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1. Bevezetés

Az ¢letciklusuk soran a novényeket gyakran éri abiotikus kornyezeti stressz. Ez az
¢lettelen kornyezeti tényezok, a homérséklet, a csapadék, a talaj d4svanyi anyag tartalma, stb.,
olyan mértékli megvaltozasat jelenti, hogy az a novény fejlodosét, élettani folyamatait,
novekedését befolyasolja. A mezdgazdasaghan termesztett novények esetében ebbdl
kifolyolag a széls6séges kornyezeti tényezdk azok, melyek egy adott teriileten vald
termeszthetdségiiket leginkdbb limitaljadk. A ndvénynemesitd kétféle stratégiat, illetve ezek
kombinacidjat valaszthatja annak érdekében, hogy az altala eléallitott fajtak minél keveésbé
sériiljenek az extrém klimatikus viszonyok kovetkeztében. Vagy a stressz-adaptacio
szempontjabol legérzékenyebb életciklust, a virdgzas 1ddzitését befolyasolja, vagy azonositja
€s a nemesités soran figyelembe veszi azokat a géneket, melyek novelik a stressz-toleranciat.
Emiatt a fagyallosag és a szarazsag kivédésének élettani, biokémiai és molekularis hatterének
megismerése nagymértékben kutatott téma. A ndvényeket érd abiotikus hatasok olyan
valtozasokat inditanak el a novényekben, mely mogott gének 0sszehangolt miikddése all. E
gének expresszidjat transzkripcids faktorok szabdlyozzak. Ilyen transzkripcios faktorok a
CBF gének, melyek stressz hatasara indukdlodnak €és a megvaltozott kdrnyezeti tényezdkhoz
valé alkalmazkodésban szerepet jatszo egyéb gének mitkodését szabalyozzak.

A géntechnologia, vagyis egy ¢lolény genomjanak mesterséges modositasa
segitségével lehetOséglink nyilik arra, hogy egyes géneket, a részletesebb megismerés
érdekében az eredeti el6fordulasuktol eltérd kornyezetben, azaz mas ¢él6lényekben
vizsgaljunk. A ladfi (Arabidopsis thaliana) széles korben alkalmazott modellndvény,
kivaloan alkalmas transzformacios vizsgalatokra. Elonyei kozott emlitheté még a rovid
generacios ideje, alacsony kromoszomaszdma (n=5), ¢és Ontermékenyiild volta, mely
megkdnnyiti a homozigdta utddok létrehozasat. Termése hosszikds becStermés, mely 20-30
magot tartalmazhat. Megfeleld koriilmények kozott a ndvény 3 hét elteltével virdgot hozhat,
egész ¢letciklusat pedig 8-10 hét leforgasa alatt befejezi. Ezen tulajdonsdgainak koszonhetéen
az A. thaliana megfeleld tesztndvény a kenyérbuzabol (Triticum aestivum) izolalt TaeCBF16

gén vizsgalatahoz.



2. Célkitiizés

A ndvényi abiotikus stressz-tolerancia egyik legintenzivebben kutatott teriilete a CBF
génregulacio. Ennek oka, hogy a CBF transzkripcidés faktorok szamtalanndvény fajban
eléfordulnak, és a legtdbbjiikrél megéllapitottdk, hogy szerepiik van a ndvényi abiotikus
stressz-toleranciaban, leginkabb a fagy- és szarazsag-tolerancia kialakitasaban. A klasszikus
genetika és a molekularis biologia kapcsolodasaval egyre kozelebb keriilhetiink egy olyan
komplex rendszer megértéséhez, mint a fagytolerancia és a szarazsagtiirés. A CBF gének
azonositasaval és élettani hatasuk megismerésével lehetoséglink nyilik arra, hogy olyan
novényeket nemesitsiink, melyek jobban alkalmazkodnak a szélsdséges 1ddjarasi
viszonyokhoz, termésmennyiségiiket kevésbé korlatozza a klimavaltozas hatasa. Dolgozatom
els6 felében a fagy és a vizhiany okozta stressz-hatasrol, valamint a CBF transzkripcios
faktorok abiotikus stressz-toleranciaban betoltott szerepérdl irok. A tovabbiakban egy
fagytlir6 genotipusu kenyérbuzabol (Triticum aestivum ssp. cv. Cheyenne) szarmazo,
TaeCBF16 gén hatasat vizsgalom Arabidopsis thaliana modellnvényben. Vizsgalataimhoz
rendelkezésemre alltak transzformans vonalak, melyek Dr. Papp Istvan (Budapesti Corvinus
Egyetem) és Dr. Vagujfalvi Attila (MTA Agrartudomanyi Kutatokozpont) egyiittmiikodésével
jottek létre. Céljaim kozott szerepel molekularis, valamit élettani vizsgéalatokkal ezen
novények fagytiirésének, valamit szarazsadg-toleranciajanak Osszehasonlitasa, a
kontrolnovényként fenntartott Arabidopsis thaliana cv. Columbidkhoz képest. Ezaltal
bizonyossagot szeretnék szerezni a CBF16 transzkripciés faktor abiotikus stressz-

toleranciaban betoltott szerepérol.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A stressz altalanos jellemzése

A megterheléssel jaro helyzetek leirdsara, melyek sordn az adott szervezet viselkedése
eltér a normalistol, a kiillonbdzd tudoméanyagak a stressz kifejezését hasznaljak. Szigeti
(1998), a novényekre vonatkoztatva a kovetkezOképpen fogalmazta meg a stressz
meghatarozasat. A stressz egy olyan terheléses allapot, amelyben a novénnyel szembeni
fokozott igénybevétel a funkciok kezdeti destabilizacidjat kdvetden egy normalizdlodason at
az ellenallosag fokozodasahoz vezet, majd a tlréshatar tullépésekor tartés karosodast vagy
akar pusztulast is okoz.

Stresszornak azokat a kornyezeti elemeket nevezik, amelyek stresszt okoznak, ennek
eredményeként az ¢€lolények fizioldogiai folyamataik megvaltoztatasdval probalnak
alkalmazkodni a kialakult stresszhelyzethez. A novényekre hatd stresszorokat tobb szempont
szerint is csoportosithatjuk. Megkiilonboztethetiink természetes, illetve antropogén
tényezoket. A természetes stresszorok a természeti kdrnyezet spontan megvaltozasai, mint pl.
a nagy fényintenzitas, a fagy, a szikesedés vagy az asvanyi anyagok hidnya. Az antropogén
stresszorok pedig az emberi tevékenység eredményeként létrejovo karositd tényezok. Ide
soroljuk a herbicideket, peszticideket, a légszennyezd anyagokat, a toxikus fémek
feldusulasat, stb. Mas felosztas szerint beszélhetlink biotikus €s abiotikus tényezokrél. Az
abiotikus tényezOk az élettelen kornyezeti hatadsok, mint a sz¢él, a hdmérséklet, vizellatottsag,
stb. Mig a biotikus hatasok stresszorok kézé a ndvényi patogén virusokat, baktériumokat,
gombakat, rovarokat soroljuk. A stresszorokat aszerint is csoportosithatjuk, hogy az ¢l6
szervezetet milyen erds stressz éri. Eszerint eustressznek nevezziik azt, mikor csak gyenge,
stimulativ stressz-hatds éri a ndvényt. Az eustressz aktivalhatja a sejtanyagcserét, fokozhatja a
novény fiziologiai aktivitadsat, ezaltal nem okoz semmiféle kéarosoddst még hosszabb
iddtartamon keresztiil sem. Ilyen hatdsa van szdmos ndvekedésgatlonak és anyagcsere-
inhibitornak, melyek kis koncentracioban serkentd hatdstiak. Nagyobb koncentracioban
azonban mar karosithatjak az anyagcserét, csokkenthetik a névény aktivitasat, korai 6regedést
okozhatnak és a novény pusztulasaért is felelosek lehetnek. Ekkor mar distresszr6l beszéliink.

Az ¢él6lényekben, igy a ndvényekben is a stressz hatdsara egy jellegzetes eseménysor
indul be, amit stressz-szindromanak neveziink. Ez harom, egymastol jol elkiilonithetd

szakaszbol all. Az els6 a vészreakcid, mely soran a stressz-hatdsnak kdszonhetden fokozddik



a terhelés, a szervezet miikodése eltér a normalistol, ennek kdvetkeztében pedig csokken a
vitalitds, azaz a novény életképessége. Ekkor eldtérbe keriilnek a lebontd folyamatok a
felépitd jelleglieckkel szemben. Az ellendllds minimumanak elérése utan akut karosodds
kovetkezik be. Ha a ndvény rezisztencia-potencialja lehetdvé teszi, akkor a masodik fazisba,
az ellendllasi szakaszba jut, amelyben alkalmazkodasi ¢s reparaciés folyamatok
eredményeként a novény ismét normalis miikddést mutat, fokozddik az ellenalloképessége és
edzettebbé valik. A harmadik a kimeriilési fazis, amely az alkalmazkodoképességet
meghalad6 meértekli igénybevétel esetén kovetkezik be. Ha a stressz-hatds megsziinik, a

novény regeneralodik és beall egy 0j standard szintre (Szigeti, 1998.) (1. abra).
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1. abra: A stressz szindroma szakaszai (Szigeti, 1998)

3.2. Hideg és fagy hatasa a novényekre

Hideg-stresszre érzékenynek tekintjitk azokat a novényeket, melyek 0 és 15-20°C alatt
semmilyen esetben sem maradnak életben. Ezzel szemben hideg-toleransnak tartjuk azokat a
novényeket, amelyek még 0°C kozelében is képesek ndvekedni. A hidegérzékenység a
genetikai tényezOkon tul a fejlettségi 4llapottdl, az anyagcsere-aktivitas szintjétdl is

nagymértékben fiigg. Altaliban a novények aktiv allapotban, fejlédésiik kezdeti szakaszaban,



nappal vagy er0s fényben, a szdrazsag-stressz koriilményei kozott, illetve egyes tapelemek
hianya esetén kiilonosen érzékenyek a hidegre. Ugyanakkor bizonyos esetekben a hideg
fiziologiai sziikségletet jelent, pl. az dszi buzak vernalizacidja esetén.

Az alacsony homérséklet kovetkeztében kialakuld jég az egyik legveszélyesebb
tényez6 a ndvény szamara a fagy-stressz soran. Jég két helyen képzddhet a ndvényi
szovetekben. Ha a lehtilés kellden gyors, a jég a sejten beliil is kialakulhat. Az ilyen, sejten
beliili jégképzddés a sejt halaldhoz vezet. A sejten kiviili, extracellularis jégképzddés
megindul amint a hdmérseklet 0°C ala siillyed. A jég képzddése miatt ozmotikus potencial
kiilonbség alakul ki az extracellularis jég ¢és a sejten belili viz kozott. E
potencialkiilonbségnek megfelelden a viz a sejtbdl kidramlik az intercellularis térbe, ami
dehidratacios stressz kialakuldsahoz vezet. Tehat az alacsonyhdmérsekleti stresszek nagy
részét a vizhidny okozza.

