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A növények fejlődését befolyásoló extrém környezeti hatások
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A szárazság és magas só hatása az Arabidopsis növényekre
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A szárazság stressz fokozatai és a növények válasza

Verslues PE (2017) Time to grow: factors that control plant growth during mild to moderate drought stress. 
Plant Cell Environ 40: 177-179

Optimális körülmények:
Normál növekedés

Kismértékű szárazság:
alkalmazkodás

Súlyos szárazság:
Sejt károsodás



A szárazság, só és hideg hatása a fotoszintézisre

Saibo NJ, Lourenco T, Oliveira MM (2009) Ann Bot 103: 609-623



Stressz jelátvitel vázlata a növényi sejtekben
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Arabidopsis thaliana (lúdfű), a növénybiológia modellje

Felfedező: Johannes Thal (XVI. században a Harz hegységben, Németország)
Rendszertani besorolás: keresztesvirágú növény, a Brassicaceae családba tartozik
Magyar neve: lúdfű.
Első kutatások:
A. Braun (1873) az első Arabidopsis  mutáns 
F. Laibach (1907) kromoszóma szám meghatározása

(1943) potenciális model növény 
E. Rheinholz (1947) az első indukált mutáns gyüjtemény
Rédei György (1950-70 évek) Arabidopsis genetika alapjai

Az Arabidopsis kutatás úttörő kutatói

Friedrich Laibach Gerhard Röbbelen Rédei György



Arabidopsis thaliana (lúdfű) fontosabb tulajdonságai

Tulajdonságok:
• Család: Brassicaceae.
• Gyors életciklus: 2-3 hónap.
• Könnyű szaporítás, sok mag.
• Hatékony transzformációs módszerek (Agrobacterium).
• 5, apró kromoszóma.
• Sok mutáns, nagy, hozzáférhető mutánsgyűjtemények.
• Legkisebb ismert növényi genom méret (125 Mb).
• Nagyfelbontású genetikai és fizikai térkép.
• Ismert genomikus DNS szekvencia  

(az első megszekvenált növényi genom (2000).
• Legtöbb alapkutatást az Arabidopsis-on végzik

(sok egyetemi, ipari kutató intézet).  
- PubMed:  64 ezer közlemény (Drosophila: 50 ezer).



Az Arabidopsis vad és termesztett rokonai
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Az Arabidopsis genom szekvenciája: 2000 december 14.

Az első ismert növényi genom szekvencia !

Genom méret: 
125 MB / 115,5 MB ismert

Gének száma: 25.489
(komputer analízis, 2000)
valószínűleg: 27-28.000

Átlagos gén méret: 2000 bp

Átlagos gén gyakoriság: 1 gén / 4800 bp

Nature 408:796 – 815, 2000.



A növényi gének felfedezése és jellemzése

Alonso and Ecker (2006) Nature Reviews 7:524-536



Kémiai, inszerciós mutagenezis, genetikai komplementáció

Alonso and Ecker (2006) Nature Reviews 7:524-536



Direkt és fordított (reverz) genetikai stratégiák

Alonso and Ecker (2006) Nature Reviews 7:524-536

Forward genetics 

Reverse genetics 

several weeks several months several months several months, 1 year

several days 1-2 years 2-3 years minutes



Arabidopsis fejlődési mutánsok.

Page and Grossniklaus (2002) Nature Reviews 3:124
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A stressz gének azonosítása 1: hiperszenzitív mutánsok

M1 generation

EMS 
mutagenesis

M2 generation: 
screen for stress 
hypersensitivity

Mutant line

Genetic analysis: 
crossing with other mutants

Physiological, biochemical analysis

Gene identification: (eg. positional cloning)

Molecular analysis, functional characterisation



A só toleranciát szabályozó SOS1 gén: Na+/H+ antiporter

SOS1: plasma membrane Na+/H+ antiporter
Mediates NaCl exclusion through plasmalemma

SOS1 is controlled by SOS2/SOS3 signals.

Shi et al., (2000) PNAS 97:6896-6901

Salt sensitivity of wild type Arabidopsis, 
the sos1 mutant, 
and the 35S-SOS1 complemented mutant.

