V
generally possesses a high amount of transcripts of each isoform coupled with a parallel
up-regulation of MRNAs of cytosol localized APX and MDAR. These results indicate that
more robust transcription of ascorbate based detoxification machinery in Plainsman V may

serve to avoid the adverse shift of the cellular redox balance (Secenji et al. 2010a).
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13. Flggelek

1. tablazat. Proteaz aktivitassal biro fehérjéket kddold, fellilszabalyozott gének

Egyedi azonosit6 A kontrollhoz viszonyitott kifejez6dés-valtozas mértéke**
blza*/arpa . » . .

(nukleinsav- Feltételezett funkcié Plainsman V Kobomugi

szekvencia

hasonlosaga %-ban) lw 2w 3w 4w 1w 2w 3w 4w
TA98746/HK05C19 Feltételezett ubiquitin-1.3  -1.4 -2.0 1.0 -1.1 2.5 1.1 -1.3
(92%) specifikus proteaz

TA71220/HF01P06 TPA: feltételezett -33 13 -17 1.1 1.0 1.0 1.3 2.5
(93%) cisztein-proteaz

TA71220/HK03G06 TPA: feltételezett 1.8 1.9 1.7 27 1.3 1.1 1.0 2.1
(93%) cisztein-proteaz

TAB5387/HO06N12 TPA: feltételezett 2.0 2.5 24 25 1.2 2.4 1.6 2.4
(89%) cisztein-proteaz

TAB5387/HW01G04 TPA: feltételezett 2.7 2.5 29 47 1.0 2.7 1.7 1.6
(89%) cisztein-proteaz

TA55387/HPOLMO6 TPA: feltételezett 1.7 21 17 27 1.3 1.2 1.9 1.8
(89%) cisztein-proteaz

TA56558, TA56491, katepszin B szer(i 2.0 1.9 18 20 11 -14 1.2 1.8

TAS56532/HO12D08 cisztein-proteindz
(95, 85, 85%)

TA56491, TA56531 / katepszin B 15 17 17 21 12 17 14 21
HYO09E10 (92, 91%)

TA56531, TA56491, katepszin B 16 -17 -13 -14 12 21 11 22
TA56504/HVO3E14
(92, 91, 91%)

TA56531, TA56491, katepszin B -11 14 11 21 -1.1 1.7 1.3 2.1
TA56452/HV01H05
(95, 95, 93%)

TA61933/HT02G12 Ci13endopeptiddz 15 16 24 27 1.6 1.6 2.3 2.3
(95%) NP1 prekurzora

* A blza TA-k esetében az egyedi szamazonositd utan a taxonazonosito szerepel: 4565.
** A >2 mértékii valtozasokat félkovér szamokkal emeltiik ki.
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2. tblazat. Oxidoreduktaz aktivitassal biro fehérjéket kddold, fellilszabalyozott gének

Egyedi azonosité

A kontrollhoz viszonyitott kifejez6dés-valtozas mértéke**

blza*/arpa ) » . .

(nukleinsav- Feltételezett funkcio Plainsman V Kobomugi

szekvencia

hasonlosaga %-ban) lw 2w 3w 4w lw 2w 3w 4w
TAT75187/HA08A22 Feltételezett 3-izopropilmalat-1.9 21 1.8 -1.1 11 12 -13 1.3
(89%) dehidrogenaz

TA62679, TA62684/ NADP-specifikus izocitrat- 1.9 2.0 21 29 1.2 1.0 12 1.3
HWO6L16 (95, 94%) dehidrogenaz

TAT72172/HKO3F23 Feltételezett alkohol- 1.8 19 16 25 1.0 11 1.0 1.2
(90%) dehidrogenaz

TA63504/HT01P04 Alkohol-dehidrogenaz 21 14 15 12 -16 14 -20 -1.3
(94%)

TA55236/HY09GO05 Feltételezett UDP-gliikéz- 25 1.1 19 1.0 16 16 14 1.2
(94%) dehidrogenaz

TAB5294/HS01P12 Feltételezett UDP-glitkoz- 20 16 25 15 1.3 -13 1.7 1.2
(90%) dehidrogenaz

TAB5294, TAG5215/ Feltételezett UDP-gliikoz- 2.8 11 25 15 15 20 15 -13
HY06P11 (90, 89%) dehidrogenaz

TA56530/HV01J10 Citoplazmas malat- 1.7 13 20 21 15 14 15 1.2
(94%) dehidrogenaz

TA56802, TA56785/ Feltételezett glioxiszomas  -1.1 1.2 12 20 1.1 -11 10 11
HMO02H13 (99, 98%) malat-dehidrogenaz

TA90849/HR01P23 Feltételezett dehidrogenaz 1.1 1.3 10 24 -13 15 18 1.1
(92%)

TA61214, TA61233, Feltételezett citoszolikus 6- 2.2 18 22 23 15 1.8 15 1.0
TA61229/HU0LC13 foszfogliikonat-dehidrogenaz

(97, 97, 94%)

TA61224/HWO04J10 Feltételezett citoszolikus6- 2.3 1.9 21 22 10 -17 10 -13
(95%) foszfogliikonat-dehidrogenaz

CJ609271/HK03M20 Feltételezett glicerol-3- 38 27 32 30 -1.7 10 -13 -11
(81%) foszfat-dehidrogenaz

TA60117/HO10J17 glukoz-6-foszfat- 30 30 29 22 14 21 15 11
(97%) dehidrogenaz

* A buza TA-k esetében az egyedi szamazonositd utan a taxonazonosito szerepel: 4565.