A novények a vizvesztés és az ezzel jard, funkciovesztést okozd molekularis
konformaci6é valtozdsok megakadalyozasdban aktivan vesznek részt az ozmoreguldcidoban
szerepet jatszo biokémiai folyamatok aktivalasa révén. Az ozmotikus adaptalodas sejtszintli
valaszreakcid, mely soran hidrofil szerves és szervetlen anyagok halmozddnak fel, csokkentve
az ozmotikus potencidlt, ezzel a vizpotencialt. A szerves anyagok koziil legfontosabbak a
szabad aminosavak, a poliaminok, szénhidratok, glicin betain, stb. E vegyiiletek védo szerepe
a kationos csoportjaik tulajdonsagaval magyarazhato. Ezek ugyanis a sejt pH-jan protonaltak,
és igy lehet6ségiik van elektrosztatikus kolesonhatasok kialakitasara mas molekuldkkal. Igy
példaul a nukleinsavak foszfatcsoportjaival kapcsolodva, stabilizaljak azok szerkezetét,
konformaciojat. Ugyanakkor ezek a vegyiiletek a sejtmembranok integritasanak
fenntartdsaban is szerepet jatszanak.

A ndvényen beliil az alacsony hdmérséklet leginkdbb a membranokat veszélyezteti,
melyek a sériilések elsddleges elszenveddi. A csokkend hémérsékletnek kdszonhetben a
membranban valtozadsok kovetkezhetnek be, mégpedig molekuldris 4trendezddések a lipid
régioban. Ez a membran szerkezetének valtozasat okozza, mely kihat a memranhoz kotott
fehérjékre is, karos lehet azok strukturajara és funkcidjara. Ezen kiviil a sejten beliil képzodott
jégkristalyok  irreverzibilis ~membrankarosodashoz  vezethetnek. Ezen folyamatok
kovetkeztében a membran nem tudja megdrizni fluiditasat, mely pedig 1étfontossagu a sejt
szamara.

Az alacsonyhdmérsékleti stressz nem csak ozmotikus stresszt jelent a sejtek szamara.
Abiotikus stressz hatdsra reaktiv oxigén gyokok keletkeznek a ndvényben, melyek

karosithatjak a membranokat és a makromolekulakat. Ilyen vegyiilet a szuperoxid-, hidroxil-



gyok és a hidrogén peroxid. Ezek a vegyiiletek normalis koriilmények kozott is termelddnek,
pl. a fotoszintézis soran, de stressz hatdsra a mennyiségiikk jelentésen megnod.
Ko6zombositésiikre és eltavolitasukra a novénynek antioxidans vegyiileteket kell termelnie,
amihez az azokat szintetizald enzimek mennyiségét novelnie sziikséges. Ilyen enzim pl. a
szuperoxid-diszmutaz, glutation-reduktaz és aszkorbat-peroxidaz (Kocsy et al. 2001).
Tekintettel arra, hogy a hidegstressz, kiilonosen a fagystressz, kozvetve
szarazsagstresszel jar egyiitt, nem meglepd, hogy a novények génexpresszids mintdzatat
vizsgalva hideg- ¢€s szarazsagkezelés utan, szdmos olyan gént taldltak, mely mindkét
stresszhatasra indukalodott (Shinozaki et al. 2003). Mindezidaig szamos, az alacsony
homérsékleti akklimatizdcidos folyamat génszintli szabalyozasaban résztvevd faktort
azonositottak. Kideriilt, hogy a hideg hatdsra expresszalodd geének egy részének
regulaciéjaban az ugynevezett CBF (C-repeat binding factor) transzkripcidos faktorok

jatszanak szerepet (Stockinger et al.1997).

3.3. Hidegedz6dés és fagytiirés

A novényeknek a stressz, igy az alacsonyhOmérsékleti stressz kivédéséhez is
sziikségiik van egy hosszabb ideig tartd, alacsony homérsékleti novekedési iddszakra, az
edz6dés idészakara. A hideg-edz6dés a strukturak és funkciok olyan nem orokletes valtozasa,
a hidegre adott olyan valasz, amely a novényt ért karokat csokkenti. Ezt mas néven
akklimatizacionak nevezziik. Természetes koriilmények kozott hazankban az edz6dés dsszel
torténik, a rovidiillé megvilagitas és a homérséklet fokozatos csokkenése sordn. Mesterséges
koriilmények kozott, novényneveld kamrédkban lehetéség van e folyamat modellezésére, a
hidegedzés kivitelezésére.

A tobb generacio alatt, génszinten kialakuld tartos ellendlloképességet adaptacidnak

nevezziik. Az adaptéaci6é eredménye a tartds tolerancia (Kocsy et al. 2001).

3.4. Hideghatasra indukalédo gének, fehérjék

Stressz hatasara mindig keletkeznek 0j mRNS-ek és fehérjék a sejtekben. Hideg
hat4séara azonban a fehérjeszintézis egészét tekintve nem kdvetkezik be olyan dramai valtozas,

mint amilyet hdsokk esetén tapasztalhatunk, vagy anaerob koriilmények kozott.



Megallapitottak, hogy tobb, a hideg hatasara atirddo fehérje a LEA (Late Embryogenesis
Abundant) fehérjék homologja.

A LEA fehérjék az embridgenezis késdi fazisdban szintetizalédnak a mag
kiszaradasakor, valamint a vegetativ szovetekben is képzOédnek szarazsag esetén, abszcizinsav
(ABS) kezeléskor, vagy magas s6 koncentracié meglétekor. Sokféle fehérje tartozik ugyan e
csoportba, azonban mégis sikeriilt néhany k6zos jellemzéjiiket megallapitani. Ezek szerint e
fehérjék szokatlanul hidrofilek, forralaskor nem denaturalédnak, vagyis héstabilak. Aminosav
szekvencidjukra jellemzd a cisztein és triptofan hidnya és az ismétlédo, lizinben gazdag
szakaszok jelenléte. Felszini toltéssel rendelkeznek, polipeptid lancuk gyakran amfipatikus o-
hélixbe rendezédik, emiatt a vizet megkotik, fenntartjak a membran vizateresztd képességét,
valamint ionokat kotnek meg a vizhiany soran taltoéményedd citoplazmabol.

Egy szintén hideg-stressz hatasara termel6dé fehérje az AFP (Anti Freeze Protein),
mely nem csak novényekben, hanem halakban és rovarokban is megtalalhat6. Az AFP
fehérjék gatoljak a jégkristalyok novekedését, befolyasoljak a novekvd jégkristaly alakjat, €s
gatoljak az Gjrakristalyosodast is.

A dajkafehérjék, vagy chaperone-ok molekularis védelmet biztositanak, segitenck
megtartani a fehérjék konformacidjat, mely igen fontos feladat alacsony hdmérséklet
bekovetkeztekor.

A deszaturaz enzimek a membranok fluiditasanak megtartasdban jatszanak szerepet.
Az ozmotikus egyenstly fenntartasaban kulcsfontossaghi pl. a hideg hatasara megemelkedd
glutamin-szintetaz és a szahardz-szintaz aktivitas. A mar emlitett antioxidans enzimek pedig a
stressz soran keletkez6 reaktiv molekulak eltavolitasaban vesznek részt (Galiba et al, 2006).

Az alacsony homérsékleti stressz kivédésében fontos szerepet jatszanak a CBF

transzkripcios faktorok, ezek részletes jellemzését a késdbbiekben teszem meg.

3.5. Szarazsag hatasa a novényre

Szérazsag-stressz akkor éri a ndvényt, ha nem all rendelkezésére elegendd felvehetd
viz, azaz, ha szdraz a talaj, ha er0s a parolgas, ha erds a fagy vagy magas a talaj sotartalma. A
vizfelvétel akkor is gatolt, ha valamely tényez0 miatt a novény gyokérrendszere nem tud
kelléképpen kiterjedni. Vizhidnyra a névények metabolizmusuk, fiziologiai folyamataik és

morfologidjuk megvaltoztatasaval reagalhatnak.
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Ahhoz, hogy a szarazsag-stressz altal kivaltott véalaszreakcidk, élettani valtozasok
beinduljanak, a ndvénynek eldszor is érzékelnie kell a szarazsadgot, majd az érzékelést
kovetden tovabbitania kell az informaciot. A novények a vizhidnyt a gyokeriikon keresztiil
érzékelik, hiszen a gyOkér vizfelvétele lassul. Vizhidnyos allapotban a sejtek novekedése
korlatozodik, osztodasuk is fokozatosan leall. Sejtszinten a vizhiany érzékelésében a
plazmamembrannak van jelentds szerepe, hiszen a membranhoz ko6tddd receptorok, a
transzportfehérjék és az ion-csatornak a sejt altalinos kommunikacios rendszerét képezik.
Ezek mogott a folyamatok mogott azonban génexpresszios valtozasok, (pl. hormon
bioszintézis enzimek, stresszfehérjék, transzkripcios faktorok, stb.) allnak. A célgének
expresszidjanak modositasaval a transzkripcids faktorok megvaltoztatjdk a sejt anyagcsere
folyamatait, ily modon lehetdvé téve a vizhianyhoz vald alkalmazkodast és a szarazsag-
stressz tolerancia kialakuldsat. A szarazsag-stressz tolerancia sok gén altal meghatérozott,
Osszetett tulajdonsdg. A vizhidny okozta stresszre adott valaszreakcid kialakuldasa tobb
fliggetlen jelatviteli Gton keresztiil megy végbe, melybdl ketté ABS fiiggd és kett6 ABS-t6l
fiiggetlen folyamat.

Mivel a levél novekedését és méretét a sejtndvekedés hatarozza meg, ezért a
sejtnovekedés gatlasa a levelek novekedésének lassulasat eredményezi, mint Kkorai
valaszreakciot a kialakuld szarazsag-stressz hatasara. A levél novekedési rata
befolydsoldsaval a hidraulikus tényezok nagymértékben befolyasoljak a levelek méretét,
tovabba a szklerenchima aranyat, a sztomak szamat és a kutikula vastagsagat is. A szarazsag-
stresszkarosito hatasanak kivédése érdekében szdmos ndvényfajnal fontos szerepet toltenek be
azok a szabalyozé mechanizmusok, amelyek a levelek elhalasahoz, majd lehullasahoz
vezetnek. A vizhiany indukalta levélhullatas folyamatdban fontos szerepet toltenek be a
szeneszcenciaért felelés novényi hormonok: az abszcizinsav és az etilén.

