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1. A tema megnevezése: A fotoszintetikus aktivitds és szénhidratmetabolizmus
modositasa egy szignalmetabolit (frukt6z-2,6-biszfoszfat) endogén koncentraciojanak
megvaltoztatasaval

2. Témavezeté: dr. Toldi Otté tudomanyos munkatars

3. A munka kezdete és befejezése: 2003. februar 1 — 2006. december 31.
4. A kutatasi program eredményeinek részletes ismertetése

4.1. Bevezetés és célkitizes

A szignalmetabolitok nemcsak szimpla génexpresszids és enzimaktivitasi szintet
determinélnak, hanem komplex anyagcsereutakat szabalyoznak és szinkronizalnak. Ezért
endogén koncentracidjuk megvaltoztatasaval elvileg tobb esély nyilhat egy adott
anyagcserefolyamat alapkutatéasi és gazdasagi célzati megvéltoztatasara, mint a szensz-
antiszensz  technika alkalmazdsa révén. A fruktdz-2,6-difoszfat (Fru-2,6-P,)
szignalmetabolit ndvényi szénhidratmetabolizmusra gyakorolt hatdsanak vizsgalatara
alternativ modszert fejlesztettek ki a palyazo és munkatarsai. Novényi rendszerben a Fru-
2,6-P, gatolja a szacharéz szintézis egyik kulcsenzimét a citoszolikus frukt6z-1,6-
difoszfatazt (citFBP&z) és alloszterikusan aktivalja a Pi-fuggd fruktoz-6-foszfat kinazt
(PFP), ami a glikolizisben tolt be fontos szerepet. Emellet indirekt mddon serkenti a
keményit6szintézisben regulald szereppel bird plasztisz ADP-gliikéz pirofoszforilazt
(AGP4z). A Fru-2,6-P; citoszolikus koncentracidjanak ndvelésével tehat elvben gatolhato
a szacharoz szintézis, ugyanakkor serkenthetd a keményité akkumulécid. Ertelemszertien,
alacsonyabb Fru-2,6-P, koncentracioval csokkentheté a keményité felhalmozddas a
plasztiszban és novelhet6 a szachar6z szintézis volumene a citoplazmaban. A Fru-2,6-P;
szintéziseért és lebontaséért egyardnt egy homodimer bifunkcionélis enzim, a 6-
foszfofrukto-2-kinaz/frukt6z-2,6-difoszfataz (6-PF-2-K / Fru-2,6-P,az) a felelés. A kinaz
és a difoszfatdz aktivitdsok szétvalasztasaval sikerilt olyan transzgénikus dohany
novényeket eléallitanunk elokisérleteinkben, ahol a difoszfataz konstrukciot expresszald
novények 20-30%-al tobb szachardzt szintetizaltak, a kinaz konstrukcidt expresszalok
pedig atlagosan 200%-al tobb keményitot akkumulaltak a fényperiddus elsé 4 orajaban.
Hipotézisiink szerint a fenti eredmenyek két fé okra vezetheték vissza. Az egyik, hogy a
Fru-2,6-P, az intracellularis cukormetabolizmus harom fontos enzimére hat egyszerre.
Ezek a hatdsok pedig nem Kioltjak egymast, hanem szinergisztikusan erésitik. Ennek elvi
jelentésége van. A maésik feltetelezett ok, hogy az altalunk hasznalt patkanymaj eredeti
6-PF-2-K/Fru-2,6-P,az és a novények bifunkcionalis enzime kdz6tt alacsony (51%-0s) az
aminosav szintt homoldgia. Emiatt a 'feedback’ gatlas esélye es az alternativ
anyagcsereutak kiegyenlité hatasa kisebb lehet heterolog névényi rendszerben.

A palyazat targyat kepezé6 munkank révén bizonyitani szeretnenk, hogy a kinaz
konstrukcioval transzformalt Fru-2,6-P,-t taltermelé6 modellndvényeink retardalt
novekedést és lassu szénhidratmetbolizmust mutatnak majd. A Fru-2,6-P,-defficiens
difoszfataz konstrukciot expresszalé novenyek esetében pedig azt varjuk, hogy a



megndvelt szachar6z szintézis fokozott szacharGzexportot és nodvekedesi ratat fog
eredményezni, hiszen a PFP és az AGPaz gatlasa miatt relative kevesebb monomer
szubsztrat hasznalddik el a glikolizisben és a kemenyitészintézisben. A megvéltoztatott
szénhidratmetabolizmus azonban nem csak a névények ndvekedési parametereire, hanem
varhatoan az abiotikus kornyezeti stresszorokkal szembeni védekezémechanizmusok
hatékonysagara is hatdssal lesz. A szachar6z, mint ozmotikusan aktiv diszacharid, sok
szarazsagtiiré novénynél része az Un. ‘osmolyte' rendszernek, amely képes a citoplazma
viz visszatartd képességének novelésére stresszhelyzetben. Miutdn az abiotikus
stressztipusok jelentds részenek (vizhiany, séfelhalmozodas, tul alacsony, vagy tul magas
hémeérséklet) van ozmotikus komponense, valoszini, hogy a szachardzt tultermeld
transzgénikus ndvényeink a vadtipushoz képest fokozott tolerancidval rendelkeznek majd
a fenti stresszorokkal szemben. Az eredmények gyakorlati alkalmazhatdsaga abban rejlik,
hogy modszerink alternativat jelenthet a ndvényi cukoranyagcsere gazdaségi iranyu
befolydsolasa terén eddig alkalmazott eljarasokkal szemben. Lehetéség nyilhat az
eltarthatosag, a novekedési paraméterek es a tapértek pozitiv irdnyd modositasara Uj
modszer kifejlesztesevel.

Kisérleteink f6 modellndvényéil a burgonyat (Solanum tuberosum L. cv Désiree)
valasztottuk azért, mert a novényi szénhidratmetabolizmus vizsgélatanak altalanosan
elfogadott kisérleti novényeként, eredményeinket dsszehasonlithatdva teszi az alternativ
modszerek szakirodalmi adataival. A részkérdések megvalaszolasa érdekében azonban
mas novényekben is mddositottuk a Fru-2,6-P, metabolizmust a burgonyaval megegyez6
modon. A novekedési paraméterek befolydsolasanak lehetéségét foldieperben és
szegfiiben is vizsgaltuk, mely fajok inda-klon rendszere (foldieper), illetve internodalis
novekedése (szegfi) szoros korellaciot mutat az importalhatdé szacharéz mennyiségével.
A Pi-fligg6 fruktdz-6-foszfat kindz (PFP) stresszvalaszban betoltott szerepét pedig a
burgonya mellett foldieperben és séargarépaban is vizsgaltuk annak érdekében, hogy
altalanos érvényi kovetkeztetésekre juthassunk.

4.2. A kisérleti munka idébeli tervezése

2003. januar 1 — 2003. december 31.:

- A kinaz és difoszfatdz domaint expresszald géneket burgonya gumo-specifikusan
expresszalo konstrukciok elkészitése.

- A Desirée burgonya névények transzformacioja mind a konstitutiv prométerrel, mind a
gumo-specifikus promoterrel vezérelt konstrukciokkal.

2004. januar 1 — 2004. december 31.:

- Transzgenikus burgonya vonalak szelektaldsa antibiotikum rezisztencia marker
segitsegével.

- Az antibiotikum rezisztens regeneransok PCR technikaval, Southern és northern
hibridiz&ciokkal torténé jellemzése

2005. januar 1 — 2005. december 31.:

- A szelektalt vonalak felszaporitasa elébb in vitro, majd tveghazi korilmények kozott.

- A transzgénikus burgonya nodvények expresszios és élettani analizise: metabolit
koncentracio és enzimaktivitds meghatarozasok

2006. januar 1 — 2006. december 31.:



- A transzgénikus es kontroll novények fotoszintetikus aktivitdsanak és respirdcidjanak
mérése.

