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1. Bevezetés és célkitiizések

A molekuléris biologiai kutatasok egyik célja azon gének mitkkodésének a felderitése,
amelyek a novények abiotikus stressztlirését szabalyozzak. E témakdr egyik legintenzivebben
kutatott teriilete az alacsony homérsékleti stressztolerancia, ezen belill is a fagytiirés
kialakulasdnak molekularis hattere. Az egyik legfontosabb termesztett gabonandvényiink az
6szi blza, melynek terméshozamaban a tél viszontagsagai, a tavaszi hoolvadaskor fellépd
vizzel valo boritottsag, illetve a felmelegedések utdn ujra hirtelen bekdszonto lehiilések,

talajmenti fagyok jelentés karokat okozhatnak.

A transzkripcids faktorok a génszabalyozast teszik lehetévé, ugy, hogy a célgén
promoteréhez kapcsolodva befolyasoljak azoknak az atirasat. Az abiotikus stressz-tolerancia
kialakitasaban szerepet jatszo transzkripcios faktorok koziil az egyik legalaposabban vizsgalt
a CBF géncsalad. A génfunkcios vizsgalatok egyik lehetséges modja, ha egy gazda
szervezetet transzformalnak a vizsgalandd génnel, majd a transzgén hatasat a genetikailag
modositott vonalak megvaltozott tulajdonsagai alapjan vizsgaljak. Szédmos esetben
kimutattdk, hogy adott CBF génnel transzformalt ndvények megnovekedett hideg-, és/vagy
fagytiiréssel rendelkeztek.

A diplomamunkam célkitlizései az alabbiak:

o Az 0Oszi buzabol szarmazdé TaCBF14-, TaCBF15- és TaCBF16 géneket tultermeld
Arabidopsis vonalakban a transzgén miikodésének igazolasa.

e A transzgénikus vonalak fagytiirésének vizsgalata a vad tipusu Columbia 6kotipushoz
hasonlitva.

e A fagytesztek alapjan szelektalt legellenallobb vonalakban a CBF regulonhoz tartozé
néhany gén expresszidjanak tanulmanyozasa kvantitativ Real-Time RT-PCR

modszerrel.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A stressz altalanos jellemzése

A novényeket is, mint a tobbi él61ényt, gyakran érik megterhelé események, amelyek
hatranyosan befolyasoljak fejlodésiiket. Ezekkel a megterhelésekkel jaro helyzetek leirasara
szamos tudomany teriilet a ,,Stressz” Kifejezést hasznalja, melyet els6ként Selye Janos
endokrinologus hasznalt az 1930-as években. Megfogalmazésa szerint ,,a stressz a szervezet
tulterhelt, talerdltetett allapota”. Selye a stresszt az él6lények valaszanak, a stresszort pedig a
kornyezeti hatasoknak tekinti. Bevezette az ,,altalanos adaptacids szindroma” fogalmat is.
Megfogalmazasa szerint a kornyezetben gyakran el6forduld stressz hatdsokra az ¢lo
szervezetek hasonldé modon reagalnak ¢és egy tipikus tlinetcsoport (szindroma) jegyei
figyelhetéek meg rajtuk. Ennek a tiinet csoportnak a neve Altalinos Adaptaciés Szindréma —

General Adaptation Syndrom (GAS) (Selye 1936).

Magasabb szintii
rezisztencia
Stresszor . L
/ Rezisztenciaszint
alapéllapota
1. szakasz: rezizs.z‘f:r?ifi:agy 3. szakasz:
Vészreakcio (edzodes) alkalmazkodds Gsszeomlas vagy kimeriilés

1. dbra: A Selye-féle Altalanos Adaptacios Szindroma (GAS) haromfazisu kinetikai modellje.
(Selye 1975 nyoman)

A GAS Kkinetikai modelljét harom részre osztjuk (1. abra). A karositdé eseményt (pl.
homérsékleti stressz) kovetd elsd szakasz az altalanos vészreakcid, amely a novény
erfeszitését jelenti a talélés érdekében, s ekkor a rezisztencia szint az alapallapot ala

csokken. Egy bizonyos kiiszobértéket meghaladd stressz hatds a ndvény pusztulasdhoz



vezethet. Ha ez nem letalis hatas, de folytatodik, a novény élettani szempontbol atlép a
rezisztencia vagy akklimatizalodési szakaszba, melynek sordn adaptaldédik a megvaltozott
¢letfeltételekhez. Ebben a fazisban a ndvény rezisztencia szintje a normal folé emelkedik.
Ugyanakkor, ha tul sokaig all fenn a stressz hatasa, akkor a novény élettani szempontbol atlép
a harmadik szakaszba, az 0sszeomlasi vagy kimeriilési fazisba, ahol az alkalmazkoddoképesség

megszlnik, a ndvény oregedésnek indul és elpusztul (Galiba & Sutka 1997).

Biotikus kornyezeti stressznek az €16 szervezetek altal okozott karosito hatast értjiik,
beleértve a betegségeket, a tapanyagért ¢és fényért folytatott versenyt, illetve a fizikai
karositast is. Az abiotikus kornyezeti stressz az élettelen tényezok (homérséklet, csapadék,
sz¢€l stb.) olyan megvaltozasa, amely a novény szdmara karos vagy egyes esetekben letalis

(Galiba & Sutka 1997).

2.2. HOomérsékleti stressz

A mezdgazdasagilag fontos novények termeszthetdségének a hdmérséklet a legfobb
limitald tényezdje, amely a buza esetében nagymértékben befolyasolja annak fejlodését az
egyre szélsOségesebben valtozo globalis felmelegedés miatt (Porter 1999). Az 6szi vetési
gabonafélék a hosszabb tenyészidé miatt kozel 15-25%-kal produkalnak tobb termést a
tavasziakndl. Korai érésiik miatt elkeriilik a nyari szarazsagot és a legtobb betegséget. A tél
folyaman talajboritast nyajtanak, ezaltal csokkentik a talajer6zidt. Hazankban szinte kizardlag
Oszi bluzat termesztenek, mivel termesztésiik gazdasdgosabb és tobb elonnyel jar, mint a

tavaszi gabonaféléké (Galiba & Vagujfalvi 2006).

2.2.1. Alacsony hdmérsékleti stressz

A novényeknek nincs belsé hdszabalyzd rendszere, homérsékletiik megegyezik a
kornyezetiikével (poikilothermek). Az alacsony homérséklet limitalhatja a novény fejlodését
¢és korlatozhatja a produktivitast (Galiba & Vagujfalvi 2006). Hideg-stresszre érzékenynek
tekinthetjiikk azokat a ndvényeket, amelyek 0°C és 15°C kozott stlyosan karosodnak vagy
akar el is pusztulnak, de 0°C alatt semmilyen koriilmények kozott nem maradnak életben.
Hideg-rezisztensnek tekinthetjiik azokat a novényeket, amelyek a 0°C kozelében is megdrzik

¢letképességiiket. A hideg érzékenység meghatarozo tényezdje a novény genetikai adottsagai,



de emellett fontos szerepet jatszik a fejlettségi allapot és az anyagcsere aktivités is. Altalaban
a novények aktiv allapotban, aktiv fejlédési szakaszban, nappal vagy erds fényen, egyes
tapelemek hianya (kalium), illetve szarazsag stressz esetén kiilondsen érzékenyek a hidegre
(Szigeti 1998). Ugyanakkor bizonyos esetekben az alacsony homérséklet fiziologiai
sziikkségletet is jelenthet. Ilyen egyes novényeknél példaul a csirazas (Finch-Savage &
Leubner-Metzger 2006), vagy ilyen az 6szi bliza vernalizacioja is, amely a ndvény alacsony
hémérsékleti igénye a generativ fazisba valo atlépéshez (Galiba & Vagujfalvi 2006, Schmitz
& Amasino 2007).