The sos1 mutant is hypersensitive to NaCl

Positions of mutations on SOS1 protein

Expression of SOS1 in Arabidopsis



A SOS szabályozás és a só tolerancia kapcsolata

Ji H, Pardo JM, Batelli G, Van Oosten MJ, Bressan RA, Li X (2013) 
The Salt Overly Sensitive (SOS) pathway: established and emerging roles. Mol Plant 6: 275-286

SOS1: plasma membrane Na+/H+ antiporter
SOS2: SnRK-type protein kinase
SOS3: calcium sensor
MPK6: MAP kinase 6
SCaBP: Ca2+ binding protein
PIN: auxin transporter
NHX1: tonoplast Na+/H+ antiporter

Na+

H+

Na+



Gene identification with the 
Conditional Overexpressing System (COS)

RNA source: 
salt-treated 
Arabidopsis
Thellungiella

Lepidium
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Papdi et al., (2008) Plant Physiol 147: 528-542, Rigo G, et al., (2012) Methods Mol Biol 913: 277-290



Só tolerancia gének azonosítása
a COS cDNS transzformációs rendszer segítségével

Screening for plant survival on 
high salt medium 

Full length cDNA of HSFA4A

pLexA HSFA4A pA

DBD                 OD       NLS  AHA1     AHA2   NES 

Heat shock factor: HSFA4A

Gene identification 
Gene cloning

Papdi et al., (2008) Plant Physiol 147: 528-542, Rigo G, et al., (2012) Methods Mol Biol 913: 277-290



A heat shock factor A4A (HSFA4A) túltermelése
javítja a só és hő toleranciát
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Pérez-Salamó et al., (2014) Plant Physiol 165: 319-334, Norbert A., unpublished



A MAP kinázok (MPK3, MPK6) foszforilálják és aktiválják
a HSFA4A faktor

Abiotic
Biotic
stress

Peroxide-induced MAPK signalling

HSF
A4A

P

Pérez-Salamó et al., (2014) Plant Physiol 165: 319-334

HSFA4A phosphorylation by MPK3/6

HSFA4A phosphorylation site: Ser309

P

DBD                 OD       NLS  AHA1     AHA2   NES 
Activation of target genes:
Transcriptoin factors: ZAT12, WRKY30
Defense genes: HSP, APX, ROS detox.



Gén aktiváció a hősokk faktorokkal

Gechev et al., (2006). Bioessays 28, 1091-1101., 
Perez-Salamo I, et al., (2014) Plant Physiol 165: 319-334



A ROS jelátvitel, a MAP kinázok és a hősokk faktorok kapcsolata

Gechev et al., (2006). Bioessays 28, 1091-1101., 
Perez-Salamo I, et al., (2014) Plant Physiol 165: 319-334
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Az abszcizinsav (ABA) 
által szabályozott 

folyamatok

Fujita Y, Yoshida T, Yamaguchi-Shinozaki K (2013) Pivotal role of the AREB/ABF-SnRK2 pathway 
in ABRE-mediated transcription in response to osmotic stress in plants. Physiol Plant 147: 15-27



Az ABA érzéketlen mutánsok fenotípusa

Nakashima K, Yamaguchi-Shinozaki K (2013) ABA signaling in stress-response and seed development. 
Plant Cell Rep 32: 959-970
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Az ABA mutánsok izolálása hőmérséklet különbségek alapján 
(infravörös képelemzés).

Merlot S, Mustilli AC, Genty B, North H, Lefebvre V, Sotta B, Vavasseur A, Giraudat J (2002) Use of infrared thermal 
imaging to isolate Arabidopsis mutants defective in stomatal regulation. Plant J 30: 601-609

Az ABA érzéketlen abi1 mutáns:
a nyitott sztómák miatt jobban párologtat, 

emiatt alacsonyabb a növény hőmérséklete

abi1abi1

Digitális kép Infravörös kép



A nyitott sztóma (open stomata, ost) mutánsok izolálása 
infravörös képanalízis segítségével

Merlot S, Mustilli AC, Genty B, North H, Lefebvre V, Sotta B, Vavasseur A, Giraudat J (2002) Use of infrared thermal 
imaging to isolate Arabidopsis mutants defective in stomatal regulation. Plant J 30: 601-609

Infravörös kép

Hőmérséklet

Sztóma záródás

Csírázás

1oC alacsonyabb



Az ABA érzékelés molekuláris mechanizmusa

Sheard LB, Zheng N (2009) Plant biology: Signal advance for abscisic acid. Nature 462: 575-576

- ABA

+ ABA



Sheard LB, Zheng N (2009) Plant biology: Signal advance for abscisic acid. Nature 462: 575-576

Az ABA receptor szerkezete



Az ABA érzékelése és a jelátvitel 

Miyakawa T, Fujita Y, Yamaguchi-Shinozaki K, Tanokura M (2013) Structure and function of abscisic acid receptors. 
Trends Plant Sci 18: 259-266