- A transzgénikus és kontroll novények (veghazi és klimakamra-beli tesztelese a
kalonféle ozmotikus stresszekkel (vizhiany, sofelhalmozodés, tal alacsony, vagy tul
magas homérséklet) szemben mutatott tolerancia fokdnak meghatarozasa

4.3. Eredmények
4.3.1. A transzformacidra hasznalt genkonstrukciok elkészitésének fobb 1épései

Az eredeti transzformacios kazetta tartalmazta a karfiol mozaik virus 35S promoterét a
hasznos génhez képest 5’ irdnyban, amely az eredeti patkdnymdj 6-PF-2-K/Fru-2,6-P,az
bifunkcionalis enzimenek vagy 6-foszfofrukto-2-kinaz (6-PF-2-K) aktivitast, vagy
frukt6z-2,6-difoszfatdz ~ (Fru-2,6-P,4z)  aktivitasi  modifikacioja.  Ezekbdél a
konstrukciokbol HindlIll restrikcids enzimmel torténdé hasitas utan megkaptuk a 1400 bp
hosszUsagu hasznos géneket, amelyeket pBluescriptll KS(+) vektorba ligaltunk HindlIlI
helyre. Mivel a kldnozas nem iranyitottan tortént igy a gének kétfele orientacioba
épulhettek be. Mi azokat a klonokat valasztottuk ki (pGK1, pGK3), ahonnan a géneket
késébb BamHI-Kpnl enzimekkel torténé restrikcios emésztés utan a promoéterhez képest
szensz orientacioban tudtuk a végsé vektorba beépiteni. A StMCPI promotert a pMK2
vektorbol Xbal-BamHI restrikcids enzimekkel izolaltuk majd a pMK1-es vektorba Xbal-
BamHI helyre ligaltuk. Ez a plazmid a pGK5 nevet kapta. Ezutan tortént a hasznos gének
beépitése szensz orientacioban. Mind a két gent BamHI-Kpnl restrikcios enzimekkel
vagtuk ki és BamHI-Kpnl helyre épitettiik be a pGK5 plazmidba, amely mar tartalmazta a
gumospecifikus expresszidt lehetové tevé StMCPI prométert. A pGK5 + 6-PF-2-K
konstrukcio a pGK6, a pGK5 + Fru-2,6-P,az konstrukcié pedig a pGK7 nevet kapta.
Ezutan az igy elkészitett plazmidokat (pGK6, pGK7) és az eredeti pCaMV35S::6-PF-2-
K, pCaMV35S::Fru-2,6-P,az konstrukcidkat a pGV2260-as plazmidot hordozé C58C1-es
Agrobacterium tumefaciens torzsbe haromsziilés keresztezéssel juttattuk be és hasznaltuk
fel a novény- transzformacios kisérletekben. A négy eltéré plazmid konstrukciot
tartalmaz6 Agrobacterium torzset 100 ml-es Erlenmeyer lombikban, 25 ml 100 mg/l
rifampicint és 25 mg/l kanamicint tartalmazé YEB (0.1% éleszté kivonat/ 0.5%
huaskivonat/ 0.5% kazein hidrolizatum/ 0.5% szacharéz/ 0.49 g/l MgSO,x7H,0/ pH 7,2)
taptalajban novesztettilk egy éjszakan keresztlil 28°C-on folyamatos razatas mellett.,
ODgoo 0.8-1.0-ig. Ezutan a baktérium kultarakbol 1-1 mi-t lecentrifugéltunk (10 perc
6000 rpm), majd a pelletalt sejteket 1-1 ml folyékony MS2 téptalajban felszuszpendaltuk
és ezt hasznaltuk a transzformacio soran.

4.3.2. Transzgénikus burgonya ndvények (Solanum tuberosum cv. Désirée) elsallitasa

A transzforméciéhoz Solanum tuberosum L. cv Désirée ndvényeket hasznaltunk fel.
Steril kortlmények kozott nevelt hajtasok csucsait levagtuk és 2% szachardzt tartalmazo
MS2 taptalajon (Murashige and Skoog 1962) neveltiik éket 24°C-on, hosszinappalos
megvilagitast alkalmazva (16h feny/8h sotét).

A transzgénikus Deésirée novényeket levéltranszformacioval Allitottuk  el6.
Szovettenyészetben fentartott 4-6 hetes névények kozepso részérdl levagott leveleket (5-



6 db) hasznéaltuk a transzformaciohoz. A levelek fonaki részén a f6érre merélegesen 3-4
parhuzamos vagast ejtettink majd a levélalapot levagva a leveleket 25 ml folyékony MS2
taptalajba helyeztik figyelve arra, hogy a transzformacio soran a levelek végig fonakkal
felfelé maradjanak. Miutadn a leveleket bemetszettilk és fonadkkal felfelé belehelyeztik
6ket négy darab, egyenkent 25 ml MS2-t tartalmazo Petri csészébe, a folyekony MS2-ben
felszuszpendalt Agrobacterium szuszpenziokbdl 50-50 ul-t adtunk hozza. (Minden Petri
csészébe mas-mas plazmidot tartalmazé Agrobacterium-ot tettlink.) Ezutan 2 napig
sOtétben egyutt tenyésztettik a transzformalandd ndvenyi explantumokat a baktérium
vektorokkal. Két nap elteltével fonakkal felfelé kallusz indukcios taptalajra helyeztik a
leveleket a megfelel6 szelekcios agenseket a taptalajhoz hozzéadva (250 mg/l cefotaxim,
50 mg/l kanamicin). A leveleket 7 napig tartottuk ezen a taptalajon fényre helyezve.
Ezutan hajtasindukalo taptalajra (SIM) passzaltuk 6ket a megfelelé szelekcids agensek
hozzdadasaval (250 mg/l cefotaxim, 50 mg/l kanamicin). A leveleket hetente friss SIM
taptalajra raktuk, végig fondkkal felfele tartva oket. A regeneralddo hajtdsokat 2%
szacharozt, 250 mg/l cefotaximot és 50 mg/l kanamicint tartalmaz6 RM taptalajon
kémcsoben neveltik tovabb steril kérilmények kdzott. Azokat a hajtasokat tartottuk fenn
tovdbbi vizsgélatra, amelyek az in vitro szelekciés korulmeények  kdzott
meggyokeresedtek. A transzformacios kisérletek elvégzése utan 34 db pMCPI::6-PF-2-K,
35 db pMCPI::Fru-2,6-P,az, 38 db pCaMV35S::6-PF-2-K és 42 db pCaMV35S::Fru-2,6-
P,az fuziot hordozd feltételezetten transzgénikus Désirée vonalunk volt, melyek kozil a
megfelel6 expresszidt mutatdkat Northern hibridizécioval valogattuk Ki.

4.3.3. A magas expressziot mutatd transzgénikus novények szelekcidja molekularis
bioldgiai modszerekkel

A CaMV35S prométert tartalmazd konstrukcidkkal transzformalt névenyek kozil a
transzgent megfelelé szinten expresszald ndvényeket Northern hibridizacioval valogattuk
ki, mig a gumospecifikus MCPI promotert tartalmazd ndvények molekuléris szinti
szelekcigjara RT-PCR-t alkalmaztunk, melyhez az mRNS-t minigumdkbdl izolaltuk.
Pozitiv kontrollként plazmid DNS-t és pozitiv, a gént expresszalé CaMV35S promotert
tartalmaz6 ndvényt hasznaltunk. Az RT-PCR reakci6 termékeit 1%-o0s agar6z gélen
szétvalasztottuk, a gélt Hybond N+ membrénra blottoltuk, majd a Northern
Azert, hogy megbizonyosodjunk a gumospecifikus expressziorol, a pozitiv novények
levelébdl is izolaltunk mRNS-t és RT-PCR-rel vizsgaltuk levelben a transzgen
expressziojat. A levél RT-PCR kiértékelésénél a gumd RT-PCR-rel azonosan jartunk el.
A kiindulasi névényanyag molekularis biologiai modszerekkel tortént vizsgélata utan
siker(lt kivalogatnunk a pCaMV35S::Fru-2,6-P,4z konstrukciot tartalmazo névenyekbdl
18 db-ot, a pCaMV35S::6-PF-2-K konstrukciot tartalmazd névényekbdl 6 db-ot, amelyek
magas szinten expresszaltak a transzgént.