2.2.2. Afagy

A 0°C alatt kialakulo jég az egyik legveszélyesebb tényezd a ndvények szdmara a
fagy-stressz soran. A jég kialakulasa két helyen torténhet a novényben. Gyors lehiiléskor a jég
sejten beliil (intercellularisan) alakul ki, ehhez azonban valamilyen részecskének (példaul
baktérium) kell a sejtben lennie, ami kristalyosodasi gocpontként szolgal. Az ilyen,
intracellularis jégképz6dés a sejt halalahoz vezet. A fagy eltiirésének mechanizmusa az, hogy
a jégkristalyok a sejten kiviili térben (extracellularis) alakulnak ki. Ez Gigy valosulhat meg,
hogy az extracellularis térben 1év0 szabadviz fagyasnak indul 0°C alatti hémérsékleten. A
jégképzddés miatt ozmotikus potencidlkiilonbség alakul ki a sejten kiviili és a sejten beliili tér
kozott. A potencialkiilonbségnek koszonhetd, hogy a viz a sejtbdl kidramlik az extracellularis
térbe, ami a sejten beliil dehidratacios stressz kialakulasdhoz vezet (Galiba & Vagujfalvi
2006).

A fagystressz nagy részét a vizhiany okozza (Steponkus 1984), mivel a -10°C-nal az
ozmotikusan aktiv viz korilbelil 90%-a kidramlik a sejtb6l (Thomashow 1999). A jég
olvadasakor ellentétes folyamat jatszodik le, a sejt visszanyeri eredeti vizkészletét (Lewitt
1980). Steponkus (1984) megallapitotta, hogy a hideg edzett ndvények sejthartyaja elviseli az
olvadaskor bekdvetkez6 térfogatvaltozast, az edzetleneké viszont nem. Alacsony hdmérséklet
hatasara AFP (Anti Freeze Protein) fehérjék termelddnek a sejtekben; ilyen fehérjék nem csak
novényekben, hanem halakban és rovarokban is megtalalhatok. Ezek a proteinek meggatoljak
a jégkristalyok novekedését, befolyasoljak a kristalyok alakjat és meggatoljak azok ujboli
kialakulasat (Galiba & Vagujfalvi 2006). Tekintettel arra, hogy a fagystressz

,Szarazsagstressz allapottal” jar egylitt, nem meglepd, hogy a ndvények génexpresszids



mintdzatat vizsgalva hideg- és szarazsagkezelés utan olyan géneket talaltak, amelyek mindkét

stresszhatasra indukalodtak (Shinozaki et al. 2003).

2.2.3. Hidegedz6dés

Az alacsony hoémérsékleti stressz kivédéséhez a novényeknek sziikségiik van egy
hosszabb ideig tartd edzédési idészakra. A hideg edz6dés (hardening vagy cold acclimation)
csokkenti a novényt ért karokat és noveli a fitneszét. Hazankban, természetes koriilmények
kozott ez az idészak 6sszel kovetkezik be, amikor révidiilnek a nappalok és a hémérséklet

fokozatosan csokken (Kocsy et al. 2001, Galiba & Vagujfalvi 2006).

2.3. Transzkripcios faktorok

A transzkripcids faktorok minden ¢él6lényben megtaldlhatoak, kiemelkedd szerepiik
van a génszabalyozasban. Alapveté funkciojuk, hogy a transzkripcidhoz sziikséges
pre-iniciacios komplex kialakitasaban vesznek részt, mig mas transzkripcids faktorok a
génszabalyozast teszik lehetové. Ezek a faktorok szekvencia specifikus DNS kotd fehérjék,
tehat a szabalyozott gén DNS-éhez vald kotddésiik specifikus; a célgén promoteréhez
kapcsolddva befolyasoljak azoknak az atirasat. A transzkripcios faktorokat kodold génekben
tobb alegység (domain) is megtaldlhatd. Azoknak a géneknek a csoportjat, amelyeket egy
bizonyos tipust transzkripcids faktor szabalyoz, regulonnak hivjuk. A névények abiotikus

stressz-valaszaban legalabb négy kiilonb6z6 regulont azonositottak:

1. CBF/DREB1 (C-repeat binding factor/dehydration responsive element binding)
regulon

2. NAC (NAM, ATAF és CUC) és ZF-HD (zinc-finger homeodomain) regulon

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

4. MYC/MYB (myelocytomatosis oncogene/myeloblastosis oncogene) regulon

Az elsO kettd az ABA (abszcizinsav) fiiggetlen, a masodik kettd pedig az abszcizinsav

fliggo jelatviteli ithoz kapcsoldodik (Goodrich & Tjian 2006, Saibo et al. 2009).



Dolgozatomban a buzabdl izolalt TaCBF14, TaCBF15 ¢és TaCBF16 génekkel
foglalkozom, ezért csak a CBF/DREB1 transzkripcioés faktorok jellemzését irom le

részletesen.

2.4. A CBF gének jellemzése

Az abiotikus stressz-tolerancia kialakitasért felelés gének koziil a CBF/DREB1
géncsaladhoz tartozoakat vizsgaltak a legrészletesebben. Ezek a gének kettds elnevezéssel
rendelkeznek (CBF/DREBL1), mivel két kutatocsoport egymastol fiiggetleniil, szinte egyszerre
irta le 6ket (Stockinger et al. 1997, Liu et al. 1998). A mai elterjedtebb szohasznalat a
szakirodalomban a géncsaladhoz tartozé egyes gének esetén a CBF elnevezést alkalmazza,
ezért a dolgozatomban én is ezt az elnevezést hasznalom. A CBF gének transzkripcios
faktorokat kodolnak, melyek az altaluk szabalyozott gének promoéterének CRT/DRE
(C-repeat/dehydration-element) szakaszahoz (CCGAC) koétédnek (Yamaguchi-Shinozaki &
Shinozaki 1994, Stockinger et al. 1997, Liu et al. 1998). Alacsony homérséklet hatasara
aktivalodnak, expresszidjuk a hideg akklimatizacio korai szakaszaban né meg (Gilmour et al.
1998). Zarka és munkatarsai (2003) bebizonyitottak, hogy minél alacsonyabb a hémérséklet, a
CBF-¢k transzkripcidja annal intenzivebb. Arabidopsis-ban leirtak egy olyan transzkripcios
faktort (ICE1: Inducer of CBF expression 1), amely konstitutivan expresszalodik, de csak
hideg koriilmények kozott kapcsolodik hozza a CBF gének promoteréhez és szabalyozza azok
atirasat (Gilmour et al. 1998, Zarka et al. 2003). A CBF gének expresszidjat negativ
regulatorként modosito ligazok (pl. HOS1) is befolyasolhatjak (Chinnusamy et al. 2010). A
CBF gének kifejezédése és a fagyallosag kozotti Osszefiiggést eldszor Arabidopsis-ban
bizonyitottak. Gilmour és munkatarsai (1998) kapcsolatot mutattak ki egy hideg altal
indukalhat6 gén (COR15a) expresszidja ¢és a fagyallosag kialakuldsa kozott. Bebizonyitottak

crer

legfontosabb szerepiik (Gilmour et al. 1998).

