Egy agravitropikus gyokér novekedésu Arabidopis transzgenikus vonal jellemzése
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jatszé gént rontottunk el.

A retinoblasztoma-rokon fehérje (RBR) szabalyozza a novényekben is az osztédas és a a—
differencialédas kozti egyensulyt. Transzgenikus Arabidopsis ndvényekben megprébaltuk az RBR AT B S S
funkciot specifikus mikorRNS segitségével gatolni. Az egyik ilyen vonal gyokerei nem a gravitacios ‘
ingernek megfeleléen ndvekedtek (1.Abra). A transzgenikus vonal tovabbi jellemzése azonban arra
engedett kovetkeztetni, hogy feltehetéen egy az RBR-t6l fuggetlen, az auxin transzportban szerepet
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1. Abra Vad tipust és transzgenikus névények

Modszerek

Transzgenikus novenyeket hoztunk létre, ahol az RBR-re specifikus
mikroRNS segitségével prébaltuk az RBR funkcidjat gatolni (2. Abra).
Az RBR-re specifikus amiRBR az E2FB prométer mdgé lett kidnozva.
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2. Abra Az RBR specifikus mikroRNS célszakasza (CSZ) az RBR mRNS-en.

Specifikus anti-RBR ellenanyaggal immunoblot eljaras segitségével
vizsgaltuk az RBR fehérje szint alakulasat a transzgenikus
névényekben. A transzgenikus vonalat kereszteztiik, egy a mikroRNS-
re érzéketlen vonallal (pRBR:gRBR-GFP), ahol hianyzik az RBR 3’ nem
transzlalédo vége.

Az auxin jelenlétét a transzgenikus gyokérben az auxin-riporter pDR5-
GFP bekeresztezését kovetben vizsgaltuk, amely egy nuklearis
lokalizaciéju GFP szarmazék kifejez6dését kontrollalja. A GFP jel
eréssége és megoszlasa az auxin lokalis koncentracidjatdl fugg.

Megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a gyokérndvekedést, ha kivulrél
kulonb6z6é auxin szarmazékokat (IAA, 2,4-D, NAA) adunk a
novényekhez.

Eredmények

A transzgenikus ndvények gyokerei agravitropikus novekedésiliek,
azonban mas makroszképos elvaltozast nem mutatnak (3. Abra).
Feltételeztik, hogy ebben a ndvényi vonalban gyokér specifikusan
sikerult csOkkentenunk az RBR szintjét.
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4. Abra Az RBR fehérje szint
nem csOkkent a

3. Abra A transzgenikus névény
gyokeércsucsi régidja nem mutat elvaltozast a
vad tipusu névényekhez képest transzgenikus mutansokban

(Western blot)

A pE2FB::amiRBR mutans novényekben az RBR fehérje szintje sem a
hajtasban, sem a gyokérben nem mutatott csokkenést (4. Abra).

Megprobaltuk komplementalni a transzgenikus vonal fenotipusat, ezeért
kereszteztiikk ezt a vonalat az RBR-GFP expresszalé vonallal. A
keresztezést kovetbéen az utddok megtartottak a specifikus
agravitropikus gyokérfenotipust, tehat az RBR-GFP nem tudta
komplementalni a gyokér novekedési rendellenességet. Nem
zarhatjuk ki, hogy az RBR-GFP varakozasunk ellenére nem képes
minden RBR funkciot betolteni.

A transzgenikus vonalba bekereszteztik az auxinra szenzitiv
mesterséges DR5 promotert. Az auxin maximum a kontrol névényhez
hasonléan a nyugvo centrum és az alatta talalhatdé gyokeérsuveg
sejtrétegekben volt megfigyelheté. Ezzel szemben, az oldaliranyu
lateralis gyokérsiiveg sejtekben teljesen eltiint a GFP jel (5. Abra), ami
arra enged kovetkeztetni, hogy az auxin lateralis transzportjaban
résztvevo transzport fehérjék miikodése sériilhetett.
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5. Abra A transzgenikus gydkérben (jobb oldali) 6. Abra A kiilénbdzé

megvaltozott a lateralis auxin gradiens

auxinok bejutasi utja

A kulénbdz6 auxinok mas uton képesek bejutni a sejtekbe. Az IAA és a
2,4- D aktivan, az AUX1 segitseégevel jut be, mig az 1-NAA diffuzioval
(6. Abra).

Az altalunk vizsgalt novényekben a 2,4-D magasabb
koncentracioban képes volt belépni a sejtbe, mig alacsonyabb
koncentracioban nem gatolta a gyokér novekedését. Elképzelhetd,
hogy nem az AUX1 mikodése sérilt. Lehetségesnek tartjuk azt is,
hogy a pE2FB::amiRBR novényekben az AUX1 transzporter egy uj
mutaciéjarél van sz6. Azonban ezeknek a feltételezéseknek az
igazolasahoz tovabbi kisérletek szikségesek.

Megbeszélés

1) A pE2FB::amiRBR vonalban nem csékkent az RBR szint és a
fenotipus sem emlékeztet az RBR csendesitésekor leirt
elvaltozasokra. Tehat a sulyosan agravitropikus gydékér
névekedéséért valosziniileg nem az RBR gatlasa a felel6s.

2) Az auxin kezelésnek Kkitett transzgenikus névények auxin
érzékenysége megvaltozott, amibél arra kévetkeztettiink, hogy
valamelyik auxin transzport fehérje miik6dése sériilhetett.

3) Az AUX1 auxin influx transzport fehérje hasonlé bar némileg
eltéré6 fenotipusa miatt elképzelheté, hogy egy masik auxin
tarnszportert érint a mutacio.
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