A korai valaszreakciok megjelenése utdn a kovetkezd védelmi rendszer a
gyokérnovekedés fokozasa lehet. A gyokerek novekedése a szarazsag-stressz fokozodasa
mellett is biztositott, mivel a vizhidny a tépanyag transzlokaciot csak lényegesen késObb
gatolja, a fotoszintézist csokkentd hatas utan.

Ha a kiilsé kornyezeti koriilmények gyorsan valtoznak meg, és a levelek mar elérték
teljes méretiiket, akkor a parologtatas mértékét sztomazarassal lehet befolyasolni, melyben az
abszcizinsavnak (ABS) kiemelkedd szerepe van. A talajszarazsag hidraulikus valaszokat is
kivalthat, mely megelézheti az ABS-at a gyokér-hajtds kommunikacioban. A sztomazarodas

kovetkeztében a szdrazsag csokkenti a fotoszintézis hatékonysagat.
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A fotoszintézis folyamata ozmotikus stressz, vizhiany vagy talajszérazsadg esetén
karosodhat. Azonban ez kevésbé érzékeny folyamat; a sztdmazarddassal a vizfelhasznalas
hatékonysaga néhet, mert az a parologtatast jobban gatolja, mint amennyire csokkenti a belso

CO, koncentraciot. Erdsebb stressz esetén mar gatlodik a fotoszintézis, a sztomazarodas

crcr

csokkenése a C3-as novényekben fotolégzés serkentéséhez vezet és csdokken a vizhasznositas
hatékonysaga is.

A kiilonb6zd abiotikus stresszre adott ndvényi valaszreakciok gyakran hasonld, vagy

akar azonos utakon is haladnak. Ez azért lehetséges, mert a kiilonb6z6 kiinduloponta
stresszek, mint példaul a szérazsag-stressz, a magas homérséklet vagy a hideg stressz
ugyanazt a végsé kovetkezményt idézi elé, ami az ozmotikus stresszként hatd vizhiany.
A szarazsag elleni védekezési mechanizmusaik alapjan harom csoportba sorolhatjuk a
novényeket. Az elsd csoportba tartozd ndvények képesek a sejtek hidratalt allapotat
megOrizni, ezeket izohidrikus novényeknek nevezziik. A masodik csoportba tartozd novények
a szoveti deszikkaciot képesek tolerdlni, ezt a csoportot toleransnak nevezziik. A harmadik
kategoria a szarazsag elkeriild novények csoportja, melyek a szaraz periodus bekovetkeztekor
gyorsan befejezik az életciklusukat, gyors virdgzassal és magérleléssel (Tari et al. 2003,
Christmann et al. 2007, Gaspar et al. 2002).

3.6. Vizhianyra indukalodo6 gének

Shinozaki et al. szerint (2003), a stresszindukalhato géneket funkciojuk alapjan két
csoportra oszthatjuk. Az egyik csoportba tartoznak a tolerancia kialakitasaért felelés gének,
amelyek termékei pl a chaperonok, LEA proteinek, az ozmotikumok bioszintézisében vagy a
detoxifikalasban szerepet jatszo fehérjék. A masik csoportba a stresszvalaszok jelatvitelében
¢s a génexpresszid szabdlyozdsdban szerepet jatszo gének pl. protein kindzok vagy a
foszfolipid metabolizmusban szerepet jatszo enzimek génjei és transzkripcids faktorok
tartoznak.

A vizhiany kivaltotta stressz molekularis hatterének megismerése érdekében szamos gént
izolaltak. Ilyen a rd (responsive to dehydration), az erd (early responsive to dehydration),
vagy a LEA géncsalad.

A stresszindukalodo gének szabalyozo régidiban azonositottak egy DNS szekvencia

motivumot (DRE; dehidration-responsive element) is, mely szamos, vizhidnyra és hideg
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stresszre aktivalodd gén, mint az RDI7, ERDI0, KINI, CORI5a és COR6.6, promoter
régiojaban megtalalhato. A DRE elem tartalmazza az 5 bp hosszusagl ,,core” (kdzponti)
szekvenciat, CCGAC, mely fontos szerepet jatszik a génexpresszid szabalyozasadban alacsony

hémérséklet, vizhiany és magas sotartalom esetében (Tsai-Hung Hsieh et al. 2002).

3.7. Transzkripcios faktorok a génszabalyozasban

Transzkripciés faktorok minden ¢l6lényben megtaldlhaték, a génszabalyozas
nélkiilozhetetlen résztvevoi. Alapveté funkcidjuk, hogy a transzkripcio Iétrejottéhez
sziikséges pre-inicidcios komplex kialakitasdban vesznek részt. Nem feltétleniil a szabalyozott
gén DNS-¢hez kotddnek, eldfordulhat, hogy csak az RNS polimerazzal keriilnek direkt
kapcsolatba. A szabalyozott gén DNS-¢hez valo kotodés specifikus, ugyanis a transzkripcios
faktorok szekvencia-specifikus DNS koté fehérjék. A transzkripcds faktorokat kodold
génekben tobb funkcionalis alegység, mads néven domain talalhat6. A DNS-k6té domain
aminosavai lépnek kapcsolatba a szabalyozott gén promoterének bazisaival. Igy ez a
szekvencia hatdrozza meg, hogy az adott transzkripcids faktor mely gének szabdlyozasara
képes. A DNS-kot6 domain-ek alapjan csalddokba, alcsaladokba sorolhatjuk a transzkripcios
faktorokat. Az azonos csaladba tartozo transzkripciés faktorok DNS-koté domain-je
nagymértékben konzervalt, azonban szdmos példa van arra is, hogy az egy csaladba tartozo
transzkripcios faktorok kiilonb6z6 folyamatok szabalyozasaban is részt vesznek. Ezt a tobbi
domain miikodése, és az azokkal vald kolcsonhatasok teszik lehetévé. A transzkripcios
faktorok sok esetben homo- vagy hetero-oligomerként miikkodnek (oligomerizacios domain), a
ligandum-kot6, és foként a regulacios domain-ek, melyek mas transzkripcios faktorokkal valo
kapcsolodast biztositanak, a génexpresszid finom szabdlyozasat teszik lehetdvé. Az egy
bizonyos tipusu transzkripcidés faktor altal szabdlyozott gének csoportjat regulonnak

nevezziik. A ndvényekben legalabb 6t kiilonb6z6 regulont azonositottak:

CBF/DREB1 (C-repeat/dehydration-response-element) regulon
NAC (NAM, ATAF és CUC)

ZF-HD (zinc-finger homeodomain) regulon

AREB/ABF (ABA-responsive element-binding protein/ABA-binding factor) regulon

MYC (myelocytomatosis oncogene)/MYB (myeloblastosis oncogene) regulon
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Az elsé kettd az ABA-fliggetlen, a masodik kettd pedig az abszcizinsav-fiiggd jelatviteli Githoz
kapcsolodik (Goodrich és Tjian 2006, Saibo et al. 2009).

3.8. A CBF gének jellemzése

A CBF gének transzkripcios faktorokat kodolnak, melyek mas gének promoter
régiojahoz kapcsolodva indukaljadk azok expressziojat. E gének kettds elnevezéssel
rendelkeznek, CBF/DREB1, mivel két kutatocsoport egymastol fliggetleniil, egy id6ben
kozolte eredményeit és nevezte el dket. Elnevezésiiket onnan kaptak, hogy a CBF/DREB1
transzkripcios faktorok az altaluk szabalyozott gének promoterében talalhaté CRT/DRE
(CRT/DRE Binding Factor) roviditéssel jelolt szekvencidhoz kotddnek (Stockinger et al.
1997, Liu et al. 1998). Sok hideg-, és dehidratacios stresszre indukalédd gén promoterében
megtalalhatd a CRT/DRE (C-repeat/dehydration-element) cisz-elem, amely egy CCGAC
,,core” szekvenciat tartalmaz.

A CBF fehérjék az AP2/ERF szupercsaladba tartoznak, az APETALA2/ETHYLENE
RESPONSIVE FACTOR (AP2/ERF) DNS ko6t6 domain megléte miatt, ezen beliil az ERF
csalad CBF/DREBL1 alcsaladjaba. A CBF fehérjéket az un. “CBF signature” konzervalt
aminosav  szekvencia mellett az  attdl N-termindlis iranyban elhelyezkedo
(PKK/RPAGRXKFXETRHP), illetve C-terminalis iranyban talalhaté (DSAWR) szignal
motivumok (signiture motif) kiilonbdztetik meg a csalad tobbi tagjatol (Jaglo et al. 2001).

Gilmour et al.(1998) szerint a CBF gének nem folyamatosan miikodnek a névényben,
hanem hideg hatasara tranziens modon expresszalodnak a hidegkezelés korai fazisaban. Minél
alacsonyabb a hdmérséklet, anndl intenzivebb lesz a CBF gének transzkripcidja.

A rendszer azonban ennél még bonyolultabb, ugyanis Arabidopsis-ban talaltak egy
olyan transzkripcids faktort, mely a CBF gének transzkripciojat szabalyozza. Ez az ICE1
(Inducer of CBF expression 1) gén, melyrdl azt allapitottak meg, hogy hidegkezelés hatasara
normal hdmérsékleten inaktiv allapota.

A CBF gének expresszidja és a fagyallosag kozotti dsszefliggést els6ként ludfiiben
bizonyitottak. Egyértelmii dsszefliggést mutattak ki egy hideg-indukalhaté gén, a COR15a
expresszioja és a fagyallosag kozott. Igazoltak azt is, hogy a hideg-indukalhato COR gének
szabalyozasaban a CBF transzkripcids faktoroknak van kiemelkedd szerepiik. A CBF1 gén
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tulvezérlésével a COR gének indukciojat, ezzel egyiitt a fagyallosdg novekedését igazoltak

ludfiiben (Gilmour et al. 1998).

3.8.1. Az Arabidopsis thaliana-ban talalhato CBF gének

A CBF géneket Arabidopsis-ban irtak le elészor, azota 54 novénynemzetségben (31
kétszikii, koztik 13 fasszart faj, és 23 egyszikii) azonositottak CBF ortolog géneket (Navarro
et al. 2009).