Tobb tanulmany is beszamol arrél, hogy egy Kis beavatkozas a genomban - akarcsak
egyetlen gén tultermeltetése IS - jelent6s problémakat idézhet eld. Kiilondsen igaz lehet ez
akkor, ha egy transzkripcios faktort kodolod gént expresszaltatunk tal, mivel az szamos masik
génre hathat. A CBF/DREBLI tipusu géneket konstitutiv promoterrel tulvezérelve sikeriilt
ugyan a novények fagytiirését fokozni, de ezek a novények egyes esetekben rendellenesen

fejlodtek, késobb virdgoztak, kevesebb magot érleltek, mint a kontroll egyedek (Thomashow
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2010, Hussain 2011, Soltész et al. 2013). Ugyanakkor mas kisérletekben nem volt ilyen
jellegli negativ mellékhatasa a transzgénnek (Jaglo-Ottosen et al. 1998, Oh et al. 2005, Wang
et al. 2008).

Magome és munkatarsai (2004) megallapitottdk, hogy a DDF1 (dwarf and
delayed-flowering 1) gént tultermelé Arabidopsis-ban a bioaktiv gibberellinek (GA)
szintézise lecsokkent, ami torpeséget és késoi viragzast okozott. A DDF1 gén és a CBF gének
filogenetikailag nagyon kozel allnak egymashoz. Kisérleteikkel igazoltak, hogy a DDF1 gén
indukalja a gibberellin deaktivalé géneket, igy csokkentve a bioaktiv gibberellinek szintjét.
Ezzel parhuzamosan a DELLA fehérjék is felhalmozodtak, amelyek a novekedést korlatozo
proteinekhez sorolhatéak. Ezzel szemben, a bioaktiv gibberellinek normal szintje mellett a
DELLA fehérjék inaktivalodnak, igy a novény képes a novekedésre (Magome et al. 2004).
Achard és munkatarsai (2008) bebizonyitottak, hogy az AtCBF1l gént tultermel6
Arabidopsis-ban megné a DELLA fehérjék szintje és ezzel parhuzamosan néhany, a bioaktiv
gibberellineket inaktivald GA 2-oxidaz gén expresszidja iS. Emellett a transzgénikus

novényeken fejlodésbeli visszamaradottsagot is megfigyeltek (Achard et al. 2008).

2.4.1. A CBF gének Arabidopsis-ban

A 10dfti genomja 6 CBF/DREB tipusti gént kodol, melyek koziill a CBF1/DREBI1A,
CBF2/DREB1B ¢s CBF3/DREB1C gének indukalddnak hideg hatasara (Sakuma et al. 2002).
A CBF4/DREB1D, DREB2A és a DREB2B gének viszont vizhiany és so stressz hatdsara
fejezédnek ki, de hideg hatdsdra nem (Liu et al. 1998, Nakashima et al. 2000, Haake et al.
2002). Hideg stressznek kitett Arabidopsis novényekben a CBF1/DREB1A, CBF2/DREB1B
és CBF3/DREBI1C gének mintegy 15 percen beliil indukaldédtak 14°C-on vagy annal
alacsonyabb hémérsékleten (Stockinger et al. 1997, Gilmour et al. 1998, Liu et al. 1998,
Kasuga et al. 1999).

A CBF-ek kapcsolodasa utan valik lehetségessé a COR gének transzkripcioja. Ezek
koziil a leginkabb vizsgalt gén a COR15a, mely a kloroplasztiszban halmozddik fel (Crosatti
1999). Kisérletekkel bizonyitottak, hogy nem elég egyetlen COR gén mukodésének a
megvaltozasa a fagyallosag eléréséhez (Galiba & Vagujfalvi 2006).
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2.4.2. A CBF gének gabonafélékben

A CBF gének bizonyos csoportjai csak a perjefélékre (Poaceae) jellemzoek.
Valoszinlileg az alacsony hémérsékleti toleranciajuk ¢és a mérsékelt égovi élohelyekre
terjedésiik soran fejlodtek ki benniik, mivel ezeknek a géneknek az expresszidja erdteljesebb
az 6szi gabonafélékben (Badawi et al. 2007). Az Arabidopsis mellett a legtobb informacionk a
buza (Triticum aestivum L.), az alakor (Triticum monococcum L.) és az arpa (Hordeum
vulgare L.) CBF génjeir6l szarmazod kutatasi eredményekbdl vannak. Jelenlegi tudasunk
szerint az alakor genomja legalabb 13, a btza 15, arpa 20 és a rizs 10 CBF gént tartalmaz
(Miller et al. 2006, Pearce et al. 2013, Badawi et al. 2007, Skinner et al. 2005). A Triticum
nemzetségbe tartozé fajok genomja kozotti hasonldésagok miatt a kisérletek eredményei

egymast kiegészitik (Galiba et al. 2009).

A buza alacsony homérsékleti stressz toleranciajanak vizsgalata a martonvasari MTA
ATK MGI-ben tobb évtizedes multra tekint vissza. A kenyérbtiza (Triticum aestivum L.)
hexaploid (2n=6x=AABBDD) genommal rendelkezik (Vasil 1999). Bebizonyitottak, hogy a
buza 21 kromoszémaparjabol legalabb 10 pér részt vesz az abiotikus stressz tolerancia
szabalyozasaban, melyek koziil a legjelentdsebb gének az 5-6s (5A, 5B, 5D) kromoszéman
talalhatoak (Galiba 2009). Kimutattak, hogy az 5A és 5B kromoszoma hossza karjan tobb
fagyallosagi gén (Fr-Al és Fr-B1, Frost-resistance 1) talalhatd, tovabba olyan lokuszokat is
azonositottak, amelyek a stressz adaptacioban kiemelkedd szereppel birnak (Galiba et al.
1995, Téth et al. 2003). Vagujfalvi és munkatarsai (2003) alakorban az 5A™ kromoszéman
térképezték az Fr-A2 lokuszt, a CBF3 transzkripcios faktort és egy hideg indukalhaté gén

(2006) 11 CBF gént térképeztek az alakor SA™ kromoszoma Fr-A2 régiojaban. Vagujfalvi és
munkatarsai (2005) bizonyitottak, hogy ezek koziil harom (CBF14, CBF15 és a CBF16)
expresszidja indukalodik hideg hatasara kenyérbuzaban. Knox ¢és munkatarsai (2008) a
fagytiird G3116 és a fagyérzékeny DV92 alakor genotipusokat keresztezve 1étrehoztak egy
térképezési populéciot, aminek az analizisével kimutattak, hogy a CBF gének koziil hdrom
(CBF12, CBF14 és a CBF15) jarul hozza a fagyallosag kialakitasahoz. A két kiilonb6z6 fajon,
két kiilonbo6z6 kisérletben kapott eredmények is a CBF14 és CBF15 gének szerepét igazoltak
a fagyallosag kialakitasaban.