A pMCPI::Fru-2,6-P,az- és az pMCPI::6-PF-2-K konstrukciokat tartalmazo ndvenyekbdl
3-3 vonalat valasztottunk ki, amelyeknél a gumdspecifikus expresszid nagysagrendileg
magasabb volt a levélben tapasztalt — a detektalasi hataron levé — expresszional. A fenti
vonalakat tovabbi elészelekcionak vetettilk ala azon az alapon, hogy a megvaltoztatni
kivant metabolitokbol (szachardz, kemenyitd) mennyit szintetizalnak, illetve bontanak le
egy étlagos 12 6ra fény (150.0 umol PAR m? s™) / 12 6ra sotét napi ciklus soran. Ezen



eldszelekcid utan konstrukcionként két-két novényvonalon folytattuk tovabb a részletes
vizsgalatokat. A konstitutiv promoterrel vezeérelt difoszfatdz konstrukciot hordozo
vonalakat pCaMV::Fru-2,6-P,4z névenyeknek neveztik, melyek kozil egy gyenge- és
egy erés expresszioju vonalat vizsgaltunk. Ennek mintajara a kinaz konstrukciot hordozé
novényeket pCaMV::6-PF-2-K jeldlessel lattuk el, melyek kozil itt is egy gyenge- és egy
erés expressziot mutatd vonalat vélasztottunk ki. EI6szor arra a két kerdesre kerestink
magyarazatot, hogy egyrészt mi lehet az oka a transzgénikus névényekben mért jelentos
expresszios kuldnbségeknek, masrészt, hogy ez az expresszios-szintii killénbség vajon
megmutatkozik-e a transzgének altal kodolt fehérjék aktivitdsanak szintjén is? Azaz,
mérheté-e kilonbség a kimérikus fehérjék (6-PF-2-K, Fru-2,6-P,az) aktivitdsdban az
expressziobeli kulonbségeknek megfeleléen? Ezert olyan Southern hibridizaciokat
végeztink, amelyek alapjan kovetkeztetni lehetett a ndvenyi genomba integralodott
transzgének kopiaszdmara, a kopiaszdm és a transzgén expresszio kozti Osszefliggés
feltarasara RT-PCR-t végeztlink, majd végul az expresszios szint és a kimérikus feherjék
aktivitasa kozti 0Osszefliggést is vizsgaltuk. Az alapveté cukormetabolitok mellett
megmertik a legfontosabb hexdézok es foszforilalt intermedierek koncentracioit is
(glukoz,  fruktdéz,  glikoz-6-foszfat,  glukoz-1-foszfat,  fruktdz-6-foszfat,  3-
foszfoglicerinsav, dihidroxiaceton foszfét).

4.3.4. A legfontosabb cukormetabolitok diurnalis ciklusa a transzgénikus névények
leveleiben

4.3.4.1. Konstitutiv promoterrel vezérelt 6-PF-2-K, illetve Fru-2,6-P,az esetén

A vad tipust novény leveleiben mért Fru-2,6-P, szinthez képest 12%-90%-0s
csokkenést figyeltink meg a pCaMV::Fru-2,6-P,az novények leveleiben, amit
valosziniileg a 1,4-4,9-szeres Fru-2,6-P,az aktivitds novekedés okozott. Altalaban
forditott korrelaciot figyelhettiink meg a Fru-2,6-P,az aktivitds és az atlagos (steady-
state) Fru-2,6-P, szint kozott.

A megvilagitas elsé 1 ordja alatt a Fru-2,6-P, mennyisége a kontroll és a gyengén
expresszald6 pCaMV::Fru-2,6-P,4z novényekben drdmaian lecsokkent. A megvilagitas
kdzepén a Fru-2,6-P, szint visszatért majdnem azonos szintre, mint amit a sotét szakasz
alatt mertiink. Az erésen expresszalé pCaMV::Fru-2,6-P,4z ndvények leveleiben a Fru-
2,6-P, szint alacsony maradt az egész diurnalis ciklus alatt. A megviléagitas kezdetén a
szachar6z mennyisege megemelkedett a vad tipusu és a pCaMV::Fru-2,6-P,az névények
leveleiben. Azonban a szachar6z gyorsabban halmozddott fel az erésen expresszalo
vonalban es jelentésen nagyobb mennyiséget ért el, mint a vad tipusban vagy a gyenge
expresszioji vonalban. Altalanossagban elmondhatd, hogy a gliikoz és a fruktoz a
szachardzhoz hasonld napi mintazatot kovetett és a megvilagités ideje alatt mindkeét
vonalban magasabb volt a hex6zok mennyisége, mint a vad tipusd kontroll névenyekben.
Ezek a kiulonbségek eltiintek a diurndlis ciklus sotét szakasza alatt. A gyenge
expresszioju pCaMV::Fru-2,6-P,4z vonalban a keményité mennyisége mindvégig Kissé a
kontroll alatt maradt, mig az erésen expresszalé pCaMV::Fru-2,6-P,4z vonalnal ez az
érték szignifikansan alacsonyabb volt (Student t-teszt, P<0,05) a vad tipusu novények
leveleiben mért értékeknél. A malt6z koncentraciéban nem volt jelentés kilonbség a vad
tipus és a transzgénikus novények kozott. A megvilégités ideje alatt allandoan alacsony



koncentraciot mutatott, mig a sotét szakasz alatt a szintje fokozatosan emelkedett. A
fruktéz-6-P, glikoz-6-P és a glikdz-1-P szintje a pCaMV::Fru-2,6-P,4z vonalakban
hasonlé mintazatot kdvetett a diurnélis ciklus alatt. Az erésen expresszalé pCaMV::Fru-
2,6-P,az novényekben azonban koncentraciojuk jelentésen magasabb volt a megvilagitott
szakasz elsé felében, mint a gyengén expresszalo és a vadtipusd kontroll névenyek
eseteben. A sotét periodus alatt a dihidroxiaceton foszfat (DHAP) es a 3-
foszfoglicerinsav (3PGA) tartalom hasonléan alacsony volt a vad tipusban és a
pCaMV::Fru-2,6-P,az vonalakban, de a megvilagitas végére trioz-foszfat akkumulaciot
figyeltink meg mindegyik vonalnal. Mivel ez a felhalmozodés gyorsabb volt a vad tipusu
novény leveleiben, itt jelentésen magasabb szintet értek el a tridz-foszfatok, mint a
pCaMV::Fru-2,6-P,az novényeknél.

A szenhidrat allokacioban bekdvetkezett 1ényegi atrendezodés indokolttd tette, hogy
nyomon kovessik a Fru-2,6-P, ismert és potencialis cél-enzimeinek az aktivitasat
(citFBPaz, SPS, PFP, AGP&z) a metabolit mérésekhez hasonloan az egesz diurnalis
ciklus alatt. Nem talaltunk statisztikai alapon értékelheté kiillonbséget a transzgenikus és a
kontroll novények kozott, kivéve egy nagyon fontos esetet. Az erésen expresszald
pCaMV::Fru-2,6-P,az vonalnal a citFBPaz és SPS aktivitasa jelent6sen magasabb volt a
megvilagitas els6 8 oraja alatt, mint a vad tipusban vagy az alacsonyan expesszald
vonalban. Ezen kivil, a szacharéz szintetizalé enzimek aktivitds ndvekedese kiegészilt
egy csekély, de statisztikailag szignifikans AGPaz aktivitas csokkenéssel ugyanebben az
idoéintervallumban.