A Tudfiiben a CBF szabalyozas alatt 4ll6 COR gének négy géncsaladba szervezddnek,
CORG6.6, COR15a, COR47 ¢s COR78, melyek minden tagja két génbdl all. Ezek a gének
tandem elrendezddésben taldlhatok a kromoszéman. A két gén koziil legalabb az egyik hideg,
vagy mas olyan stresszel indukalhato, amely a sejt vizvesztésével jar. Az egyik legjobban
jellemzett gén ezek koziill a COR15a, mely egy 15 kDa-os proteint kodol. E fehérje a
kloroplasztiszban halmozodik fel. A gén fagyallosagban betoltott szerepét igazolja, hogy a
nem edzett transzgénikus ndvényekben a gén konstitutiv expresszidoja megemelte mind a
kloroplasztisz, mind a levél protoplasztok fagyallosagat. A membranok karosodasanak f6 oka
a lipidek lamellaris fazisbol a hexagonalis I fazisba valé atmenete, a COR15a génrdl pedig
kideriilt, hogy éppen ezt akadalyozza meg. A kisérletek azonban arra is ramutattak, hogy
egyetlen COR gén miikodésének a megvaltozasa nem elégséges egy olyan komplex
mennyiségi tulajdonsdg megvaltoztatasara, mint a fagyallosag. Ugyanis az intakt ndovény
szintjén nem lehetett a fagyallosdg szintjének emelkedését kimutatni a COR15a gén
talvezérlésével. A COR gének promoterében talalhatd egy regulator szekvencia (CCGAC, C-
repeat), melyhez specifikusan kétédnek a CBF transzkripcids faktorok. A kotodés utan valik
lehetévé az altaluk szabalyozott COR és mas hideg-indukalhaté gének transzkripcioja
(Thomashow 2001, Thomashow ¢és mtsai. 2001).

Az Arabidopsis genomja tobb CBF gént is kodol, melyek tandem ismétlédésben
helyezkednek el a 4. kromoszoman. Ez a régio 6 CBF/DREB1 és 8 DREB2 tipusu gént
tartalmaz (Sakuma et al. 2002). Ezek koziil a CBF1, CBF2 és CBF3 (DREB1A, DREBI1B és
DREB1C) gének hideg hatasara indukalodnak, azonban nem indukéalédnak szarazsag-, vagy
so-stressz esetén. A CBF4 (DREB1D), a DREB2A és a DREB2B gének viszont dehidratacio és
sO-stressz esetében igen, de alacsony-hémérsékleti stressz esetében nem indukalédnak (Liu et

al. 1998, Nakashima et al. 2000, Haake et al. 2002).
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3.8.2. CBF gének a gabonafélékben

A CBF gének bizonyos csoportjai csak a Perjefélékre (Pooideae) jellemzoek.
Valosziniileg a mérsékelt égdvi ¢€lohelyekre terjedésiik, és az alacsony hémérsékleti
toleranciajuk kialakuldsa soran fejlédtek ki benniik, mivel ezeknek a CBF géneknek az
expresszidja és indukalhatosdga erdteljesebb az Oszi fajtakban. Megallapitottak, hogy a rizs
genomja 5, az alakor genomja legalabb 13, a kenyérbuza legalabb 15, mig az arpa genomja
legalabb 17 CBF gént kodol. A mérsékelt égdvi gabonafélék CBF génjeinek szerepérdl és
diverzitasardl a legtobb informaciot a buza mellett az arpaban végzett kutatasok szolgaltattak.
A Triticeae fajok genomjai kozotti nagyfoktt homologia és szintenitas miatt a buzaban és az
arpaban kapott kisérleti eredmények egymast kiegészitik, tamogatjak (Galiba et al.2009).

A gabonafélék abiotikus stressz-toleranciajanak genetikai kontrolljaban kiemelkedd
szerepe az 5-6s (5A, 5B, 5D és SH) kromoszomaknak van (Francia et al. 2004, Toth és et
al.2003). Kenyérbuzaban (Triticum aestivum) bizonyitottdk, hogy az 5A kromoszoma
hosszikarjan egy fagyallosagi gén, az Fr-Al (Frost -resistancel) lokalizalt. Itt talalhatok
olyan effektor gének is, amelyek a fagykar direkt kivédésében jatszanak szerepet.

Diploid alakorban (Triticum monococcum) pedig ugy talaltak, hogy egy hideg-
indukalhaté gén, a COR14b expresszidjaért felelés gén lokusza egy Gjonnan azonositott
fagyallosagi gén lokusz, az Fr-A2 (Frost resistance?2) ¢és egy CBF gén azonos helyre
térképezddik az SA kromoszéma hosszukarjan. A CBF géncsalad 11 génjét sikeriilt az
eddigiekben feltérképezni, melyek szorosan kapcsoltak, mintegy 0,8 cM-os régidban
lokalizaltak. A fagytiiré G3116 ¢és a fagyérzékeny DV92 alakor genotipusokat keresztezve
létrehoztak egy térképezési populaciot, melynek fagytesztje soran kimutattdk, hogy a
TmCBF3, 10, 14, 15, 16 ¢és 17 transzkripcios faktorok indukalédnak hidegkezelés hatéséra,
igy az alakor fagyallosdganak kialakitdsahoz hozzédjarulnak. A CBF géncsaladbdl 3 gén, a
TmCBF14, 15 és 16 gének expresszidja pedig korrelal a fagyallosag mértékével (Knox et al.
2008, Miller et al. 2006).
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2. abra: A 0,8 cM-os régidban lokalizalodo CBF gének (Miller et al. 2006)

3.9. A transzformacio jelentosége

Szamos eredményes kisérletet publikaltak az abiotikus stressz-tolerancidban résztvevo
gének funkcidjanak igazolasardl, transzgénikus ndvények analizisével. Transzgénikusnak
akkor tekintiink egy novényt, ha az idegen gén stabilan integralédott a novény genomjaban.
Kezdetben a stressz-adaptacioban résztvevd gének szerepének igazolasahoz egyfunkcios
géneket hasznaltak. Ezek olyan gének voltak, melyek egy metabolit modositasaért voltak
felelosek, pl. anyagcesere utak kulcsenzimei.

Ugyanakkor, mivel a novényi abiotikus stressz-tolerancia egy komplex, sok gén altal
szabalyozott rendszer, ahol a génregulacios haldzatok is kapcsolatban vannak egymassal, az
egyedi gének vizsgalatarol a hangsuly athelyez6dott a szabalyozo gének tanulmanyozasara.
Nagyszamu transzkripcids faktor szerepét bizonyitottdk mar transzformacioval (Bhatnagar-
Mathur et al. 2008).

A transzforméacio sikerességét nagymértékben befolyasolja az is, hogy milyen tipusa
prométert alkalmaznak, azaz a transzformalt transzkripciés faktor hogyan szabdlyozddik.
Leggyakrabban allandéo miikodésli promotert haszndlnak, mint pl. a 35S prométer. Ennek
nagy eldnye az, hogy folyamatossa valik a génexpresszid, igy a vizsgalni kivant gén hatasa
erdteljesebb lesz, és nem fligg a kornyezeti allapottol, vagy a fejlédési fazistol. Ugyanakkor e
folyamatos miikodés hatranyosan is hathat a ndovényre, pl. lassabb ndvekedést, késdi
viradgzast, torpiilést és legrosszabb esetben letalitast is eldidézhet. Ezt a problémat indukalhato
promoterekkel lehet kivédeni. Az ilyen promoterek indukéalédhatnak kémiai anyagokra, vagy
fizikai hatasokra, kifejezOdhetnek az egész szervezetben, vagy biztosithatnak csak szerv-, ill.
szovet-specifikus génexpressziot. Igy a géntermék csak a kivant iddben és helyen fejezédik

ki, mint ahogy az egy természetes rendszerben is torténik. Ilyen indulkalhatd promotere van
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példaul a Corlba génnek, mely az eddig leirtak szerint, stressz hatasara 1ép miikodésbe a

ndvényben.

3.10. Transzformacioval elért eredmények CBF gének esetében

Tsai-Hung Hsieh et al. (2002) paradicsom novénybe (Lycopersicon esculentum), egy
35 S promoterrel rendelkezé Arabidopsis thaliana novénybdl szarmazo CBF1 cDNS szakaszt
transzformaltak. A 35 S promoternek koszonhetden a novényben a CBF1 transzkripsios faktor
folyamatosan termelédott. Vizsgalataik szerint a transzgénikus novények ellenallobbak voltak
a vizhidnnyal szemben, mint a vad tipustiak, ugyanis vizhianyos allapotban, vagy
gibberellinsavas elokezelést kovetden a CBF1 paradicsomok sztomai gyorsabban zarodtak.
Azonban a CBF1 génnek jelentkeztek negativ hatasai is. A transzgénikus paradicsomok lassu
novekedést és torpe fenotipust mutattak. A gyiimdlcs- és magszam kevesebb volt, valamint a
hajtas friss tomege is alacsonyabb lett, mint a vad tipusu ndvényeknél.

Annikki et al. (2008) négy CBF gént azonositott nyirfaban (Betula pendula). Ezeket a
géneket (BpCBF1- 4) ludfiiben a 35 S promoter altal folyamatosan miikddtetve nétt a
novények fagytolerancidja a vad tipusuakhoz képest. Ugyanakkor, mint a transzgénikus
paradicsomoknal is tapasztaltak, a BpCBF traszkripcids faktorokat tultermel6 Arabidopsis-ok
mérete kisebb lett, valamit a viragzasi id6 is kitolodott, eltérve a vad tipusutol. Vizsgalataik
soran azt is kimutattdk, hogy hidegedzett nyirfaban a fagy utani olvadasi periddus soran
szintén megnd a CBF-ek és egy altaluk szabalyozott gén (BpLTI36) transzkriptumanak
mennyisége, ami azt jelzi, hogy a CBF-indukalta folyamatok ujra aktivalodnak a stresszt
kovetd regeneracios iddszak alatt.

Siddiqua és Nasuth (2011) sz616bd1 (Vitis riparia) 4 CBF gént izolalt. Ebb6] kettét, a
VrCBF1 és a VICBF4 gént vizsgaltak szintén Arabidopsis thaliana novénybe transzformalva.
A két gén kozott kiilonbségeket mutattak ki, miszerint a CBF4 gént tartalmaz6 transzgénikus
vonalak magasabb expresszids szintet mutattak, mint a CBF1 gént tartalmazé vonalak. A
fagytolerancia pedig korrelalt a génexpresszidval, azaz a CBF4 gént tartalmazé transzgénikus
Arabidopsis-ok ellenallobbak voltak a faggyal szemben. Tanulmanyukban megallapitottak azt
is, hogy a kiilonb6zé CBF gének nem azonos ardnyban taldlhatok meg a ndvény szerveiben és
szOveteiben. Vitis riparia esetében a CBF4 transzkriptumot a fiatal levelekben és a mar jol
kifejlett levelekben lehetett kimutatni, mig a CBF2, 3 és 4 transzkriptumokat csak a fiatal

levelek és riigyek tartalmaztak.
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Chinnusamy et al. (2003) azt mutatta ki, hogy az ICE1l génnel transzformalt
Arabidopsis-ban a gént konstitutivan taltermelve hidegben megné a CBF regulonhoz tartozo
gének atirdsa a vad tipushoz képest, tovabba no a fagyallosag mértéke is.