Ezt tovabb bizonyitandd, Soltész és munkatarsai (2013) az 6szi buzdbodl izolalt

TaCBF14 ¢s TaCBF15 géneket tavaszi arpaban taltermeltették, melynek eredményeként a
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transzgénikus vonalak néhany Celsius fokkal alacsonyabb hémérsékletet is tuléltek, mint a

vad tipus.

2.5. Arabidopsis thaliana mint modellnévény

Az Arabidopsis thaliana a keresztesviragiiak rendjébe tartozo ndvény. Tobb elényos
tulajdonsaga tette lehetové, hogy biokémiai, patoldgiai, fejlodésbiologiai, élettani és genetikai
kutatasok modellje legyen (Kiss 2005). Az 1950-es években Rédei Gyorgy (Martonvasar)
kezdeményezte a genetikai analizisre vald alkalmazasat (Rédei 1975, Rédei et al. 1992). A
magasabb rendii novények kozil elsoként, 2000-ben fejezodott be a teljes genomjanak
nukleotid sorrend meghatarozasa (The Arabidopsis Genome Iniative 2000).

A kifejlett Arabidopsis kis helyigénye, rovid életciklusa (8 hét alatt magot hoz) és jo
magképz6 tulajdonsaga (10.000-20.000 mag/egyed) teszi lehetévé laboratoriumi koriilmények
kozott akar nagyobb populaciok vizsgalatat is. Evente akar 5-6 generaci6 is felnevelhetd az
egyes vonalakbol. Ontermékenyithetd, konnyen keresztezhetd diploid (a recessziv
tulajdonsagok is vizsgalhatéak) faj. Kromoszoma szama alacsony (n=5, 2n=10) és genom
mérete az egyik legkisebb a zarvatermd novények kozott (C=125 Mb) (Kiss 2005). Az
Arabidopsis genomja kevés repetitiv szekvenciat tartalmaz. A ndvény teljes DNS (gDNS,
mtDNS, cpDNS) mennyiségének 10-14%-a magasan, 23-27%-a kozepesen ismétlodd és
reagal, Agrobacterium-os transzformacioval genetikailag konnyen moédosithatd. A felsorolt
elényos tulajdonsagai miatt lehetdséget nyujt arra, hogy az Arabidopsis mint modellnévény a
rajta végzett novényi molekularis bioldgiai alapkutatasokbol szarmazo, gyors eredményeket

szolgaltasson, melyeket a mezdgazdasag ¢€s ipar teriiletén is alkalmazhatnak.
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3. Anyag ¢s modszer

3.1. Novényanyag

Az Arabidopsis thaliana L. cv. Columbia 6kotipus, mint vad tipus és a TaCBF14-, a
TaCBF15-, illetve a TaCBF16 génnel transzformalt Arabidopsis thaliana L. cv. Columbia
novényekkel végeztiik a kisérleteinket. A transzgénikus novényi vonalakat a Budapesti
Corvinus Egyetemen Dr. Papp Istvan Professzor Ur kutatocsoportja és a Magyar Tudomanyos
Akadémia Agrartudoméanyi Kutatokozpont Mezdgazdasagi Intézet Novényi Molekularis
Bioldgia Osztalyanak kutatoi (Dr. Vagujfalvi Attila, Dr. Soltész Alexandra és Dr. Szira
Fruzsina) allitottak elé egy tobbéves egyiittmiikodés keretében. A TaCBF géneket Oszi
kenyérbuzabol (Triticum aestivum ssp. cv. Cheyenne) izolaltak. A TaCBF14 ¢s a TaCBF15
gént tartalmazo konstrukcid eldallitasahoz a pMDC32-es vektort alkalmaztak, ami tartalmazta
a hygromycin rezisztenciaért felelés gént (hpt), valamint a transzgén folyamatos expresszidjat
biztositdé 35S promotert két kopiaban. A TaCBF16-0s gént pCAMBIA tipusu vektorba
épitették a hideg indukalhaté COR15a gén promoterével egylitt.

3.2. Novénynevelés

Kisérleteinket kontrollalt ¢és zart koriilmények kozott, fitotroni ndvényneveld
kamraban (Conviron) végeztiik el. A ndvényeket a csiraztatast kovetéen 1 literes miianyag
dobozba iiltettik szét (Compo Sana Zoldnovény és Palmafold); mindegyik edénybe 12-12

novény keriilt.

3.3. Fagyasztasi kisérletek

A fagyteszt el6tt a novényeket kontroll koriilmények kozott harom hétig neveltiik:
21/20°C nappali/€jszakai hdmérseklet; rovidnappalos megvilagitas (10 ora fény 14 6ra sotét);
240 pmol m™s™ fényintenzitas és 60-70%-os relativ paratartalom mellett.

A fagyasztasi kisérleteket két kiilonboz6 megkozelitésben végeztiik el, 2-2 fagyasztasi
hémérsékleten:

- Az els6 esetben kontroll koriilmények kozotti nevelés utan a novényeket 5/5°C

nappali/éjszakai homérsékleten edzettik tiz napig - a tobbi paraméteren nem
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valtoztattunk - és az edzés utan vetettiik ala a novényeket a fagytesztnek. A fagyteszt
legalacsonyabb hémérsékleti pontja -9°C (6 oran keresztiil) és -10°C (12 oran
keresztiil) voltak.

- A masodik esetben a novényeket a kontroll koriilmények (21/20°C, nappali/éjszakai)
kozotti nevelés utan, hideg edzés nélkiil fagyasztottuk -6°C (6 oran keresztiil),
illetve -7°C (6 6ran keresztiil) hdmérsékleten.

A fagyasztast 5 napig tartd regeneralddasi iddszak kovette kontroll koriilmények kozott.
Mindegyik megkozelitésben vonalanként 3 doboznyi, tehat 3*12 novényt tesztelését végeztiik

el.

3.4. A fagy karosito hatasanak vizsgalata — ,,bonitalas”

A fagyasztast kovetden a novények regeneralddd képességét tobb paraméter szerint
allapitottuk meg. A talélés/regeneracié mértékét egy 0-tol (a fagyasztast nem élte tal) 5-ig (a
fagyasztast karosodas nélkiil tulélte) terjedé skalan (2. abra) hataroztuk meg az egyedek
szintjén, ezt nevezziikk bonitdldsnak. Az értékelést 3 személy végezte el, egymastol
fiiggetleniil (Gierczik Krisztian, Dr. Soltész Alexandra, Dr. Vagujfalvi Attila). A vizualis
értékelést rogton a fagyasztast kdvetden és 5 nap regenerdcios peridodus utan is elvégeztik. A
masodik bonitalaskor megszamoltuk az adott vonalak esetén az él6 novényeket, és az
eredetileg kisérletbe bevont novények szama alapjan meghataroztuk az adott vonal talélési

szazalékat is.