A transzgénikus pCaMV::6-PF-2-K novények leveleiben a Fru-2,6-P, szint
jelentésen magasabb volt, mint a vad tipusd novényekben. A 6-PF-2-K aktivitas 1,1-5,0-
sz0ros novekedése a Fru-2,6-P, szint 120%-0s emelkedését okozta a gyengén expresszald
pCaMV::6-PF-2-K novényekben, mig az erésen expresszaldo pCaMV::6-PF-2-K vonalban
ez egészen 510%-ig emelkedett. Altalanossagban elmondhatjuk, hogy a magasabb 6-PF-
2-K aktivitds egydtt jart a Fru-2,6-P, steady-state koncentracidjanak aranyos
novekedésével a pCaMV::6-PF-2-K novények leveleiben. Kezdeti visszaesés utan a Fru-
2,6-P, szint jelentds emelkedést mutatott a megvilagitds masodik éraja alatt a gyengén
expresszalo pCaMV::6-PF-2-K novényeknél a vad tipushoz képest. Ez a Fru-2,6-P; szint
azonban fokozatosan csokkeni kezdett a megviléagitads harmadik 6rajatél a megvilagitott
periodus vegéig és ekkorra elérte a kontroll ndvényekre jellemzo értékeket. Ezzel
ellentétben az erésen expresszalo pCaMV::6-PF-2-K vonalban a diurnalis periodus alatt
végig magas maradt a Fru-2,6-P, koncentracié. Ennek eredményeként a fotoperiodus elsé
2 Orajaig tapasztalt atmeneti szachar6z akkumulacio a gyengén expresszalo pCaMV::6-
PF-2-K vonalban a vad tipusban mérttel kozel azonos szinten maradt és csak mérsékelten
csokkent a megvilagitds végeéig. Ezzel szemben az erésen expresszaldo vonalban a
»Steady-state” szachardzkoncentracio az egész fotoperiodus alat jelentésen alacsonyabb
maradt a vadtipushoz es a gyengén expresszalo vonalhoz kepest is. A gliikdz és a fruktdz
hasonld diurnalis mintazatot kovetett, mint a szachar6z, azaz a megvilagitas alatt
kevesebb volt belslik a gyengén expresszald vonalban, mint a vad tipusban. Az erésen
expresszald pCaMV::6-PF-2-K vonalban még drasztikusabb killénbségek adodtak; csak
minimalis mennyisega glikdzt és fruktozt tudtunk mérni a nap folyaman egy rovid ideig
tartd felhalmozo periddus utdn. A gyengen expresszalo vonalban keményitéakkumulacio
volt megfigyelheté a vad tipushoz viszonyitva, foleg a megvilégitas elsé negy érajaban.
Ezzel szemben az erésen expresszald vonalban a keményitéakkumulécio folyamatosnak



bizonyult, nemcsak a diurnalis ciklus fény szakaszaban, hanem a sotét periddus alatt is.
Az egyforman alacsony maltdéz szint az erdésen expresszalo pCaMV::6-PF-2-K
novényekben azt mutatta, hogy a burgonya plasztiszokban a tranziens keményité bomlasa
sordn nem a maltéz a szenhidrattranszport f6 formaja. A hexoz foszfat (fruktoz-6-P,
glikoz-6-P, glikoz-1-P) szintek napi ciklusa egyforma értékeket mutatott a gyengén
expresszalo és vad tipusu novenyek leveleiben. Az erésen expresszalé pCaMV::6-PF-2-K
novényekben viszont alig volt meérheté szinten a koncentrdcidjuk és ez igaz volt a
diurnalis ciklus teljes hosszara. A megvilagitds kezdeten a 3-PGA és a DHAP
koncentracidja viszonylag alacsony volt, mind a vadtipust, mind pedig a gyengen
expresszald pCaMV::6-PF-2-K novényekben, ezzel szemben az erésen expresszald
vonalban az egész diurnalis ciklus soran szignifikansan magasabb értékeket mertiink. A
Pi pont forditva viselkedett, a megvilagitas els6 négy oOrdjaban egyenletesen alacsony
értékeket mutatott, melyet fokozatos emelkedés kovetett a fényperiddus hatralevé
részében. Erdekes moédon nem volt jelentés killénbség a transzgénikus és a vad tipusu
novények kozott, a P; szintje magas volt mindegyik vonalban a sotét periddus alatt.

A Fru-2,6-P, ismert és potencialis cél enzimeinek (citFBP&z, SPS, PFP, AGPA&z)
aktivitasanak mérése mellett megmertiik tovabbi enzimek aktivitasat a pCaMV::6-PF-2-K
és vad tipust novényekben, hogy megtalaljuk az erésen expresszalé vonalban mért
folyamatosan magas keményit6 tartalom lehetséges magyarazatat. Ezek a plasztisz
enzimek részt vesznek az elsédleges keményité szemcsék hidrolitikus (a-amildz, -
amilaz) vagy a foszforilitikus (foszfoglukan viz dikindz, keményité foszforilaz)
degradacidjaban, ezaltal pedig a tranziens keményité re-mobilizacidjdban. Az esetek
legnagyobb részében nem talaltunk szignifikans kilénbséget ezen enzimek aktivitasaban
a kilonbdz6 novényvonalak kozott. Azonban az erésen expresszalé pCaMV::6-PF-2-K
vonalndl az AGP&z aktivitds jelentésen magasabb volt nem csak a megvilagitott
periddusban, hanem a diurnalis ciklus sotét szakasza alatt is.

4.3.4.2. Gumospecifikus promoterrel vezérelt 6-PF-2-K, illetve Fru-2,6-P,az esetén

Megmérve a fenti metabolitok koncentracioit és az el6zéleg mar vizsgalt enzimek
aktivitasat a transzgénikus és a vadtipust kontroll névények leveleiben, nem talaltunk
szignifikans kilonbséget az adatokban fliggetlenul attol, hogy a transzgénikus novények
a pMCPI::6-PF-2-K, vagy a pMCPI::Fru-2,6-P,az konstrukciot hordoztak.

4.3.5. A legfontosabb cukormetabolitok diurnélis ciklusa a transzgénikus névenyek
gumoiban

4.3.5.1. Konstitutiv promoterrel vezérelt 6-PF-2-K, illetve Fru-2,6-P,az eseten

Méréseink szerint a burgonyagumadban — mas heterotrof tplalkozasu szévetekhez
hasonldan - a Fru-2,6-P, szint konstitutiv megvaltoztatasa a triéz-foszfat/hexdoz-foszfat
ardnyok szignifikdns megvaltozasat eredményezte, de a két agrondémiailag fontos
Osszetevd, a szachar6z és a keményité koncentracioja valtozatlan maradt. Be kell
azonban kalkulalnunk azt a tenyt, hogy ekdzben a fotoszintetizald levelekben a szénhidréat
allokacio lényegi megvaltozasat sikerult elérni, amely magaba foglalta a szachardz- és a
keményitémetabolizmus atprogramozasat is.