Transzgénikus Arabidopsis thaliana ndévényben igazoltak, hogy a CBF3 gén
expresszidjanak novelésével nem csak a fagyallosag mértéke novekszik meg, hanem a
transzformansok a dehidratacios stresszel szemben is toleransabbak lettek (Kasuga et al.

1999).

3.11. Reverz-transzkripciés PCR technika (RT-PCR)

Howard M. Temin és David Baltimore altal 1970-ben felfedezett reverz-transzkriptaz
enzim lehetdséget adott arra, hogy DNS helyett RNS minta alapjan szintetizdlodjon DNS. Az
ilyen modon eléallitott DNS a komplementer-DNS (CDNS).

A reverz transzkriptaz enzim az mRNS 3’-végén 1év6 poli-A farokhoz anellalt oligodT
primeren el tudja kezdeni a ¢cDNS szintézist. Primerként alkalmazhatoak tovabba random
hexamer oligonukleotidok vagy génspecifikus primerek is (Sarkadi 2007).

Az elkésziilt cDNS-rél polimerdz lancreakcioval (PCR) amplifikdlhato fel a

kivalasztott célszekvencia. A teljes folyamatot RT-PCR technikanak nevezziik.

3.12. A fagytiirés meghatarozasanak lehetdoségei

A novények fagytoleranciajat tobb kiillonbozé modszerrel lehet megallapitani. A direkt
meghatarozas mellett lehetdségilink van indirekt modon, a klorofil fluoreszcencia mérésével,
konduktancia vizsgalatokkal is tanulmanyozni.

o Fagytiirés meghatarozasa  indirekt médon, klorofil fluoreszcencia
meghatarozasaval:

A ndvények II. fotokémiai rendszerének (PSII) fagyas 4altal okozott miikodésbeli valtozasat a

PSII maximalis kvantumhatdsfokdnak meghatarozasaval lehet megallapitani, mely a

sOtétadaptalt novény levelén mért valtozé (Fv) és maximalis (Fm) fluoreszcencia aranya

(Fv/Fm) (Butler és Kitajima 1975). A klorofill fluoreszcens indukcids paraméterek (Fv/Fm

arany és FO érték) mérését a leveken fluorométerrel végzik, majd az Fv/Fm aranyt és az FO,
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azaz a minimalis fluoreszcencia értékeket kozvetleniil a fagyasztds eldtt, a fagyasztas utan,
valamint 24 h, és 48 h-val a fagyasztast kdvetden (Rizza et al. 2001).

e Konduktancia vizsgalat:
A konduktancia vizsgalat a novényi szovetekbdl kiszivargd elektrolitok hatdsara bekovetkezo
vezetoképesség novekedésbol kovetkeztet a fagytlirésre. A maximalis konduktanciat forralas
utan allapitjdk meg. A mintak relativ konduktancidjat a maximalis konduktancia szazalékos

aranyaban adjak meg a kovetkez6 formula alapjan:

Minta konduktanc idja - MQ viz konduktanc iaja

- — — —— *100 = Minta relativ konduktanciaja (%)
Minta maximalis konduktanc i4ja - MQ viz konduktanc iaja

e Direkt fagytiirés meghatarozasa:
A fagytiirés direkt meghatarozasa az egyik leggyakrabban és legkonnyebben alkalmazhato
moddszer. Lényege, hogy a ndvények fagyasztasa utan, a regeneracids iddszakban regeneracios

kapacitast és/vagy tulélési szazalékot szamolnak.

3.13. A szarazsag-stressz tolerancia mérésének lehetéségei

A szarazsagstressz hatasat a levelek relativ viztartalmanak, vizpotencialjanak, a
novekedési paraméterek meghatarozasaval, valamint a fotoszintetikus tulajdonsagok (CO,

asszimilaci6 mértéke, sztomazartsdg, fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok)
vizsgalatan keresztiil lehet nyomon kdvetni.
e Kilorofil fluoreszcencia mérése:

Mivel szarazsag hatdsdra a novények fotoszintetikus képessége romlik, a klorofill
fluoreszcencia jelensége nyoman vizsgdlhaté a fotokémia hatdsfoka és mitkodésének egyéb
paraméterei ugyan ugy, mint a fagystressz esetében. Wright et al. (2009) levagott
sz6l6novényeket vizsgaltak, hogy megtudjak alkalmas-e a klorofill fluoreszcencia a novény
kiszaraddsdnak nyomon kovetésére. Az ozmotikus potencidllal és a sulyvesztéssel
parhuzamosan a klorofill fluoreszcencia mért értékei is viszonylag érzékenyen reagéltak a
kiszaradasra. Ugyanakkor azt is megallapitottak, hogy a gyakorlatban csak a lasst kiszaradast

lehet jol nyomon kdvetni ezen miiszerek segitségével.
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e Termolumineszcencia mérése:
Termolumineszcencianak nevezziik azt a jelenséget, amikor egy eldzetesen fénnyel gerjesztett
fagyasztott minta soOtétben torténd felmelegitése soran fényt bocsat ki. Az alacsony
homérsékleten gerjesztett minta tobb fotokémiai komponense (QA, QB, S2, S3) képes az
elnyelt energia tarolasara. Mivel a gerjesztést kdvetden a minta ujra sotétbe keriil, ez az
elraktarozott energia nem vesz rész tovabbi fotokémiai reakcidban, a toltések az
elektrontranszport lanc P680-hoz ko6zelebb elhelyezked6 komponensein tarolédnak. A
kornyezeti homérséklet novelésével toltés rekombindcid idézhetd eld ezekben a mintdkban.
Ez azt jelenti, hogy a tarolt energia visszavandorol a klorofillokra, €s ott fény formajaban
kisugarzdodik a kornyezetbe, vagy pedig hoveé alakul (Sane és Rutherford, 1986).

e Vizpotencial mérése:
Caruso et al. (2007) nyarfa vizpotencialjat és sztomakonduktanciajat vizsgaltak PEG kezelés
hataséra, és a legérzékenyebb mutatonak a vizpotencidl értéket talaltdk a szarazsagstressz
kimutatasara. A vizpotencial érték mérésére tobb modszert is kifejlesztettek. A leggyakrabban
hasznalt eszk6z a Scholander bomba, mely egy zart térben emeli meg a nyomast, igy a benne
elhelyezett ndvényi részbdl a nedv visszanyomodik a vagasi feliiletre, melyet a gépen kiviil
lehet megfigyelni. A nedvcsepp megjelenésekor mért nyomas megegyezik a levagott szerv
vizpotencidljaval.

e Fotoszintetikus aktivitas mérése és porometria:
A nyitott rendszerii infravords gazanalizatorok (IRGA) hasznalata a ndvényi gazcsere
jellemzésében széles korben elterjedt. Segitségiikkel meghatarozhatd a levél belsé CO,
koncentracidja, a fotoszintetikus aktivitds, és a sztdmakonduktancia is. Az infravoros gaz
analizatorok mérési elve azon alapul, hogy a heteroatomos molekuldk, mint a CO,, H, O,
NO adott hulldmhossz savban elnyelik az infra-vords sugarzast. A miiszer az dramlasvezetd
csében haladdo CO, és H, O jelenlétét érzékeli oly modon, hogy a csé egyik végében infra-
voros érzékeld, a masik végében infra-vords fényforrads van. Ezen molekuldk jelenlétében az
érzékelon az azokra jellemzd hulldmhosszon a koncentraciotdl és a csé hosszatol fliggd

fényelnyelési érték mérhet6 (Avola et al. 2008).
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4. Anyag és modszer

4.1. Novényanyag

Vizsgalataimat Arabidopsis thaliana cv. Columbia és TaeCBF16 génnel transzformalt
Arabidopsis thaliana cv. Columbia névényeken végeztem. Az A. thaliana, TaeCBF16 cDNS-
sel transzformalt valtozatat konzulenseim, Dr. Papp Istvan (Budapesti Corvinus Egyetem) és
Dr.Vagujfalvi Attila (Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatokozpont) kdzos
munkaval hoztak 1étre. A TaeCBF16 gént egy fagytiir6 genotipusi kenyérbuzabol (Triticum
aestivum ssp. cv. Cheyenne) izolaltak és egy Corl5a indukalhat6 promoterrel egylitt pCambia
1300 tipusu vektorba épitették be. A transzformacio Agrobacterium tumefaciens
kozvetitésével tortént, virdg-infiltracios modszerrel. Ezt kdvetden a magokat kiszaritottak,

sterilizaltak, majd Hygromicin és Clafordn tartalmu szelektiv taptalajon csiraztattak.

4.2. Novénynevelés

A Kicsirazott novényeket viragfoldbe (Compo Sana, II. tipus) iiltettiik at és 4 hétig
rovidnappalos koriilmények kozott (10 o6ra fény, 14 oOra sotét), Conviron ndvényneveld
kamraban neveltiik. Ezt kovetéen atraktuk hosszinappalos fitotronba (16 6ra fény, 8 ora
sOtét), ahol a koriilmények miatt virdgzasra kényszeriiltek. A novényneveld kamrakban kb.
65%-o0s relativ paratartalom mellett 21°C-os hdémérsékletet biztositottunk, a fényerdsség 120
uEinstein m? s™ volt. A viragzast kovetden magot fogtunk réluk, melyeket mar nem szelektiv
taptalajra, hanem foldbe vetettiink €s a ndvényeket az elobb leirt modon neveltiik fel. Minden
egyes novényvonal reprezentans egyedeibdl DNS-t vontunk ki és csak a transzgénikus
egyedekbdl fogtunk magot. A T2-es nemzedéket pedig €lettani, azaz fagyteszt és szarazsag-

stressz vizsgalatoknak vetettiik ala.
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3. abra: TaeCBF16 transzformans Arabidopsis thaliana novények, a molekularis vizsgalatok

elott.

4.3. Transzformacio ellenorzése

DNS kivonas
A TaeCBF16 gén jelenlétének kimutatasahoz minden transzformans vonal egyedeibdl

genomi DNS-t vontunk Ki, valamint a negativ kontroll érdekében az A. thaliana cv. Columbia
novényekbdl is. A kivonast az Edwards et al. (1991) altal leirt Rapid DNA preparation
modszer modositott valtozata szerint végeztiik. A vegyszereket a Sigma illetve a Reanal

cégektol szereztiik be.

A Rapid DNA preparation modositott valtozatanak 1épései:
1. 1,5 ml-es Eppendorf csovekben egy atlagos méretii levélmintat eldorzsoltiink.
200 pl extrakeids puffert adtunk hozza.
Szobahdmérsékleten fél percig vortexeltiik.
A mintakat lecentrifugaltuk 23°C-on, 12 percig, 14500-as fordulatszamon.
A feliiliszobol 140 pl-t leszivtunk és uj Eppendorf csébe helyeztiik.
140 pl izo-propanolt adtunk hozza.
10 percig centrifugéltuk 23°C-on, 14500-as fordulatszamon.