2. abra: A fagyasztast koveto regeneralodasi osztalyok (0-tdl 5-ig terjedo skala).
Foto: Gierczik Krisztian
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3.5. Génexpresszios vizsgalatokhoz nevelt novények

A fagyteszthez torténd eldneveléskor alkalmazott kontroll koriilményekkel azonos
kornyezeti paraméterek kozott nevelt ndvények fejlddését kvetden a 21. napon gyiijtottiik az
elsé mintédkat a fény bekapcsolasat kovetd 3 illetve 6 oraval (3K illetve 6K). Ezutan 5/5°C
nappali/éjszakai hémérsékleten tartottuk tovabb a novényeket, a megvilagitason és a relativ
paratartalmon nem valtoztattunk. Az 5/5°C nappali/€jszakai hoémérsékleti kezelés elsé napjan
a fény bekapcsolasat kovetden szintén 3 illetve 6 oraval (3H illetve 6H) vettiik le a kovetkezd
mintakat. Az 6todik mintavételi id6pont a lehtilést koveté huszonnegyedik oraban (ami
megegyezik a fény bekapcsolasa utani harmadik oraval) tortént (24H). Az utolso, hatodik
mintavétel az 5/5°C-os kezelés elinditdsa utdni tizedik napon tortént, szintén a fény
bekapcsolasa utani harmadik ordban. A novények leveleibdl a mintdkat azonnal folyékony

nitrogénbe tettiik és -80°C-on taroltuk a késdbbi vizsgalatokig.

3.6. Génexpresszios vizsgalatok
3.6.1. RNS izolalas

A mintavétel vonalanként 5-5 novény fiatal, kifejlett leveleibdl, harom ismétlésben
tortént. Az 5 novénybol szarmazd levéldarabokat folyékony nitrogénben poritottuk el és az
igy homogenizalt mintakbol 45-50 mg-ot mértiink ki. Az RNS kinyeréséhez Viogene RNS
izolalo kit-et hasznaltunk (Viogene® VioTotal™ Plant RNA Extraction Miniprep) a gyartd
utasitasait kovetve. Az esetleges DNS szennyezést a mintak DNaz (RQ1 RNase-Free DNase,
NanoDrop UV-VIS spektrofotométerrel (ND 1000 Spectrophotometer) hataroztuk meg (1.

melléklet). Az RNS mindségét gélelektroforézissel is ellendriztiik, 1%-os agardz gélen.

3.6.2. Reverz transzkripciod

Az 1pg RNS-t tartalmazo oldat térfogatat DEPC-kezelt vizzel egészitettiik ki 10ul-re
(1. melléklet), majd 1ul Oligo(dT)15 (Promega) primert adtunk hozza. Ezt 70°C-on inkubaltuk
5 percig, majd jégen hiitdttiik, szintén 5 percig. A 11 pl templathoz adtuk hozza mintanként az
5 ul M-MLV RT puffert (Promega), az 1,25 pul dNTP-t [10mM] (Fermentas), a 6,75 ul
DEPC-kezelt vizet és az 1 ul M-MLV RT enzimet (200 U/ul) (Promega). A reverz
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transzkripcié PTC 200 Thermal Cycler (MJ Research) késziilékkel tortént, az 1. tablazatban

talalhaté homérséklet-id6 profil szerint.

1. tdblazat: A reverz transzkripcié homérséklet-ido profilja.

Hoémérséklet | Idotartam

25°C 5:00
42°C 60:00
70°C 15:00
12°C 0

A szintézis sikerességét PCR-rel ellendriztiik, két konstitutivan kifejez6d6 génre (18S
¢s GAPDH) tervezett primerpar hasznalatdval. A primerek listajat a 3.7 fejezet tartalmazza.
Az amplifikalodott termékek méretét gélelektroforézissel ellendriztiik, 1%-o0s agar6z gélen. A

CDNS-ek tesztelésére osszemért PCR reakcio Osszetétele a kovetkez6:

2. tablazat: A cDNS-ek tesztelésére 0sszemért PCR reakcid Osszetétele.

Felhasznalt anyag Mennyiség (ul)
cDNS 2
Fwd primer 0,4
Rev primer 0,4
5xGoTaq puffer (Promega) 4
MgCl; [25 mM] 1,2
dNTP [2,5 mM] 0,4
Steril MQ viz 11,45
GoTaq polimeraz enzim (Promega) 5 U/pl 0,15
Végtérfogat 20

A cDNS mintédkon alkalmazott polimeraz-lancreakcié programja a PCR késziilékben a

kovetkez6:

3. tablazat: A cDNS-ek tesztelésére alkalmazott PCR reakcio hémérséklet-id6 profilja.

Esemény HoOmérséklet Iddtartam
Tag-polimeraz hdaktivalas 95°C 2:00
Denaturalas 95°C 0:30
Primer tapadas — annealing 60°C 0:30 35 ciklus
Lanchosszabbitas — extension 72°C 0:30
Végso polimerizacid 72°C 7:00
A reakci6 vége 12°C 0
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A cDNS-ek koncentracigjat Qubit fluoriméterrel, Quant-iT™ dsDNA HS Assay

ey

mintahoz igazitva higitottuk ki DEPC-kezelt vizzel.

3.6.3. A primerek vizsgélata

A TaCBF transzforméns vonalakban a transzgén jelenlétét PCR reakcioval
bizonyitottuk, valamint a fagytesztek soran szelektalt vonalak (14/2/2, 15/10/24 és 16/5/25)
génexpresszids mintdzatdt RT-PCR moddszerrel is megvizsgaltuk. A primerek listajat a 3.7
fejezet tartalmazza. A PCR reakciok Osszetétele megegyezett a cDNS-ek mindségi

ellendrzésénél leirtakkal, homérséklet-ido profiljat az alabbi tablazat tartalmazza:

4. tablazat: A primerek tesztelésére alkalmazott PCR reakcidé homérséklet-idé profilja.

Esemény Homérséklet Iddtartam

Tag-polimeraz hdaktivalas 95°C 2:00
Denaturalas 95°C 0:30
Primer tapadas — annealing 60°C 0:30 35 ciklus
Lanchosszabbitas — extension 72°C 0:30
Végs6 polimerizaciod 72°C 7:00
A reakcio vége 12°C 0

3.6.4. Real-Time RT-PCR

A fagytesztek eredményei alapjan szelektaltuk a legellenallobb TaCBF transzformans
vonalakat (14/2/2, 15/10/24 és 16/5/25), amelyek génexpresszidos vizsgalatat Real-Time
RT-PCR moddszerrel (BIORAD CFX96 Touch™ Real-Time PCR késziilékkel) végeztiik el,
Osszehasonlitva a vad tipusi Columbia Okotipussal. Minden esetben 3 technikai ismétlést
alkalmaztunk. Kisérleteinkhez KAPA SYBR® FAST gPCR kittet hasznaltunk. A reakcié 1x
KAPA SYBR"® FAST gPCR Master Mix-b6l, 200 nM primerparbol, 0,6 ng/ul templat
CDNS-bél és 10 ul végtérfogatra kiegészitve DEPC-kezelt vizbdl allt. A primerek listajat a
3.7 fejezet tartalmazza. Referencia génként a 18S riboszomalis RNS-re tervezett primert

hasznaltuk az 5. tablazatban szereplé homérséklet-id6 profil szerint.
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5. tablazat: A Real-Time RT-PCR reakcié hémérséklet-idé profilja.