4.3.5.2. Gumospecifikus promoterrel vezérelt 6-PF-2-K, illetve Fru-2,6-P,az esetén

A fentiekbdl okulva a gumdspecifikus promoterrel vald transzformécidval éppen
a fotoszintetizalo levelek eltér6 szachardz exportjatol valo fliggést szerettik volna
kikiszobolni rdadasul abban a helyzetben, hogy a Fru-2,6-P, szinteket csak a gumadban
valtoztatjuk meg. Mint a 4.3.4.2. alfejezetben bemutattuk, a gumodspecifikus MCPI
promoterrel transzformalt novények fotoszintetizalo levelei nem mutattak elterést
szénhidratmetabolizmusuk mert paramétereiben a kontroll névényekhez képest. Az érett,
sOtétben tarolt gumok azonban lényegesen eltéré tulajdonsédgokkal rendelkeztek
elsésorban a csirazési képesség terén. A cukormetabolit profilok statisztikai szempontbdl
— elsésorban a nagyon magas szoras miatt — nem mutattak kiértékelhet6 kilénbséget a
trioz-foszfat/hexdz-foszfat ardnyok szignifikans megvaltozasat leszamitva. A csirazési
erély tekintetében viszont azt tapasztaltuk, hogy a pMCPI::Fru-2,6-P,a4z konstrukciot
hordozd névenyek gumoi nyugalmi allapot nélkil nagyaranyu csirazésba kezdtek, mig a
PMCPI::6-PF-2-K novényeknél még induktiv kordlmenyek kozepette is ritkan
kovetkezett be csirdzas. A cukormetabolit profilok szachardzt és kemenyitot is érintd
megvaltozasat abban az esetben figyeltlink meg, ha a gumokat 3 hétig folyamatos erés
fényben taroltuk. Mig a bezoldilt gumok felszin-kozeli szovetrészeiben a fotoszintetizald
levelekhez hasonld cukormetabolit profilokat kaptunk, kozeledve a gumé belsejéhez ez a
hasonlosag fokozatosan eltint és a metabolitprofilok a kontroll sotétben tartott gumokra
jellemzo értékeket mutattak.

4.3.6. A megvaltoztatott Fru-2,6-P, metabolizmusi transzgénikus névények hideg- és
szarazsagtiirése

A szakirodalombdl ismert, hogy a ndvények egyik eszkdze az ozmotikus stressz
elleni védekezésben az Un. ozmolitok — példaul prolin, glicin-betain, szorbitol, szachar6z
- akkumuldcidja. Miutan a pCaMV::Fru-2,6-P,az konstrukciot erésen expresszald
burgonya vonalak szignifikdnsan tobb szachar6zt akkumuladlnak mint a vadtipusu
kontroll, a pCaMV::6-PF-2-K vonalak pedig Iényegesen kevesebbet, adddott egy Kisérleti
rendszer, amiben a tdbblet szachar6z, illetve a szachar6z defficiencia hatdsat lehetett
vizsgalni szérazsag- és hidegstressz alatt. Raadasul arra is van szakirodalmi adat, hogy
bizonyos kemenyitéakkumulalo  Arabidopsis mutansok is szarazsagtiirébbnek
bizonyultak vadtipust tarsaiknal annak kodszonhetéen, hogy egy plasztiszban aktiv,
szérazsagindukalhato B-amilaz a keményitébol egy Iépésben transzportalhatd maltdzt allit
el6. A maltéz hatékonyabb ozmoprotektans, mint a szachar6z és ozmotikus stressz esetén
lényegesen megné a citoplazmatikus koncentracidja. Tehat elvileg a transzgénikus
novények mindkét tipusa rendelkezhetett volna a vadtipusétol eltéré stressz-toleranciaval.
A széarazsagot Ugy modelleztiik, hogy hosszinappalos megvilégitasi ciklus mellett,
szobahémérsékleten 12 napig nem locsoltuk a novényeket. A mintdkat a 13. napon
délben gyujottik. A fiziologiai meéréseknél a mintak szarazanyag értékére normaltuk az
eredményeket ebben az esetben a ndvényanyag folyamatos vizvesztése miatt. A
hidegkezelést 10°C-os hidegszobaban hosszlnappalos fényviszonyokat biztositva és
normal ontdzés mellett valositottuk meg. Mintakat a hidegkezelés tizedik, harmincadik és
negyvenotodik napjan gyujtottink szintén délben.



Az eredmények lényege az volt, hogy legnagyobb meglepetésiinkre a szachar6z
taltermel6 pCaMV::Fru-2,6-P,az ndvenyek esetén volt legmagasabb a mortalitési rata, a
vadtipust kontroll ndévények koztes helyzetet foglaltak el, mig az erésen expresszalo
pCaMV::6-PF-2-K ndvények kozll mindegyik tulélte a 12 napos szarazsagot és a 45
napos hidegkezelés utan is volt 40%-nyi tulélé kozottuk. A szérazsag kezelést a
vadtipust novények 60%-a élte tul, mig a pCaMV::Fru-2,6-P,az névenyek kozul egy
talelé sem akadt. A hidegkezelést egy vadtipusu es pCaMV::Fru-2,6-P,4z névény sem
élte tul. A fotoszintézissel és a novények stressz alatti gazcseréjével kapcsolatos
méréseink érdekes eredményt adtak. A szachar6z tultermelé pCaMV::Fru-2,6-P,az
novények sztdbmainak nyitottsaga (a sztdma konduktancia alapjan) a sotét periédusban és
a stresszkezelések el6rehaladtatdl fliggetlentl a feny periédusban is egyenletesen magas
értékeket mutatott. Ezzel egyidejileg a fotoszintetikus CO, fixacio csokkenése
Iényegesen hamarabb indult meg ebben a vonalban a stresszkezelések soran, mint a
kontroll és a pCaMV::6-PF-2-K novényekben. Ez utobbi novények esetén a sztoma
konduktancia egyenletesen alacsony értékeket mutatott a diurnalis ciklus fény és sotét
szakaszdban (érdekes eredmény, hogy a sztomak este is nyitottak voltak, ha csak
kismertékben is) és ez a stresszkezelések elérehaladtaval sem véaltozott. Ezek a novények
a fotoszintetikus CO, fixalas terén is ilyen kiegyensulyozott eredményeket produkaltak.
Kedvezé kortlmények kozott is alacsonyabb volt a CO, fixaci6 mértéke mint a
vadtipusban, vagy a pCaMV:Fru-2,6-P,az novényekben, de a stresszkezelés
elérehaladtaval sem csokkent lényegesen a tulélé egyedekben. A  vadtipus
sztomakonduktancia értékei kovették a szokvanyos diurnalis menetet és érzékenyen
reagaltak a stresszkezelésekre, hasonldéan a fotoszintetikus CO, fixacié volumenéhez.
Véleményink szerint a sztdmakonduktancia ilyen markans kuldnbségei lényegesen
hozzajarultak a pCaMV::6-PF-2-K novények fokozott- és a a pCaMV::Fru-2,6-P,az
novények csokkent stressz toleranciajahoz. Elképzelheté, hogy a szacharéztlltermelés
olyan magas turgor nyomast eredmeényezett a pCaMV::Fru-2,6-P,4z novények sztdma
zarosejtjeiben, hogy azok képtelenek voltak ellatni funkcidjukat. A pCaMV::6-PF-2-K
novények esetében Kkizartuk annak a lehetdségét, hogy a plasztiszbdl a
maltoztranszportereken keresztll bearamld tranziens keményité eredetii maltéznak
szerepe lenne a fokozott stressz tolerancidban. Sem B-amilaz aktivitds ndvekedést, sem
maltéz akkumulaciot nem tudtunk kimutatni a stresszkezelések alatt. Amit viszont
feltiindnek talaltunk ezekben a stressz-tolerans ndvenyekben, az a foszfoenol piruvat
karboxilaz (PEPC) fokozott aktivitasa volt, ami nagysagrendi szintig emelkedett a sotét
periodus vegén es a fény periodus elsé ordjdban. A PEPC mellett a PFP aktivitasa is
Iényegesen magasabb volt, de ezek az ertékek nem mutattak diurnalis ingadozést. Ezzel
kapcsolatos elképzelésiink erésen spekulativ de kdze lehet a valésaghoz. A stressz-
tolerans pCaMV::6-PF-2-K ndvenyekben intracellularis CO, koncentracié ndvekedést
mértlink a napi ciklus azon szakaszaiban, ahol a PEPC aktivitdsa nem volt magasabb,
mint a kontoll novényekben. Ugyanakkor ha a PEPC aktivitasa emelkedett az
intracellularis CO, koncentracio szintje a vadtipus szintjére csokkent. Mivel a PEPC a
C4-es és a CAM novenyekben szerepet jatszik a CO, fixacidban, azt feltételezzik, hogy a
PEPC-nek szerepe lehet a z&rt sztomdk miatt felhalmozodd respiracios CO,
refixacidjdban a C3-as ndvényekben is. (Erre més 0sszefliggésben — a C3-as novények
raktarozoszerveiben a szemianaerob helyzetben akkumuldlédé respiracios CO;
refixacidjanal — vannak szakirodalmi utaldsok.) A PFP esetében is érdekes anomaliara
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figyeltunk fel. Az enzim &ltal katalizalt reakcio kozel equilibrium normal fizioldgiai
korulmények kozott, azaz egyenlé aranyban jarul hozza a glikoneogenezishez és a
glikolizishez. Eredmenyeink szerint stresszhelyzetben egyértelmiien a gliikoneogenetikus
ut dominal a raktarozoszervekben, mig a fotoszintetizalo szervekben tartds marad az
equilibrium &llapot. Ez azt jelenti, hogy a PFP regulacitja szervspecifikus és stressz
eseten részt vesz a tartalékolt keményité remobilizaciojaban.