© N o g~ D

A feliiliszot ledntéttiik és 600 pl 75%-0s etil-alkohollal atmostuk.
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9. 5 perces centrifugalassal beszaritottuk a csapadékot.

10. 60 pl MQ vizben feloldottuk a DNS-t.

Extrakciés puffer dsszetétele:
e 4Aml 1M Tris HCI pH: 7,5
e 1ml5M NaCl
e 0,5ml05MEDTA
e 0,5ml20% SDS

e 14 ml desztillalt viz

PCR reakcié

A kinyert DNS mintdkat Perkin Elmer 9600 PCR késziilékben amplifikdltuk a

kovetkezd protokollt kdvetve.

A PCR reakcitelegy:

e 5x Go Taq Flexi puffer 10 pl
e 25 mM MgCl, 6 ul
e 2,5mM dNTP-mix 4 ul
e DMSO 2 ul
e Promega Go Taq Flexi DNA Polymerase 0,35 ul
e Forward primer 3ul
e Reverz primer 3ul
e DNS templat 6 ul
o MQviz 15.65 pul

Ossztérfogat: 50,0 ul

A DNS mintakon alkalmazott polimeraz-lancreakcié programja a PCR-késziilékben:

1. Tag-polimeraz hdaktivalas 95 °C 2 perc 30 masodperc

2. Denaturélas 95 °C 30 masodperc

3. Primer tapadas — annealing 60 °C 30 masodperc 30 ciklus
4. Polimerizacio — extension 72 °C 1 perc

5. Végs6 polimerizacié 72°C 7 perc
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Gélelektroforézis

A PCR gépben felszaporodott DNS mintakat 1,3 %-os agar6z gélen futtattuk meg.
Minden DNS mintahoz 5,5 ul minta-felvivé (,,Jloading dye”) festéket adtunk, majd az igy
kapott keverékbdl 10 ul-t vittiink fel az agar6z gél zsebeibe. Molekulatomeg markernek Pstl
enzimmel emésztett A-fag DNS-t hasznaltunk. A futtatas 0,5x TBE pufferben végeztiik 120

V-os fesziiltség mellett.

1,3 %-o0s Agaroz gél dsszetétele:
e 1,56 g agar6z (Invitrogen)
e 210 ml0,5x TBE
e 4.5 ul Ethidium-bromid

10x TBE puffer osszetétele:
e 108 g Tris Ultrapure (Duchefa)
e 55 gborsav

Loading dye festék 6sszetevoi:
e 3,3 ml 86 %-os Glicerin
e 25 mg brom-fenolkék

e 6,6 ml desztillalt viz

4.4. A TaeCBF16 gén kifejezodésének kimutatasa RT-PCR-rel

Annak érdekében, hogy bebizonyitsuk, a ndvényekbe bevitt (1j gén valoban miikodik,
RNS kivonast, majd RT-PCR-t végeztiink. Ehhez 5 transzformans vonal egyedeit és egy vad
tipustt Columbiat hasznaltunk. Minden névénybdl kétszer vontunk ki RNS-t, egyszer normal
allapotaban, masodszor hidegkezelés utan. A hidegkezelés 12 6ran keresztiil 6 °C-on tortént,

az abiotikus stressz hatdsra indukalodoé promoter aktivalasa érdekében.
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RNS izolalas TRI Reagenssel:

w

© o N o g b

11.
12.

13.
14.

15.

16.

Koriilbelil 100 mg levélmintat folyékony nitrogénnel eldorzsoltiink —steril
dorzsmozsarban, majd még fagyott allapotban Eppendorf csovekbe helyeztiik dket.
Répipettaztunk 1ml TRI Reagent-et.

Vortex segitségével homogenizaltuk, majd 5 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk.

4°C-on, 10 percig centrifugaltuk 12000-es fordulatszamon.

A feliilaszot dvatosan leszivtuk és 1), 2 ml-es Eppendorf csdvekbe raktuk at.

200 pl kloroformot pipettaztunk ra és vortex segitségével 6sszekevertiik.
Szobahémérsékleten hagytuk 10 percig, majd jégre raktuk 1-2 percig.

15 percig centrifugaltuk 4°C-on 12000-es fordulatszamon.

A feliiluaszot dvatosan leszivtuk és uj Eppendorf csdvekbe pipettaztuk

. 500 pl isopropanolt pipettaztunk ra, majd 5 percig szobahdémérsékleten allni

hagytuk, majd kicsit 6sszeraztuk.

8 percig centrifugaltuk 4 °C-on 12000-es fordulatszamon.

Az egész Eppendorf csOben 1€évo folyadékot ledntdttiik, majd az igy iiressé valt
csObe 1ml 75%-0s etanolt Oontottiink.

5 percig centrifugaltuk 4°C-on 12500-as fordulatszamon.

Ujra leontottik a folyadékot és 1 ml 75%-os etanol hozzdaddsa utan
centrifugaltunk.

Az Eppendorf csében 1éve folyadékot ismét ledntottilk, majd centrifugaban
szaritottuk.

60 ul RN4z mentes vizet adtunk hozza.

crer

majd RNéaz mentes vizzel 100 ng/pl-es koncentraciora higitottuk dket. Ezt kdvetden 1,4%-0s

agar6z gélen, mintanként 12 pl RNS-t 2ul festékkel Gsszekeverve futtattunk 0,5x TBE

pufferben.
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Az RNS minték futtatdsadhoz hasznalt 1,4%-os gél dsszetétele:
e 1,68g agar6z (Invitrogen)
e 0,5% TBE
e 3ul Gél Green festék

cDNS szintézis

Az izolalt és azonos mennyiségre higitott RNS mintakbol, Fermentas first strand
CDNA Syntesis #1612 kit hasznalataval cDNS-t szintetizaltunk.

cDNS szintézi 1épései:
1. Osszeallitottuk a templat-mixet.
e RNS 11l
e Oligo(dT)ss Primer 1 ul

2. A templat-mixet 70°C-on 5 percig inkubaltuk, majd jégre raktuk.

3. Elkészitettiik a reakcidelegyet és hozzaadtuk a templat-mixhez.

e Puffer 4 ul
e RiboLock™ ribonukleaz inhibitor (20U/ pl) 1 ul
e 10mM dNTP 2 ul

4. 37°C-on 5 percig inkubaltuk, majd 1 pl Reverz transzkriptazt (200u/ pl) adtunk
hozza.

5. 42°C-on 60 percig inkubaltuk.

6. 70°C-on 10 percig inkubaltuk.

PCR reakcio TaeCBF16 specifikus primerrel és beta-tubulin-4 primerrel

Mivel a cDNS szintézi soran Oligo(dT)1g Primert hasznaltunk, ezért az 6sszes mRNS-
bol késziilt cDNS. Annak érdekében, hogy kimutathassuk, hogy a hidegkezelés hatasara
nagyobb mennyiségii-e a TaeCBF16 cDNS, mint a kezeletlen mintaknal, a génre specifikus
primerekkel PCR reakciot végeztiink. Ahhoz pedig, hogy meggy6zddjiink az RNS izolalas
tisztasagarol, azaz genomi DNS mentességérdl, Arabidopsis thaliana beta-tubulin-4

primerekkel hajtottunk végre PCR reakcidt. A tubulin gén a ndvényben koriilbeliil allando
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erdsséggel fejezddik ki, agardz gélen pedig elkiilonithetd a genomi tubulin DNS szakasz a

cDNS szakaszt6l, mely az intronok miatt nagyobb méreti.

A PCR reakciok és a mintak megfuttatasa 1,3 %-os agar6z gélen a kordbban mar leirt

protokoll és program alapjan torténtek.

A felhasznalt primerek

A vizsgalatainkhoz felhasznalt primereket és azok jellemzoOit az 1. tablazatban

soroltuk fel.

1. tablazat.

Primer neve Tm® |OD |Termék mérete |Szekvencia (5'-3")
CBF16 sense 67,4 12,1 | CGTACGAAGCTCATCAAGCCA
i -intron=619bp
CBF16 antisense 69,1 9,5 GTCCATCTCCCCGGACAAGTC
A.thaliana beta-
tubulin-4 sense 60,3 1,5 |+intron=645bp |CAGGGAAACGAAGACAGCAAGT
A.thaliana beta- -intron=426 bp
tubulin-4 antisense 60,3 4,6 CGAAAGGTCATTACACCGAAGG

A CBF16 sense ¢s antisense primerpart a Primer Premier 5 nevii program segitségével

terveztiik meg.

4.5. Elettani vizsgalatok

Fagyasztas

A fagyasztasi kisérletre, a molekularis vizsgalatokra pozitiv eredményt mutatd

Arabidopsis vonalak utodnemzedékét és kontrollként Columbia tipusu novényeket

hasznaltunk. Ez vonalanként két-harom tenyészedényt jelentett, melyek mindegyike 12 darab

novényt tartalmazott. A vizsgalat Dr. Vagujfalvi Attila vezetésével az MTA Martonvasari

Kutatointézetének fitotronjaiban tortént.

A fagyasztasi kisérlet a téli honapokra jellemzé iddjarasi viszonyokat probélja

visszaadni. Osszel, a nagyobb fagyok eldtt fokozatos lehiilés figyelhetd meg, ezért a
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novényeknek van idejik edzO6dni. Ezt a folyamatot utdnozva, két fagyasztasi kisérletet
végeztiink. Az egyik soran a novényeket eldszor 1 hétig alacsony hdmérsékleten,+5°C-on
edzettiik és csak ez utan helyeztiik at Oket a fagyasztdé kamraba. A masik kisérlet soran a
tesztelni kivant ndvényeket a kontroll koriilmények (21/20°C) utan, edzés nélkiil, kdozvetleniil
a fagyaszté kamrakba helyeztilk. A fagyasztds mindkét esetben azonos koriilmények kozott
zajlott, azaz a hémérsékletet fokozatosan csokkentettiik, oranként 1 °C-kal. A hideg edzést
nem kapott novények esetében +4 °C-rdl -8°C-ra, mig a hideg-edzett mintak esetében -10°C-
ra csokkent a homérséklet. Ezt a fagyhdmérsékletet 6 oran keresztiil tartottuk, majd Gjra
oranként 1 °C-kal nétt a homérséklet +5°C-ig. A fagy utdn 1 hét regeneracidos periodus

kovetkezett, kontroll koriilmények kdzott.