Homérséklet | Idotartam

95°C 3:00

95°C 0:03

60°C 0:20 39 ciklus
Leolvasas

65°C 0:31

65°C 0:05 .

+0,5°C/cikIUS 60 ciklus

Leolvasas

A miszer altal mért Ct értékekbél Bookout és Mangelsdorf (2003) szerint, AAC;
modszerrel szamoltuk ki a Fold Change (FC) és a Log,FC értéket.

3.7. A primerek listaja

A TaCBF transzformans vonalak expresszios vizsgalataihoz alkalmazott primerek

listaja:

A TaCBF transzgén expressziojanak ellendrzéséhez hasznalt primerek listdja Termék

(Soltész et al. 2013, Vagujfalvi et al. 2005) mérete

OE TaCBF14 | Fwd | AACCGATGACGAGAAGGAAA
transzgén 120 b

AN: HG939430 P

Soltész et al. 2013 | Rev | AACTCCGAGTAGCACGATCC

OE TaCBF15 | Fwd [ GTCGTCCATGGAAAATACCG
transzgén 143 b
AN: HG530932 P
Soltész et al. 2013 | Rev | ATGTGTCCAGGTCCATTTCC

Tm CBF16

transzgén Fwd | GCGGCATGCCTCCAACAGCGCAG
AN: EU076384 200 bp
VégﬁszggVSI etal. | Rev | ACGTGCCCAGGTCCATCTCCCCG

19



Az Arabidopsis thaliana L. endogén CBF génjeire tervezett primerek listaja

Termék

(Wang & Hua 2009)

AtCBF1

mérete

Fwd | GTGACGTGTCGCTTTGGAGTTAC
AN: AY667247 182 b
Wang & Hua P
2009 Rev | GTGAAGCAAAGAAGTAGAAAACG
AtCBF2 Fwd | TCGAGGGAGATGATGACGTGTCC
AN: AB013817 296 b
Wang & Hua P
2009 Rev | TATTTTGATTTGTTGCTTATGG
AtCBF3 Fwd | CGACGGCGATGATGACGACGT
AN: AF076155 202 b
Wang & Hua P
2009 Rev | GCATTTAAGAATAGCCCACAC

A TaCBF transzgénikus novények expresszids vizsgalatahoz hasznalt

referenciagénekre tervezett primerek listaja (Czechowski et al. 2004, Shu et al.
2013)

Termék
mérete

GAPDH

referenciagén | FWd | TTGGTGACAACAGGTCAAGCA
AN: NM101214 62 bp
Czechowski etal. [ Rev | AAACTTGTCGCTCAATGCAATC

2004

18 | Fwd | GTTGATCCTGCCAGTAGT
referenciagén 138 b
AN: GQ380689 P

Rev | ATCCGAGTAGTAGTTACCATC

Shu et al. 2013

A TaCBF transzgénikus novényekben a CBF regulonhoz tartoz6 gének

expresszios vizsgalatara hasznalt primerek listaja (Rohde et al. 2004, Tyler et al.

Termék
mérete

CORG6.6
AN: NP197101
Rohde et al. 2004

Fwd

2004, Shuetal. 2013)
GAGACCAACAAGAATGCCTTCC

Rev

TGCTCTTCTCCTCAGCTTTGC

61 bp

COR15a
AN: NM129815
Rohde et al. 2004

Fwd

AACGAGGCCACAAAGAAAGC

Rev

CAGCTTCTTTACCCAATGTATCTGC

133 bp

COR15b
AN: NM129814
Rohde et al. 2004

Fwd

CAACGAAGCCACAAAGAAAGC

Rev

CCATCCGCCAAGGCCTCC

66 bp

COR47
AN: NM101894
Rohde et al. 2004

Fwd

ACAAGCCTAGTGTCATCGAAAAGC

Rev

TCTTCATCGCTCGAAGAGGAAG

67 bp
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COR78 Fwd | GCACCAGGCGTAACAGGTAAAC
AN: NM124610 81 bp
Rohde et al. 2004 | Rev | AAACACCTTTGTCCCTGGTGG

GA3 Fwd | GCATAAACGTAGACTCGCAGTG
AN: AF047720 309 bp
Shuetal. 2013 | Rev | AGACGATCTTGGACACTTGGAT

GA20x8 Fwd | TCGGAATCAGAGGCATTAGCATATATGTTGGCAGAGG
AN: NM118239 140 bp
Shuetal. 2013 | Rev | GGTTTGGGACAAGGTGGATATCGGTTCATCCTTAGATAAC

GA30x1 Fwd | GGTCTAGCAGCTCATACCGACT
AN: NM101424 183 bp
Shuetal. 2013 | Rev | CAACACGCTTTTAAACAATCCA

GA200x1 Fwd | TATCGAACGATAGATACAAGAGC
AN: NM118674 151 bp
Shuetal. 2013 | Rev | TATCTTCTTGATGTGATGCTGTC

GA200x2 Fwd | GAGCAGTTTGGGAAGGTGTATC
AN: NM124560 186 bp
Shuetal. 2013 | Rev | TAACGTGAGATCTGGTGTTTGG

GA200x3 Fwd | TCGTGGACAACAAATGGCA
AN: NM120802 72 bp
Shuetal. 2013 | Rev | TGAAGGTGTCGCCTATGTTCAC

KAO1 Fwd | GGAATTCTTATCGCAGGTTGTC
AN: NM100394 193 bp
Shuetal. 2013 | Rev | AGCAGGATCAAATTTTCTTGGA

KAO2 Fwd | CAAAAGGCTGGAAGGTTCTGACTTG
AN: NM128803 140 bp
Shuetal. 2013 | Rev | TCCCAAACCAAAAGGAAGGAATGTG

RGL1 Fwd | CATCAATGACGACGGT
AN: NP176809 260 bp
Tyleretal. 2004 | Rev [ GTACTCTGAGTCAGGCTT

RGL?2 Fwd | CCAAAACCACTACCAGC
AN: NP186995 326 bp
Tyler etal. 2004 | Rev | TCCACACAACTTCGGG

RGL3 Fwd | ATGGATACAGAGTGGAGGAGAACG
AN: NM121755 73 bp
Shuetal. 2013 | Rev | GATGCAGCGATTAGAGGTTTCG
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4, Eredmények és értékeleésiik

4.1. Transzformans novények fenotipusos valtozasa

A vad tipusi Columbia Okotipushoz képest egyes transzgénikus vonalak esetében
fejlodésbeli rendellenességet tapasztaltunk (3. 4bra). Ezek kisebb leveleket hoztak ¢és

lassabban fejlédtek, mint a vad tipus.