A stresszfüggő transzkripciós szabályozás Arabidopsis-ban

Todaka D, Shinozaki K, Yamaguchi-Shinozaki K (2015) Recent advances in the dissection of drought-stress regulatory 
networks and strategies for development of drought-tolerant transgenic rice plants. Front Plant Sci 6: 84

ABA
függő

ABA
független

CBF
függő



A szárazság érzékelése és hatása a levelek növekedésére

Skirycz and Inzé (2010) Current Opnion in Biotechnology  21:1-7
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Reporter gének alkalmazása a szabályozó gének azonosítására

pRD29A      LUC pAnos

Stress
ABA

Reporter gene construct

light

Ishitani et al., (1997) Plant Cell 9:1935-1949,

Luciferase 
expression

Activation of PC-LUC and RD29A-LUC reporter genes

mutation1

mutation2

TF



A cos, los és hos mutánsok azonosítása megváltozott
lumineszcencia alapján

Ishitani et al., (1997) Plant Cell 9:1935-1949
Chinnusamy et al., (2002) Science STKE 140:p10.

Mutant categories:

cos: constitutive expression of 
osmotically responsive genes

los: low expression of 
osmotically responsive genes

hos: high expression of 
osmotically responsive genes

J.-K. Zhu (USA, China)



A los1 mutáns és a LOS1 gén

Guo Y, Xiong L, Ishitani M, Zhu JK (2002) Proc Natl Acad Sci U S A 99: 7786-7791

Structure and position 
of the los1 mutation 

pRD29A-Luciferase aktvivitás a los1 mutánsban és komplementált vonalakban

A los mutáns fagy érzékeny.

los1
mutáns

translation 
elongation 

factor 2

Fontos
a gén aktiváláshoz, 

a hidegtűréshez.



A hidegtűrés szabályozása

Zhu et al., (2007) Current Opinion in Plant Biology 10:290-295
Chinnusamy et al., (2006) Physiol.Plant.126:52-61

ICE is a central regulator of cold stress 
responses, controls cold-induced gene 
expression and cold tolerance.



A szabályozó gének azonosítása az ADH1 expresszió alapján

pADH1 (2.1 kb) Ffluc+ pAnos+

Bioluminescence

Stress, ABA

Transformation with COS library, 
Genetic screen with

bioluminescence imaging

Segregation of luciferase activity
in a T2 generation line.

Reflected light     bioluminescence

Papdi C, Leung J, Joseph MP, Salamo IP, Szabados L (2010) Methods Mol Biol 639: 121-139

Trans activation of pADH1-LUC 
reporter gene



A pADH-LUC aktiválása: a RAP2.12 faktor

In ADH121 the ADH-LUC reporter is activated by ABA in 
leaves and roots, estradiol induces luciferase activity in 
roots. Combined ABA+estradiol treatment is additive. 

In ADH121 the ADH-LUC reporter is activated by ABA in 
leaves and roots, estradiol induces luciferase activity in 
roots. Combined ABA+estradiol treatment is additive. 

LUC activation in ADH121 line

cDNA insert in ADH121:
ERFVII type transcription factor RAP2.12

pLexA RAP2.12 pA

pADH1 Ffluc+ pAnos+

TF

Papdi C, Abraham E, Joseph MP, Popescu C, Koncz C, Szabados L (2008) Plant Physiol 147: 528-542



RAP2.2, RAP2.3, RAP2.12 túltermelés: 
javítja a stressztűrő képességet.

Wild type

RAP2.2ox

RAP2.3ox

RAP2.12ox

Control/Mannitol

Papdi et al., (2015) Plant J 82: 772-784

Anoxia:
oxygen deprivation

Oxydative stress:
H2O2 treatment

Osmotic stress:
mannitol treatment

Better survival Better growth Better growth



rap2.2, rap2.3, rap2.12 mutánsok: stressz érzékenység

Papdi et al., (2015) Plant J 82: 772-784

T-DNA insertions in RAP2 genes

Sensitivity to submergence Sensitivity to osmotic stress



RAP2.12 is sensor of hypoxia through N-end rule pathway

Licausi et al., (2011) Oxygen sensing in plants is mediated by an N-end 
rule pathway for protein destabilization. Nature 479: 419-422

Gibbs et al., (2011) Homeostatic response to hypoxia is regulated by 
the N-end rule pathway in plants. Nature 479: 415-418



A stressz jelátvitel néhány ismert komponense
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A környezeti stresszhatásokat kivédő mechanizmusok

Hirayama T, Shinozaki K (2010) Research on plant abiotic stress responses in 
the post-genome era: past, present and future. Plant J 61: 1041-1052
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