4.3.7. A projektben vizsgalt egyéb novényeken (foldieper, sargarepa, szekfi) elért
eredmeények

Foldieperben és szegfiiben igazoltuk, hogy lehetséges agrondmiailag értékelheto
fenotipikus kulonbségeket létrehozni olyan néveny rendszerben, ahol az egyedfejlodés
teljes idotartama alatt funkcional egy olyan erés szachar6z importalé szerv, mint a
foldiepernél az inda-klon rendszer, vagy a szegftinél a szarak folyamatos internodalis
novekedése. Foldieperben a pCaMV::Fru-2,6-P,az novények biomassza produkcéja
elérte a vadtipushoz viszonitott 183%-ot, az anyandvényenkénti indaszam a 330%-ot és
az anyandvényenként klonszam az 545%-ot a 18 hetes ndvekedeési periddus végere. Ezen
novenyeknél az inda-klon rendszer képes volt a tobblet szachar6z folyamatos felvételére,
igy nem valosult meg a fotoszintetikus teljesitmény tobblet szachar6z altali szupresszoja,
ami jellemz6 volt az indaiktél folyamatosan megfosztott pCaMV::Fru-2,6-P,az
novenyekre. A szegfti esetében (az SZIE Genetikai és NOvénynemesitési Tanszékével
egyuttmikddve) azt kaptuk, hogy a szacharoz tultermel6 pCaMV::Fru-2,6-P,az novények
internodalis hossznovekedése elérte a vadtipus 400%-at alacsony fényintenzitason és az
idésebb levelek kulonbdzoé lanchosszisagu fruktanokat akkumuléltak a mezofillumsejtek
vaku6lumaiban. A pCaMV::6-PF-2-K vonalak esetében ezzel szemben gyakran
eléfordultak  torpe novények és virdgfejlodésbeli  rendellenességek  (atipikus
sziromlevélszam, aberralt formaju bibeszalak és steril porzok). Meg kell jegyezzik
azonban, hogy a Fru-2,6-P, metabolizmus moddositasaval kivaltott fenotipusok
kialakulasa mogott mélyebb genetikai magyarazatot is talalnunk kell a jovében, hiszen a
transzgenikus dohany és burgonya névényekben semmilyen fenotipikus kilénbséget nem
tapasztaltunk a kontrollhoz képest. A transzgénikus sargarépa novényeket abbdl a célbol
allitottuk eld, hogy a stresszelt burgonyagumoban mért eltér6 PEPC és a PFP aktivitasi
adatokat altaldnosabb szintre hozzuk. Ennek a célnak meg is feleltek ezek a kisérletek,
miutan sikerdlt veluk aldtamasztani a burgonyanal elért eredményeket.

4.4. Eredmények megvitatasa

Hossz( ideje a nemesitési és az agrondmiai gyakorlat egyik célkitiizése a
novények termoképességének maximalizalasa a fotoszintézis hatékonysaganak névelésen
keresztill. A termeshozam ugyanis szoros korrelaciot mutat a vegetécids periodus alatt
biokémiai energiavd konvertalt fényenergia mennyiségével, azaz a fotoszintézis
hatékonysagaval. A legUjabb adatok szerint hatéekony eszkoz lehet a fenti cél elérésében a
fotoszintetikus  szénhidratmetabolizmus  szigndlmetabolitok  segitsegével  tortend
modositasa. A szignalmetabolitok maédositdsdnak nagy elénye az an. ,kulcsenzim”
strategiaval szemben az, hogy nem egyetlen Iépest tudunk mddositani egy-egy
anyagcsereaton belil, hanem elviekben komplett anyagcsereutakat tudunk szinkronizalni
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és szabalyozni (Paul et al. 2001). Napjaink konszenzusa, hogy a Fru-2,6-P, a magasabb
rendi névények fotoszintetikus szénhidrat metabolizmusanak egyik fontos reguléatora
(Stitt 1990). A fotoszintezis fény szakaszaban ez a szignal metabolit részt vesz a CO,
fixacid es a szachardz szintezis koordinaladséban, valamint szabalyozza a megkdotott szén
szachardz es keményité kozotti megoszlasat (Stitt et al. 1987). Mivel a szénhidratok
legfébb transzport formaja a szachar0z, a szintézisében résztvevé enzimek kilondsen
fontosak a terméshozam befolyasolasat illetéen. Ezek kozul a citoszolikus furktoz-1,6-
difoszfataznak (citFBPaz) es a szachardz-foszfat szintaznak (SPS) van meghatarozé
szerepe a szacharozflux volumene szempontjabdl (Zrenner et al. 1996) és mindketto
negativ effektora a Fru-2,6-P,. Ebbol kovetkezéen az endogen Fru-2,6-P, szint
csokkenésekor a citFBPaz felszabadul a géatlas alél, ami koncentracionévekedést idéz el
a hexoz-foszfatok esetében. Ismert, hogy a hexdz-foszfatok kozil a glikdz-6-P az SPS
potens pozitiv regulatora. A citFBPaz serkentése igy SPS aktivitas nodvekedést is
eredmeényez és ennek kdszonhetéen fotoszintat flux a tranziens keményité rovasara a
szachar0z irdnyaba tevodik at (Stitt et al. 1984). A Fru-2,6-P, szint novekedése
értelemszeriien gatolja a citoplazmatikus szachar0z szintézist ezért a plasztiszban
felnalmozodnak a trioz-foszfatok (3-PGA, DHAP) ami egydtt jar a 3PGA:Pi arany
emelkedésével. A 3PGA:Pi arany novekedése aktivalja az AGPazt, igy a fotoszintatok
aramlasa a szachardz rovasara a kemeényit6 felé iranyul (Stitt 1990, Kruger and Scott
1995). A csokkentett és megndvelt Fru-2,6-P, tartalmu transzgénikus novények analizise
alatdmasztotta fenti hipotézis helyesseégét. Az alacsony Fru-2,6-P,-t szint a szachar6z
szintézist serkentette, mig a magas Fru-2,6-P, szint keményitéakkumul&ciot idézett el6
(Scott et al. 1995, Truesdale et al. 1999, Scott et al. 2000). Annak ellenére, hogy a Fru-
2,6-P, koncentraciok megvaltoztatdsa a szénhidrat allokacio lényegi atrendezédését
eredményezte, fenotipikus valtozasokat nem észleltek (Nielsen et al. 2004). Ez azeért is
elgondolkodtatdé, mert ha a Fru-2,6-P, altal szabalyozott enzimek (citFBPaz, SPS,
AGP4z) aktivitasat egymastol fliggetlenul befolyésoltdk antiszensz vagy szensz mRNS
technikéval, szamos fenotipusos valtozast kaptak (Muller-Rober et al. 1992, Zrenner et
al. 1996). Feltételeztiik, hogy ennek az ellentmondasnak a tudomanyos feloldasa
kozelebb vihet benniinket a Fru-2,6-P; funkcidjanak feltardsahoz. Transzgénikus
ndvényekben a Fru-2,6-P, szint mérsekelt csokkenése vagy emelkedése a szachar6z €s
keményit6 szintézis ratajat csak a megvilagitas korai szakaszaban befolyésolta (Scott et
al. 1995, Truesdale et al. 1999, Scott et al. 2000). Transzgénikus Arabidopsis thaliana
novények vizsgélata bebizonyitotta, hogy a vad tipusd kontroll névények steady-state
Fru-2,6-P, koncentraciojat 100%-nak tekintve, az 5%-ra valo csokkentés sziikséges
ahhoz, hogy a szachar6z szintezis ratdjat folyamatosan befolyasolni tudjuk az egész
fotoperiodus alatt (Draborg et al. 2001).