A

3. abra Fenotipusos kiilonbség az egy idoben vetett Columbia, mint vad tipus ("A" kép) és a
16/5/25 (TaCBF16 gént taltermeld) transzformans ("B") vonal kozott.
Fot6: Gierczik Krisztian

4.2. Fagyteszt

A fagy Karositd hatasanak vizsgalatakor arra voltunk kivancsiak, hogy a kiilonb6z6
vonalak fagyallosaga novekedett—€ a transzgén mitkodésének hatasara. Az anyag és modszer
cimii fejezetben leirtak alapjan a fagyteszteket tehat két megkozelitésben végeztik el, a
fagyasztasi hémérséklet eldtt alkalmazott hideg-edzéssel, illetve a nélkil. Mivel a
transzformaciohoz alkalmazott konstrukcidk koziil a TaCBF14 és TaCBF15 transzgének
esetében a dupla 35S konstitutiv promoter folyamatos kifejez6dést biztosit (a TaCBF16
transzgén esetén a transzformdacidhoz haszndlt konstrukcié hideg indukdlhaté promoterrel
rendelkezik), ezért feltételezziik, hogy a transzgénikus vonalak abban az esetben is jobban
tirik majd a fagyasztast, ha a novények nem kapnak (az 0Oszi id6jarast modellezd)

hidegedzést.
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A két fagyasztasi eredményt figyelembe véve bonitalas, illetve az egyes vonalak
tulélési szazaléka, valamint a regeneralodasi képességiik alapjan azokat a transzformans
vonalakat szelektaltuk mind a harom CBF transzkripcios faktor esetében, amelyekben a

transzgén hatdsira megndtt a fagyallosag.

4.2.1. Edzés nélkiili fagytesztek
4.2.11. Edzés nélkiili fagyteszt -6°C-on

A hidegedzés nélkiil fagyasztott ndvények koziil -6°C-on jelentds kiilonbséget nem
tapasztaltunk a Columbia vad tipus és a transzformans vonalak kozott. A 4. abran lathato
fotok kozvetleniil a fagyasztasi protokoll utan késziiltek. Lathatjuk, hogy a -6°C-0s fagynak
nem volt karosit6 hatasa sem a vad tipusi Columbia Okotipusra, sem a transzformans
vonalakra. Az 5. abran lathato, hogy az értékeld személyek altal adott szubjektiv bonitalasi
pontszamok az adott vonal esetén szinte azonosak, a ndvények regeneralodéd képessége kozel

maximalis volt.

4. dbra: A -6°C-os fagyasztas hatdsa a Columbia vad tipusra ("A" kép) és a transzformans
vonalakra ("B" kép: TaCBF14, "C" kép: TaCBF15, "D" kép: TaCBF16 gént tultermeld
vonalak). A fényképek kozvetleniil a fagyasztas utan késziiltek. Foto: Gierczik Krisztian
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A fagy karositasa -6°C-on
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5. abra: A -6°C-0s fagy karositasanak mértéke a bonitalasi adatok alapjan a fagyasztast kovetd
els6 napon. A 14/1/2 és 14/2/2 jelolés a TaCBF14 génnel transzformalt, a 15/10/24 jelolés a
TaCBF15 génnel transzformalt, valamint a 16/3/37 és 16/5/25 jelolés a TaCBF16 génnel
transzformalt vonalakat jel6li (GK: Gierczik Krisztian; VA: Dr. Vagujfalvi Attila; SA: Dr.
Soltész Alexandra; a bonitalast végz6 személyek monogramja).

4.2.1.2. Edzés nélkiili fagyteszt -7°C-on

A -7°C-o0s fagyasztasnal a 14/2/2 és a 16/5/25 vonalak kevésbé karosodtak, mint a vad

kozott nem kaptunk kiilonbséget (6. abra).

Fagyteszt, hideg edzés nélkiil -7°C-on

4
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1. il
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14/1/2 14/2/2  15/10/24  16/3/37 16/5/25 Columbia

6. abra: A fagyteszt karosito hatasanak értékelése bonitalassal, 24 éraval a fagyasztast
kovetben a -7°C-on fagyasztott novények esetében. A 14/1/2 és 14/2/2 jelolés a TaCBF14
génnel transzformalt, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel transzformalt, valamint a 16/3/37
¢és 16/5/25 jelolés a TaCBF16 génnel transzformalt vonalakat jeloli (GK: Gierczik Krisztian;
VA: Dr. Vagujfalvi Attila; SA: Dr. Soltész Alexandra; a bonitalast végzé személyek
monogramja).
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Ot nap regeneralodasi id6 elteltével az eredmények még jobban kiildnbdznek
egymastol. A 14/2/2 és a 16/5/25 vonalak talélték a -7°C-os fagyasztast, amely a kontroll
Columbia 6kotipus szamara, valamint a 14/1/2, a 15/10/24 és a 16/3/37 vonalak esetén is mar

letalisnak bizonyult (7., 8. és 9. abra).

Fagyteszt, hideg edzés néelkiil -7°C-on
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7. abra: Az 6t napos regeneralodas utani talélési szazalék. A 14/1/2 és 14/2/2 jelolés a
TaCBF14 génnel transzformalt, a 15/10/24 jel6lés a TaCBF15 génnel transzformalt, valamint
a 16/3/37 és 16/5/25 jelolés a TaCBF16 génnel transzformalt vonalakat jeloli (GK: Gierczik
Krisztian; VA: Dr. Vagujfalvi Attila; SA: Dr. Soltész Alexandra; a bonitalast végzo
személyek monogramja).

8. abra: A -7°C-os fagyasztasi hdmérséklet (hideg-edzés nélkiil) hatasa a vad tipusti Columbia
szamara (az ,,A” fénykép kozvetlenill a fagyasztas utan késziilt, mig a ,,B” fénykép az 6t nap
regeneralddasi periddus utan). Foto: Gierczik Krisztian
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9. abra: A -7°C-os fagyasztasi hdmérséklet (hidegedzés nélkiil) hatasa a 14/2/2-es vonal
esetén. Az ,,A” fénykép kozvetleniil a fagyasztas utan késziilt, mig a ,,B” fénykép az 6t nap
regeneralddasi periodus utan. Fotd: Gierczik Krisztian

4.2.2. Fagytesztek hideg-edzési periodussal

Hideg edzési periodust alkalmazva a vonalakat -9°C ¢és -10°C hdmérsékleten

fagyasztottuk.

4.2.2.1. -9°C-os fagyteszt hideg-edzési periddussal

A hidegedzés utan fagyasztott novények koziil -9°C utan jelentds kiillonbséget nem
tapasztaltunk a Columbia vad tipus és a transzformdns vonalak regenerdlodd képessége

kozott. A 10. abran lathato, hogy a ndvények regeneralodo képessége kozel maximalis volt.

Fagyteszt, hideg edzéssel -9°C-on
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10. abra: A fagy karositd hatasabol szamolt tulélési szdzalék a -9°C-on (fagyasztast kovetd 24
Oraval). A 14/1/2 és 14/2/2 jelolés a TaCBF14 génnel transzformalt, a 15/10/24 jelolés a
TaCBF15 génnel transzformalt, valamint a 16/3/37 és 16/5/25 jelolés a TaCBF16 génnel

transzformalt vonalakat jeloli (GK: Gierczik Krisztian; VA: Dr. Vagujfalvi Attila; SA: Dr.
Soltész Alexandra; a bonitalast végzo személyek monogramja).