A fagytiirés direkt meghatarozasa

A novények fagykarosodasat a regeneralodo-képességiik alapjan hataroztuk meg. A
novények tulélésének mértékét a fagyasztas utan egy-két nappal €és egy héttel értékeltiik egy

0-t6l (a fagyasztast nem ¢€lte tal) 5-ig (a fagyasztast karosodas nélkiil tuléld) terjedd skalan.

Szarazsag-stressz vizsgalat

A vizsgalathoz 4 transzformans ndvényvonal egyedeit hasznaltuk fel, melyeken
elozéleg a molekuldris vizsgéalatokat elvégeztilk. Ezen ndvények magjait 1 hetes
vernalizacionak vetettiik ala, mely 6 °C-on tortént. Kontrollnak Columbia tipust Arabidopsis
novényeket hasznaltunk, ezek nevelési médja nem tért el a transzformansokétol. A vernalizalt
magokat foldbe vetettiikk és a mar korabban leirt koriilmények kozott, 3 hétig révidnappalos
koriilmények kozott fitotronokban neveltiik. Ezt kovetden 9 ndvényt iiltettiink 4t egy
tenyészedénybe, melyekbe azonos mennyiségii, 450g foldet raktunk. Egy tenyészedény csak

egy novényvonal egyedeit tartalmazta.
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4. abra: A 9-9 novényt tartalmazo tenyészedények.

A novényeket alulrol, 2 naponta locsoltuk, amig el nem érték a kifejlett nagysagukat.
Ezutdn, még miel6tt a virdgzast megkezdték volna, teljes vizmegvonassal szaritani kezdtiik
Oket. A vizveszteség szamon kovetése céljabol 2 naponta mértiik a tenyészedények tomegét.
Mikor a kontroll novények elérték a kiszaradas allapotat, Gjra belocsoltuk az 6sszes novényt, a
rehidratacios képességiik felmérése érdekében. Majd a mért adatokbodl relativ viztartalmat

(RWC%) szamoltunk a kdvetkezd képlet alapjan.

RWC% = (aktualis hidratacio - szaraz sily / turgid suly - szaraz suly) *100

Varianciaanalizis

Annak érdekében, hogy kimondhassuk, a mérési eredmények nem pusztan a véletlen
miive, hanem az eltérések kozotti kiilonbségek statisztikailag is kimutathatdak, SPSS
programmal varianciaanalizist, azon beliil F probat végeztiink a fagyasztott és hidegedzett
ndvények eredményeivel. Mivel a 0-5-ig terjedd talélésre vonatkozé értékeket magas mérési
szintll valtozonak, a novényvonalakat pedig nominalis valtozonak nevezhetjiik, igy a két

valtozé Osszefliggéseinek elemzésére alkalmas a varianciaanalizis.
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5. Eredmények

5.1. A TaeCBF16 transzformans novények

Ahogy azt mar korabban emlitettem, a legtobb transzformacids vizsgalatnal
megfigyelték a transzformans ndvények fejlédésbeli és fenotipusbeli kiilonbségeit a vad
tipust novényekkel szemben. Az altalunk nevelt TaeCBF16 transzformans Arabidopsis
novényeknél nagy kiilonbséget nem tapasztaltunk a Columbia tipuskoz viszonyitva.
Ugyanakkor akadtak olyan egyedek, melyek a tobbinél lassabb novekedést mutattak, valamint
torpe fenotipust (5. abra.). A késobbi transzgén specifikus PCR és RT-PCR vizsgalatoknal

azonban a vad fenotipusu névényvonalak is pozitiv eredményt adtak.

5. abra: Azonos korq, de eltéré méretii TaeCBF16 transzformans Arabidopsis-0k.

5.2. Transzformacio ellenorzése

Annak érdekében, hogy az Arabidopsis thaliana novénybe transzformalt gén
jelenlétér6l megbizonyosodjunk, a novényvonalak tobb egyedéb6l DNS Kivonast végeztiink,
és csak pozitiv eredményt mutatd, transzgénikus egyedekbdl fogtunk magot. A T2. nemzedék

PCR eredményei a 6. dbran lathatoak.
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6. abra Az Arabidopsis novények genomi DNS-eir6l felszaporitott TaeCBF16

specifikus géntermék futtatasi képe.

5.3. A TaeCBF16 gén miikodésének tesztelése

RNS izolalas

A transzgénikus vonalak reprezentativ egyedeibdl hidegkezelés eldtt és utan TRI

Reagens segitségével RNS-t tisztitottunk. Az izolalt RNS-ek mennyiségét és mindségét

NanoDrop késziilékkel mértiik és ellendriztiik (2. tablazat). A megfeleldé mindséget és

tisztasagot a 260 ¢és 280 nm-en mért optikai denzitasok aranya jellemzi. A kiemelkedden tiszta

RNS esetében ez az arany az 1,9 — 2,1 értékhataron beliil van.

2. tablazat. Az izolalt RNS-ek NanoDrop eredményei.

Novényegyedek sorszama | ng/ul | 260/280
607/1/45/4 A* 457 11,93
607/1/45/4 B* 332 2,03
607/5/25/5 A 372 1,99
607/5/25/5 B 326 1,92
607/6/23/11 A 440 |1,99
607/6/23/11 B 311 |2,05
607/10/1/15 A 287 2,08
607/10/1/15 B 165 |2,04
607/9/11/19 A 108 (1,92
607/9/11/19 B 102 1,93
Col A 322 2,01
Col B 242 1,97

* A= hidegkezelés elott *B= hidegkezelt
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A 100 ng/pul koncentraciora higitott RNS-ek mintdzata agardz gélen a 7. abran lathato.

1A 18 2A 2B 3A 3B 44 4B A 5B Col Col

7. abra: Kiegyenlitett RNS-ek

A: hidegkezelés nélkiili

B: hidegkezelt

1: 607/1/45/4

2: 607/5/25/5

3:607/6/23/11

4: 607/10/1/15

5:607/9/11/19

RT-PCR tubulin és TaeCBF16 primerekkel

Az izolalt cDNS-ek beta-tubulin primerrel torténd polimeraz lancreakcidja az agardz
gélképen csak a 426 bp nagysagu tartomanyban adott terméket az 0sszes minta esetében. 645
bp-os termék, mely az intronokat tartalmazo tubulin gén mérete, nem volt lathatd a gélen. A
képen jol lathatod, hogy a mennyiségiik is azonos, nagyobb eltérés nem tapasztalhato. (8.

abra.)

14 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B S5A 3B Col  Cal

426bp

8. abra: Beta-tubulin-4 gén expresszios mintazata.
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A TaeCBF16 primerekkel elvégzett PCR reakcio utani gélképen (9. abra)
megfigyelheté, hogy a nem hidegkezelt novényekbdl szdrmazd cDNS-ek mennyisége
kevesebb, mint a hidegkezelt ndvények esetében. Egy ndvényvonalban tapasztalunk ellentétes

iranyu valtozast (4A/4B).

1A 1B 24 28 3A 3B 44 4B SA 5B Co  Col
e e G T Y e e e e
—
619 bp

9. abra: TaeCBF16 gén expresszios mintazata hidegkezelés eldtt és utan.

5.4. Az élettani vizsgalatok eredményei

Fagyasztas hidegedzéssel

Az alacsony hémérsékleten edzett ndvények fagyasztdsa utdn két nappal készitett
fényképeken (10-11. abra) kiilonbségek mutatkoztak a vad tipusi Columbia és a

transzformans vonalak kozott.
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11.abra: A hidegedzett TaeCBF16 transzformans vonalak a fagyasztas utan 2 nappal.

A fagyteszt utani regeneracio mértékére vonatkozd 0-5-ig terjedd értékeket hozzarendelve és
vonalakon beliil atlagolva szintén eltérés érzékelhetd. A két napos értékelés utan a
transzformans vonalak magasabb bonitalasi értéket értek el, mint a kontroll novények (12.

abra).
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0,00 . . . .

607/1/45/4 607/3/37 607/5/25/5 607/6/23/11 Columbia

12. abra: A hidegedzett novények fagytlirésre vonatkozo értékei a fagyasztas utan két nappal.

1 hét eltelte utan azonban a fagy hatdsdra karosodott novények tulélési mértéke
csokkent, de a transzformans ndvényvonalak koziil 3 még igy is magasabb értékeket ért el,

mint a vad tipus (13. abra).

4,5

4 T
3,5 4 T
3 . |
2,5 4
2 - T
1,5 T
s dls
0 1

2nap | 1hét | 2nap | 1hét | 2nap | 1het 2nap‘1hét 2nap‘1hét

[y
|

607/1/45/4 607/3/37 607/5/25/5 | 607/6/23/11 Columbia

13. abra: Hidegedzett novények fagytolerancia és szoras értékei a fagyasztas utan 2 nappal és

1 héttel.

36



15. abra: Hidegedzett Columbia tipusu Arabidopsis-ok a fagyasztas utan 1 héttel.

Varianciaanalizis

A fagyasztas utani egy napos €s az egy hetes valtozok kozott van osszefiiggeés, hiszen
az F-proba szignifikancigja 0,000, amely kisebb, mint 0,05, ezzel a hipotézisiink
beigazolodott (5 % - os elséfaju hibavaloszinliség mellett), tehat az atlagok szignifikdnsan

kiilonbdznek ndvényvonalanként.

Az egy napos valtozok kozti osszefliggést 0,593-es Eta-val jellemezhetjiik, a novény

tipusa fiiggetlen valtozo, a tilélési értékek heterogenitasanak 35,2%-4at magyardzza.

Az egy hét utan kapott valtozok kozti Gsszefiiggést pedig 0,648-as Eta-val tudjuk
jellemezni, a ndvény tipusa fliggetlen valtozo a tulélésre vonatkozo értékek heterogenitasanak

42%-at magyarazza.
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Edzés nélkiili fagyteszt

Az edzés nélkiili fagytesztrél elmondhato, hogy sokkal nagyobb terhelést jelentett a
novények szamara, mint az edzést kovetdé fagyasztas. A Columbia tipust lidfiivek mind
elpusztultak és a fagyasztas befejezte utan egy héttel sem tértek magukhoz. A transzformans
vonalak kozott a tulélést illetden eltérések mutatkoztak, a négy vonal koziil kettonél az 6sszes
egyed elpusztult és egy hét utdn sem tortént valtozas. Viszont két transzformans vonalnal a
fagyasztas utan 1 nappal még maradtak ¢letképes novények, Ekkor a talélési arany az egyik
vonal esetében 100%, a masik vonalnal pedig 36% volt, azonban ez 1 hét elteltével lecsokkent
79 és 5 %-ra. E két vonal fagyasztasanak értékelése 0-5-0s skalan a kdvetkezd eredményt adta

(16. abra).