Igy az elsé elvaras egy idealis modellndvénnyel szemben a transzgének magas szinti
expresszioja, ami egyenes korrelacidt mutat a befolyasolni kivant fiziologiai tulajdonsag
modositasanak szintjével. Ez eléfeltétele a Fru-2,6-P, metabolizmus konstitutiv és
szignifikans megvaltoztatasanak. Azonban, ahogy azt a fentiekben mat lattuk, még a 20-
30%-0s szachar0z koncentracio emelkedest el6dézé 95%-0s Fru-2,6-P, szint csokkenés
sem volt elég ahhoz, hogy eltéré fenotipust eredményezzen.

Bizonyitott, hogy a CO, fixacio hatekonysdga alacsonyabb a csokkentett Fru-2,6-P;
szintii szacharoz tultermel6 transzgénikus novényekben (Scott et al. 2000). Amikor a
szachar0z szintézis meghaladja a levelbél torténé export sebességét, olyan cukor
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intermedierek halmozddnak fel, amelyek represszaljak a fotoszintézis kulcsenzimeit
abbdl a célbdl, hogy helyredllitsdk a CO, fixacid és a fotoszintat produkcié kozotti
egyensulyi helyzetet (Stitt et al. 1991, Pego et al. 2000). Ezért a csokkentett Fru-2,6-P,
szinti idealis modellnévénynek folyamatosan magas szachardz felvevo kapacitassal kell
rendelkeznie. Ez biztosithatja a feleslegben Iévé szachar6z folyamatos transzportjat és
felhaszalasat, ami maskilonben gatolni tudna a fotoszintetikus CO, fixaciot és igy
kompenzalna a csokkentett Fru-2,6-P, szint vart hatasat. Azt feltételezzik, hogy a fent
emlitett negativ effektorok eltavolitasa a fotoszintetikus teljesitményt konstitutiv
novekedését valthatja ki (Stitt et al. 1984, Kruger and Scott 1995), ami fenotipusos
valtozasokat eredményezhet a csokkentett Fru-2,6-P, szinttel rendelkezé transzgénikus
novényeknél.

Transzgenikus burgonya nodvényekben a citFBPaz aktivitas antiszensz gatlasaval a
kontroll novenyek adatait 100%-nak véve 80%-0s aktivitds csokkenést értek el, ami a
tridz-foszféat, a fruktdz-1,6-difoszfat és a keményit6 szint emelkedéséhez vezetett. Annak
ellenére, hogy a szachar6z szintézis volumene 53-65%-kal lecsokkent, a steady-state
szachar6z koncentracié valtozatlan maradt, mert a tobblet keményité mobilizacioja
visszapotolta a hianyzd intermediereket a citoplazmaba (Zrenner et al. 1996). Ezert a
megndvelt Fru-2,6-P, szinttel rendelkezé ideéalis modellndvénynek egyidejileg kell
tobblet keményitst akkumulalni és keményitd-mobilizacié defficiensnek lenni. Igy
meghilsulhat a citoszol feltoltése a szachardz szintézishez szilkséges intermedierekkel,
ami szintén eredményezhet fenotipusos eltéréseket a megnovelt Fru-2,6-P, szinti
névényekben.

Munkank sorén olyan transzgénikus novényeket allitottunk el6, amelyek erésen
expresszaltdk vagy a pCaMV35S::6-PF-2-K konstrukciét - ami fokozott Fru-2,6-P,
szintézist eredményezett - vagy a pCaMV::Fru-2,6-P,az konstrukciot, ami a Fru-2,6-P,
minden vizsgalt novényfaj esetében, melyekben a Fru-2,6-P, tartalom a vad tipusban
mért szint 10-15%-ara csokkent vagy 450-510%-ra emelkedett. igy azt a kdvetkeztetést
vontuk le, hogy a létrehozott kisérleti novényanyag alkalmas a fiziologiai mérések
elkezdésére minden modellnévényiink (burgonya, foldieper, szegfii, sargarépa) esetében.
A  Fru-2,6-P, szint konstitutiv. megvaltoztatdsa a szénhidratprofilok lényegi
atrendezédését eredményezte a fotoszintetizalo levelekben az 6sszes alatalunk vizsgalt
novényfaj esetében. A pCaMV35S::6-PF-2-K konstrukcidt erésen expresszalo
novényekben szignifikans keményitéakkumuléciét tapasztaltunk, melyet csokkent
szacharoz tartalom egeszitett ki, mig a pCaMV::Fru-2,6-P,az konstrukciot erésen
expresszaldo novényekben a magasabb szachar6z koncentracio a keményitoszintézis
rovasara valosult meg. Ebben semmi (j nincs, a névényi Fru-2,6-P, metabolizmussal
foglalkoz6 laboratériumok tobbsége — ha kilénb6z6 modon is de - eljutott ezekhez az
eredményekhez (Scott et al. 1995, Truesdale et al. 1999, Scott et al. 2000, Draborg et al.
2001, Nielsen et al. 2004). Mi ket dologban tudtunk Uj eredményt felmutatni. Az egyik,
hogy sikerilt bizonyitanunk, hogy léteznek olyan névényi modellek (pl. eper és szegfi),
melyekben az endogén Fru-2,6-P, szint csokkentésével és novelésével is lehet 1ényeges
és reprodukalhatd fenotipusos eltéréseket generalni. A masik, hogy azt is sikerult
bizonyitanunk, hogy a megemelt Fru-2,6-P, szint a névényi rendszerben is elényt jelent a
stresszadaptacioban az &llati rendszerhez hasonléan. Hipotézisiink szerint a fokozott
szérazsdg- es hidegtolerancia a PEPC CO, refixdcidés aktivitasan, a PFP
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energiamobilizacioban valdo — ndvenyekben eddig nem ismert — szerepvallaldsan és a
sztomak vizvesztést minimalizalo miikddésén alapszik.