** A >2 mértéki valtozasokat félkovér szamokkal emeltiik ki.

106



3. tblazat. Sejtfal-biogenezissel kapcsolatos fehérjéket kddolo, fellilszabalyozott gének

Egyedi azonosité

A kontrollhoz viszonyitott kifejez6dés-valtozas mertéke**

blza*/arpa ) » . .
(nukleinsav- Feltételezett funkcié  Plainsman V Kobomugi
szekvencia
hasonldsaga %-ban) lw 2w 3w Aw w 2w 3w 4w
CA644521/HU02G22 Feltételezett 48 1.1 41 19 15 16 12 12
(87%) xiloglikan-

endotranszgliikozilaz
TAS53014/HWO6N22 Xiloglikan- 26 23 25 17 1.7 -13 17 141
(72%) endotranszgliikozilaz
TAS53570, TA53014, Xiloglikan- 1.7 17 20 14 14 13 10 10
TAS53556/HEQ1124  endotranszgliikozilaz
(96, 96, 96%)
TA56027, TA56014, Xiloglikan- 1.7 12 29 18 1416 11 -11
TAS56028/HK04P11 endotranszgliikozilaz
(94, 93, 92%)
TAS54477/HWO5C02 Xet3 fehérje 25 31 44 34 20 13 20 12
(63%)
TAB5421/HU02MO6 béta-expanzin EXPB4 1.9 1.6 20 15 14 14 17 18
(86%)
TA66779/HMO1F21 béta-expanzin 2 21 15 23 15 1.0 19 -13 14
(89%)
TAB9380/HRO1E04 expanzin EXPB7 20 26 30 138 1.0 17 12 11
(88%)
TAB5426, TA65436, expanzin EXPB2 20 -13 15 -13 11 14 13 11
TAB5424/HY 02005
(94, 93, 90%)
TAB5430/HM03P13 expanzin EXPB3 11 20 19 18 11 10 17 10
(95%)
TA98014/HD03J23  Hidroxi-prolinban 21 23 23 22 10 16 17 15
(65%) gazdag glikoprotein
TA75734/HO06H23 Hidroxi-prolinban 22 21 28 16 14 -11 -11 -13
(90%) gazdag glikoprotein
TAT76274/HI02J10  Feltételezett hidroxi- 1.3 2.3 13 16 14 11 16 -14
(94%) prolinban gazdag

gliikoprotein
TA63414/HK03G24 forditottan glikozilalt 5.3 4.5 6.1 41 15 -11 13 11
(95%) polipeptid
TA63420/HWO06B18 forditottan glikozilalt 1.7 1.7 26 14 19 18 17 12

(94%)

polipeptid

* A buza TA-k esetében az egyedi szamazonositd utan a taxonazonosito szerepel: 4565.

** A >2 mértéki valtozasokat félkovér szamokkal emeltiik ki.
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4. tablazat. Peroxidaz aktivitassal bir¢ fehérjéket kodold, fellilszabalyozott gének

Egyedi azonosit6

A kontrollhoz viszonyitott kifejez6dés-valtozas mértéke**

blza*/arpa ) » . .

(nukleinsav- Feltételezett funkcid Plainsman VV Kobomugi

szekvencia

hasonldsaga %-ban) w 2w 3w 4w lw 2w 3w 4w
TA68901/HWO03P04 Feltételezett peroxidaz 1.7 1.7 3.1 44 -1.7 25 -1.3 1.6
(82%)

TAT78524/HW04010 Feltételezett peroxidaz 2.7 2.8 3.3 3.5 1.8 15 11 1.6
(75%)

TA62374, TA62362, Glutation-peroxidaz 4.3 1.9 40 3.0 1.3 1.6 15 1.0
TA62364/HZ01C02 szeri fehérje

(91, 90, 89%)

TAb6153, TA56112 / Tioredoxin-peroxidaz 1.9 1.7 1.9 2.4 15 -17 15 1.0
HKO03C04 (96, 95%)

TAT78524/HW02P13 Feltételezett peroxidaz 2.9 2.8 34 31 11 1.2 15 -1.1
(75%)

CK162170/HO06L24 Feltételezett peroxidaz 4.3 34 50 27 1.1 22 1.7 2.1
(89%)

TAB88456/HR01M21 Feltételezett peroxidaz 2.0 14 14 1.8 11 -1.3 1.2 -1.1
(77%)

TA68004/HW06J19 Peroxidaz 1 prekurzora 4.2 35 51 37 1.0 -14 13 -14
(81%)

CK162629/HA06M1 Feltételezett peroxidaz 2.9 2.1 3.1 17 1.4 27 1.4 1.6
7 (92%)

TA63975, TA63982 / Aszkorbat-peroxiddz 2.2 2.1 23 19 12 22 1.5 1.2
HTO1F03 (95, 95%)

TA60109/HV03K15 Peroxidaz 3.3 -11 238 1.2 -5 23 -25 -1.1

(98%)

* A blza TA-k esetében az egyedi szamazonositd utan a taxonazonosito szerepel: 4565.

** A >2 mértéki valtozasokat félkovér szamokkal emeltiik ki.
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