3,5

2,5

"
: ol o

LvJ LvJ

1nap 1 heét 1nap 1 heét 1nap 1 heét

-0,5

607/3/37 607/5/25/5 Columbia

16. abra: Edzés nélkiili novények fagyasztds utdn 1nappal és 1 héttel.

Szarazsag-stressz vizsgalat

A teljes vizmegvonasnak koszonhetéen folyamatos vizvesztés, ezéltal tomeg
csOkkenés volt megfigyelhetd a tenyészedényekben. A  vizveszteségbdl adodo
tomegcsokkenésbdl kovetkeztetni lehet a ndvények vizvisszatartd képességére, élettani
allapotukbol pedig a szarazsdggal szembeni tolerancidjukra. A kiilonbozé ndvények

vizveszteségét az eltelt napok fliggvényében a 17. dbra szemlélteti. JO1 lathatd, hogy a
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vizvisszatartasban nincs mérvado kiilonbség a kontroll ndvények és a transzformans ludfiivek

kozott.

607/3/37 1.

—607/3/37 2.
607/1/45/4 1.

607/1/45/4 2.

607/5/25/5 1.
—607/5/25/5 2.

—607/6/23/11

Columbial.

Columbia 2.

Q000D P s s s U nUnUnUnCNONCNIONCN ]~~~ 000000000 OLOLOLOLD O
(s ¥t ey ofslan JNTta)lesian WEeVa)ls o an (NEaNay s olan i =Yaylesan N T=ta e an| i ey o'slan)

17. abra: Arabidopsis novényvonalak vizvesztése %-ban kifejezve.

A novények a vizhidny kdvetkeztében egységesen elszaradtak, kiillonbséget nem tapasztaltunk
a transzformans vonalak és a Columbia tipusuak kozott. Belocsolds utdn sem tértek magukhoz

(18. abra).
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18. abra: Kiszaradt TaeCBF16 transzformans 1adfi

A kiilonboz0 transzformans vonalak egyedeinek és a vad tipus relativ viztartalmanak
Osszehasonlitasat a kovetkezé diagram szemlélteti (19. abra). A relativ viztartalomra (RWC:
Relative Water Content) vonatkozé értékek is azt mutatjak, hogy jelentds kiilonbség nem

tapasztalhat6 a kiilonb6z6 vonalak kozott.

RWC %

3
2,5 —
2 |
1,5
1
0,5 I
0

v N Vv N 2% Y N G
’\\0’\0;\ '»\@\b‘ \6)\“ ca\rf’o% 6;\q’<°\¢) /\\‘O\r{'b\ \\)&0\9 \0(60®
R P ) S

19. abra: A vizsgalt ndvények relativ viztartalma (RWC%)
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6. Kovetkeztetések

6.1. Transzformacio

A TaeCBF16 gén Agrobacterium tumefaciens altal, virag-infiltracios
transzformacioval sikeresen beépiilt Arabidopsis thalia novényekbe ¢és ezaltal stabil
transzformans vonalakat eredményezett. Ezt a nemzedékenkénti DNS kivonas és pozitiv PCR
eredmény tamasztja ald. Valoszinli, hogy az alkalmazott promoéternek a sikeres
transzformacidban kulcsszerepe volt. A konstitutiv 35S promoterhez kapcsolt TaeCBF16
génnel ugyanis ismételt probalkozasok utan sem sikeriilt elegendd szamu transzformans

noveényt létrehozni (Vaguajfalvi és Papp, személyes kozleés).

6.2. Transzformans novények

Morfologiailag a transzformans vonalak tobbsége nem tért el a kontroll ndvénytdl,
azonban egy vonalnal mégis torpiilés volt megfigyelhetd. Ennek oka lehetett a TaeCBF16 gén
tobbi vonaltol eltéré muiikodése, torpitd hatasa. Lehetséges azonban az is, hogy a transzgén
olyan helyre épiilt be a n6vény genomi DNS-ébe, ahol megvaltoztathatta annak miikodését,

igy befolyasolva a novény névekedését.

6.3. Génmikodés

Egy 0j gén beépiilése a ndvénybe nem mindig hozza meg a kivant hatést, eldfordulhat,
hogy a névény szabalyozé rendszere nem engedi a gén miikodését, géncsendesités (silencing)
1ép fel. Esetlinkben a génmiikddés konnyen kimutathat6, mivel a TaeCBF16 gént egy stressz
hatasra indukalodo promoterrel egyiitt transzformaltuk Arabidopsis-ba, a TaeCBF16
transzkripcios faktor termelodését pedig indukalni lehet hidegkezeléssel. A hideg-indukcio
utan molekularis vizsgélatokkal ki lehet mutatni a TaeCBF16 génrdl expresszalodd mRNS
termelodést. Az RT-PCR eredménye azt igazolta, hogy a hidegkezelt mintak tobbségében az
izolalt RNS-r6l atirddott TaeCBF16 cDNS mennyisége agardz gélen lathatéan tobb, mint a
kezeletlen mintak esetében. Ez bizonyitja a beépitett gén miikddését, valamint azt, hogy

hidegkezelés hatdsara né a génmiikodés, a kezeletlen mintdkhoz képest. Egy ndvényvonalban
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a géntermék mennyisége az indukcios koriilmények kozott csokkent. Ebben az esetben

valoszintileg a géncsendesités jelenségét figyelhettiik meg.

6.4. Fagytolerancia

A fagytoleranciara vonatkozoan két vizsgalat folyt parhuzamosan: fagyasztas
hidegedzéssel és edzés nélkiili fagyasztds. Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a
Mindkét vizsgalat esetében, a fagyasztds utan 1 nappal és egy héttel a kontrollként hasznalt
Columbianal magasabb volt a transzformans novények ttlélési szazaléka és a fagytolerancidra
vonatkoz6 1-5-ig adhato értékiik is. Mindezen eredmények a TaeCBF16 gén fagytiirésben
betoltott szerepére enged kovetkeztetni.

A kapott adatok és értékek a varianciaanalizis alapjan nem a véletlen eredménye,
mivel az atlagok szignifikansan eltérdek.

Mivel arra vonatkozoan nem végeztiink vizsgélatokat, hogy a bevitt gén homozigota
allapotban volt-e jelen a novényekben, illetve hogy hany kopiaban épiilt be a ludfia
genomjaba, ezért a tovabbiakban ezt tartanam fontosnak megallapitani. A transzformans

névényvonalak fagytiirése kozotti eltérés akar adodhat ebbdl az okbol is.

6.5. Szarazsag-stressz tolerancia

Egyes CBF géneknél bizonyitottak, hogy a fagytlirés mellett a vizhidny okozta
karosodas kivédésében is szerepet jatszanak. Ezt a tulajdonsagot reméltiikk a TaeCBF16 géntdl
is. Azonban a teljes vizmegvonas sordn egyik transzformans vonal sem mutatott jobb
szarazsagtlird képességet a Columbia tipusti ludfiivekhez képest. Ujra beontozés utan pedig
egyik novény sem tért magahoz. Ezen eredményekbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy
a TaeCBF16 gén nem jatszik szerepet a szdrazsag-stressz tolerancidban, vagy ha szerepet is
jatszik, akkor csak kis mértékben vesz részt a bonyolult és komplex szabalyozo
folyamatokban, egymagaban nem okoz szarazsag-stressz toleranciat.

A fagy soran a novényi sejtekben relativ vizhiany 1ép fel, ezért a fagyallosag kialakulasanak
egyik fontos feltétele a sejtek vizhdztartasanak stabilizalasa. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a

TaeCBF16 gén hozzajarul a fagytlirés kialakuldsdhoz, tovabba azt is, hogy ezt a hat4st nem a

crer
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7. Osszefoglalas

A klimavaltozassal jard szélsOséges iddjarasi viszonyok arra késztetik a
novénynemesitoket, hogy olyan ndvényeket hozzanak létre, melyek abiotikus stressz
tiirésilknek koszonhetden jobban alkalmazkodnak a kornyezethez. Ennek érdekében szdmos
gént azonositottak, melyek részt vesznek az abiotikus stressz-tolarancia kialakitasaban. E
gének koziil dolgozatomban egy fagytiiré genotipusti kenyérbtizabol (Triticum aestivum ssp.
cv. Cheyenne) izolalt TaeCBF16 gén funkcidjat probaltuk meghatarozni ludfii (Arabidopsis
thaliana) novénybe vald transzformalassal, majd a transzformansok molekularis és élettani
vizsgalataival. A TaeCBF16 transzformans Arabidopsis novényeket Dr. Papp Istvan
(Budapesti Corvinus Egyetem) és Dr.Vagujfalvi Attila (Magyar Tudomanyos Akadémia
Agrartudomanyi Kutatokézpont) kozos munkaval hoztdk 1étre. A transzgén a ludfi
hidegindukalhaté Corl5a promoterének iranyitasa alatt mikodott.

A DNS kivonast koveté PCR igazolta a TaeCBF16 gén jelenlétét a transzformans
ludfiivekben, az RNS Kkivonast kovetd RT-PCR pedig a fokozott génexpressziot hideg stressz
hatasara.

Az élettani vizsgalatok, a teljes vizmegvonds ¢és a fagyasztasi kisérletek, a
kornyezetben végbemend sz€élséséges idOjarasi viszonyokat probaltak modellezni. A
fagyasztasi kisérletek eredményeibdl azt a kovetkeztetést vonhattuk le, hogy a TaeCBF16 gén
részt vesz a fagytolerancia kialakitasaban, mivel mind a hidegedzést kovetd fagyasztas, mind
az edzés nélkiili fagyasztas utdn magasabb volt a transzformans novények talélési szazaléka
¢s a fagytoleranciat kifejezé 0-5-ig terjedd értékiik, a Columbia tipust vad ludfiivekhez
képest.

A teljes vizmegvonast kovetd relativ viztartalom meghatarozdsa azt az eredményt
hozta, hogy a transzformans ndvények és a vad tipus kozott nincs Iényeges kiilonbség, tehat a
TaeCBF16 transzkripcios faktor Arabidopsis thaliana névényben nem okozott szarazsag-
toleranciat.

Fagy és szarazsag hatdsara a novényi sejtekben relativ vizhiany lép fel, ezaltal a
védekezési reakcidk részben atfedok lehetnek mindkét abiotikus stressz folyamatban. Mivel a
TaeCBF16 gén nem okozott szarazsag toleranciat, a fagytolerancia kialakulasat feltehetdleg

nem a sejtek vizhaztartdsanak stabilizalasan keresztiil éri el.
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A TaeCBF16 gén tovabbi vizsgalatainal fontosnak tartom a transzformans ndvények
részletesebb vizsgalatat a beépiilt gén kopiaszdmat illetéen, mivel két transzformans

novényvonal kimagaslo fagytlirési értékeket mutatott.

44



8. Koszdnetnyilvanitas
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