A Fru-2,6-P, tartalom megvéltoztatasa a heterotréf mem-fotoszintetizalo szovetekben -
mint amilyen a burgonya gumo, vagy a sargarepa repatest - a trioz-foszfat:hexoz-foszfat
arany lényegi megvaltozasat eredményezte, de a ket agronomiailag fontos 0sszetevo, a
szacharoz és a kemeényité koncentracioja valtozatlan maradt a konstitutiv promoterrel
vezérelt 6-PF-2-K-t, illetve Fru-2,6-P,azt expresszalo, sotétben tarolt gumdkban. Ez az
eredményink sem jelentett Uj ismeretet, hiszen a burgonydban egyrészt megeléztek
benninket (Rung et al. 2004), masrészt heterotrof taplalkozasu dohany
kallusztenyészetekben is ugyanezt az eredmeényt kaptak (Fernie et al. 2001). Mi is
felismertuk, hogy a Fru-2,6-P, szabalyoz6 szerepe nem olyan meghatarozo heterotrof
szOvetekben, mint a fotoszintetizald szdvetekben. Amiben ujjat tudtunk mondani ezen a
terlleten az az, hogy ugyan a szénhidratprofilt nem tudtuk &titébben megvéltoztatni
gumospecifikus promoter (pMCPI) alkalmazasaval, de mégis 1ényegi eltérést kaptunk a
transzgénikus gumok csirazési paramétereit tekintve. A pMCPI::Fru-2,6-P,az
konstrukciot hordozé névények gumoi nyugalmi allapot nélkil nagyaranyl csirdzasba
kezdtek, mig a pMCPI::6-PF-2-K novényeknél meg induktiv korilmények kozepette is
ritkdn kovetkezett be csirdzds. A cukormetabolit profilok szachardzt és keményitét is
érint6 megvaltozasat abban az esetben figyeltlink meg, ha a gumokat 3 hétig erés fényben
taroltuk. Mig a bezoldilt gumok felszin-kozeli szOvetrészeiben a fotoszintetizald
levelekhez hasonl6 cukormetabolit profilokat kaptunk, kdzeledve a gumo belsejéhez ez a
hasonlosag fokozatosan eltint és a metabolitprofilok a kontroll sotétben tartott gumadkra
jellemzo értékeket mutattdak. Tovabbi Uj eredményeink a raktarozészerv metabolizmus
terén a PFP novényi stresszvalaszban betoltott szerepét vilagitottak meg. A PFP élettani
szerepét mindig is homaly fedte, hiszen ambiens élettani viszonyok kozepette equilibrium
reverzibilis reakciot katalizdl (a frukt6z-6-foszfat és a fruktoz-1,6-difoszfat
interkonverziot, mind a glikolitikus, mind a glikoneogenetikus irdnyban). Raadasul a
funkcioja nem egyedi, mert a foszfofrukto-1-kindz (PFK1) ugyanezt a reakciodt katalizalja
igaz, hogy csak a glikolitikus iranyban. A legfontosabb kilénbség a két enzim kozott az,
hogy a PFK ATP-t hasznal foszforil donorkent, a PFP viszont Pi-t. Elképzelhet6, hogy
stresszhelyzetben az ,energiatakarékos” PFP nagyobb szerephez jut, mint az ATP
fogyaszt6 PFK. Erre van is indikacio, mert human rendszerben ismert, hogy a
szivinfarktus okozta stressz ideje alatt a PFP ténylegesen atveszi a PFK szerepét a sérilt
szivizom-szovetben. Eredményeink szerint a novényekben a tartalék poliszacharidok
(els6sorban a keményito) stressz-fiiggé remobilizaciojaban van fontos szerepe.

4.5. Uj tudomanyos eredmények, elkésziilt és tervezett publikéaciok

A projekt végrehajtdsa soran szamtalan Uj es izgalmas kérdessel kerlltink
szembe, melyet meg kellett valaszolnunk a tovabblépés érdekében. Ezért nemhogy a
projektet, de még a manualis munkat sem tudtuk 2006. december 31-ig befejezni. (A
labormunka valésziniileg ez év marcius 30-an fejezédik majd be.) A viszonylagos késésre
az is magyarazat, hogy élettani kisérletek révén, mindig meg kellett varjuk, mig a
novények elértek egy adott fejlettségi szintet. Ezért a projekt eredményeinek publikélasa
csak ezutdn fog nagyobb lendiletet venni. A tovéabbiakban a 80-100%-0s kesziiltségi



14

szintii kéziratok tukrében roviden osszefoglalom azokat az eredményeinket, amelyek
ténylegesn Uj informaciot jelentenek a Fru-2,6-P, funkcidjaval kapcsolatban.

e A legfontosabb eredmeényiink, hogy a vildgon elséként igazoltuk, hogy a Fru-2,6-P,
szint csokkentésével eés novelésével is lehet agrondmiailag értékelheté es reprodukéalhatd
fenotipusos eltéréseket Iétrehozni. Az ezzel kapcsolatos kéziratunk gyakorlatilag 100%-
os készultségi allapotban van, mér csak az egyik kilfoldi szerzétérs javitasai hianyoznak
a bekuldéshez.

Kovécs G, Sorvari S, Scott P, Kruger NJ and Toldi O (2007) A plant model in which both
up regulation and down regulation of the endogenous fructose-2,6-bisphosphate levels
can result in distinct phenotypes. Plant Physiology (in preparation) IF (2005): 6,114

e Uj eredmény, hogy a megnévelt Fru-2,6-P; szint a névényeknél is adaptiv elényt jelent
szérazsag- és hidegstressz esetén az allati rendszerhez hasonléan és ez a PEPC CO,
refixacids aktivitasan, a PFP energiamobilizicioban valé — novényekben eddig nem
ismert — szerepvallaldsan és a sztoméak vizvesztést minimalizal6 mukddésen alapszik.
Igazoltuk, hogy a kontroll szignifikansan alacsonyabb Fru-2,6-P, szintje nem valtja ki a
fenti folyamatokat. Az ebbdl a témabol készilé kéziratunk kb. 80%-0s késziltségi
szinten van, az Eredmények fejezet még kiegészitésre szorul.

Kovacs G, Nagy Z, Sorvari S, Scott P, Kruger NJ, Tuba Z and Toldi O (2007) Switching
over to C3/CAM-intermediate photosynthesis and anaerobic glycolysis results in
tolerance to drought and cold in fructose-2,6-bisphosphate up regulated plants. Plant
Physiology (in preparation) IF (2005): 6,114

e A Fru-2,6-P, gumospecifikus megvaltoztatasa a csirazédsi paraméterek megvaltozasat
eredményezte hagyomanyos, soOtétben valé tarolas esetén, lényegi metabolikus
atrendezédés nélkul. A cukormetabolit profilok szachar6zt és kemenyitét is érintd
megvaltozasat abban az esetben figyeltiink meg, ha a gumokat 3 hétig erés fényben
taroltuk. Mig a bezoldilt gumok felszin-kozeli szOvetrészeiben a fotoszintetizald
levelekhez hasonl6 cukormetabolit profilokat kaptunk, kdzeledve a gumo belsejéhez ez a
hasonldsag fokozatosan eltiint és a metabolitprofilok a kontroll sététben tartott gumadkra
jellemzo ertékeket mutattak.

Kovécs G, Sorvari S, Scott P, Kruger NJ and Toldi O (2007) Tuber-specific up regulation
and down regulation of the endogenous fructose-2,6-bisphosphate levels result in severe
rearrangement of the carbohydrate profile when tubers are stored under continuous
illumination. Planta (in preparation) IF (2005): 3,1

e Tovabbi Uj eredményeink a PFP ndvényi stresszvalaszban bet6ltott szerepét vilagitottak
meg. Adataink szerint a PFP részt vesz a tartalek poliszacharidok (elsésorban a
keményito) stressz-fuiggé remobilizaciojaban.

Kovécs G, Sorvari S, Scott P and Toldi O (2006) Pyrophosphate:fructose 6-phosphate 1-
phosphotransferase operates in net gluconeogenic direction in taproots of cold and
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drought stressed carrot plants. Acta Biologica Szegediensis 50(1-2): 25-30

Kovécs G, Sorvari S, Scott P and Toldi O (2007) Pyrophosphate:fructose 6-phosphate 1-
phosphotransferase is involved in mobilization of sugar reserves in taproots of cold and
drought stressed carrot plants. Acta Agronomica Hungarica (in press)

(Ebben a témaban még tervezink egy nemzetkdzi publikaciot, mert a fenti
kdzleményekben még csak részeredményeket kdzoltink.)
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