26




4.2.2.2. -10°C-os fagyteszt hideg-edzési periddussal

A hideg-edzett novények alacsonyabb homérsékleten valod fagyasztasa soran a kontroll
novényként hasznalt Columbia Skotipus a -10°C-os fagyot is tulélte, de a leveleken lathat6 a

fagy karosito hatasa (11. abra).

11. abra: A Columbia 6kotipus a -10°C-os fagyasztast kovetd 6t napos regeneralddasi
periodus utan. A fényképen lathat6 a fagy kéarositd hatasa. Foto: Gierczik Krisztian

A hideg-edzett vonalak koziil a -10°C-os fagyasztasnal a 14/2/2, a 15/10/24 és a
16/5/25 kevésbé karosodott, mint a vad tipus. A 14/1/2 és a 16/3/37 vonalak az atlagos

szorasok atfednek. A 12. abran az abrazolt értékek a harom értékelé személy (Gierczik

Krisztian, Dr. Vagujfalvi Attila, Dr. Soltész Alexandra) altal adott pontszamok atlaga.
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Fagyteszt, hideg edzéssel -10°C-on

i

14/1/2 14/2/2 15/10/24  16/3/37 16/5/25  Columbia

Bonitalasi érték

12. abra: A fagyasztast kovetd els6 nap bonitalasi eredményei a -10°C-on fagyasztott
ndvények esetében. A pontszamok harom értékeld személy altal adott pontok éatlagai.

A vizsgalt transzgénikus vonalak fagyasztidsi eredményei alapjan a harom CBF
transzkripcios faktor esetén a legellenallobbakat (14/2/2, 15/10/24 és 16/5/25) kivalasztottuk.

A génexpresszios vizsgalatainkat csak ezeken a vonalakon végeztiik el.

4.3. Génexpresszios vizsgalatok
4.3.1. A cDNS mintak koncentracidinak meghatarozasa

A génexpresszios vizsgalatokhoz a mintdk koncentracidit Qubit fluoriméterrel hataroztuk
meg. A mérési eredményeket a 2. melléklet tartalmazza. A fagytesztek alapjan
legellenallobbnak bizonyult harom transzgénikus vonal (14/2/2, 15/10/24 és 16/5/25) kettd
mintavételi idopontjabol (3K és 24H) szarmazd mintdkat teszteltiik. A tovabbiakban
részletesebben vizsgalt 14/2/2 vonal, valamint a Columbia Okotipus Qubit fluoriméterrel

tortént mérési eredményeit a 3. és a 4. melléklet tartalmazza.

4.3.2. Referenciagén valasztasa

A Real-Time RT-PCR vizsgalatokhoz hasznalt referenciagénekre tervezett

primerparokat eldszor RT-PCR reakcidval teszteltilk (13. abra). A két vizsgalt gén a 18S

28



riboszomalis RNS és a GAPDH volt. A gélkép alapjan a 18S riboszémalis RNS-re tervezett

primerpar esetében erdsebb jelet kaptunk, ezért ezt hasznaltuk a késObbi génexpresszids

vizsgalatainkhoz.
18S V M GAPDH V M
r A N : r A N
1000bp —> i 1000bp —> fot
500bp —> = 500bp —> 1=

D a0 G0 TR X Gm) 6=  —~
- N e -

13. abra: A referenciagénekre tervezett primerparokkal amplifikalt PCR-termékek
gélelektroforézis képe néhany véletlenszertien valasztott mintan. V: vak minta. M: marker
(GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific). Foto: Gierczik Krisztian

4.3.3. A transzgén kifejez6désének vizsgalata

A reverz transzkripciot kovetéen PCR moddszerrel igazoltuk a transzgénikus
vonalakban a transzgén miikodését. Templatként a 3 oras kontroll (3K) és az egy napig
hideg-kezelt (24H) mintakat teszteltik. A  gélelektroforézis eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy minden egyes transzgénikus mintaban a megfelel6 transzgén fejez6dott
Ki. Az eredmények megerésitése végett leteszteltik a Columbia Okotipust és a beépiilt
transzgén mellett a masik két konstrukcioban hasznalt CBF gént is. Ezekben az esetekben
nem kaptunk terméket, tehat a transzgének kifejezddésére tervezett primerparok specifikusak,
csak a bizabol szarmazo transzgént amplifikaljak fel és a vad tipusti Arabidopsis-ban, ill. a

mas konstrukcidval transzformalt vonalakban nem kotddnek szekvencidhoz (14. abra).
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e

= 1000bp
- 500bp

14. abra: A transzgén vizsgalata. A templat cDNS mind a hdrom primerparnal a harom oras
kontroll (3K) és az egy napig hideg-kezelt (24H) mintak voltak. M: marker (GeneRuler 100
bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific); Col: Columbia dkotipus. Foto: Gierczik Krisztian

4.3.4. A primerek specifikussaganak vizsgalata

A Real-Time RT-PCR hasznalata el6tt megvizsgaltuk a 3.7 fejezetben talalhato
primereket RT-PCR modszerrel, és a reakcio utan a termékeket gélelektroforézis modszerrel
analizaltuk. Az eredményekbdl kovetkeztettiink arra, hogy az alkalmazni kivant rovid
oligonukleotid szekvencidk hasznalatakor csak a primertervezés alapjan vart termék
keletkezik—e vagy amplifikalodnak nem specifikus fragmentumok is, illetve hogy egyaltalan
amplifikal-e terméket a mi kisérleti rendszeriinkben az adott primerpar a vizsgalt vonalakban.
Az eredmények alapjan tiz primerpart kizartunk a tovabbi expresszios vizsgalatokbol
(AtCBF1, AtCBF2, AtCBF3, AtCBF4, COR15b, COR78, GA200x3, GA3, RGL1, RGL3) és
csak tiz primerparral folytattuk a génexpresszios vizsgalatainkat Real-Time RT-PCR

modszerrel.

4.3.5. Génexpresszios vizsgalatok Real-Time RT-PCR moddszerrel

Az adott transzgénre tervezett génspecifikus primert hasznaltuk a transzformans
vonalak, valamint a vad tipusi Columbia &kotipus Real-Time RT-PCR vizsgalatdhoz.
Referenciagénként a 18S riboszomalis RNS-re tervezett primert hasznaltuk. Az adatokat
AACt modszerrel értékeltik ki. A diagramokon abrazoltuk a Fold Change értékeket,
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melyekbdl latszik, hogy relative hanyszorosa az adott gén kifejezdése a transzformans
mintakban, ha a vad tipus kontroll mintajaban mért expressziot 1-nek tekintjiilk. Egyes abrak a
Log,FC értékeit is bemutatjak, mely az expresszidvaltozas kettes alapu logaritmus értéke.
Ezaltal a hidegindukalt allapothoz képest kisebb 1éptékii, de kontroll koriilmények kozott
kimutathat6 néhanyszoros génexpressziobeli kiilonbségek is lathatova valnak a grafikonokon.
Az expresszids vizsgalatoknal minden esetben a ,,harom 6ras kontroll” (3K) és az ,,egy napos

hideg-kezelt” (24H) mintakat hasznaltuk.

4.3.5.1. A transzgén kifejezddésének vizsgalata

A TaCBF14 ¢és a TaCBF15 transzgén mar kontroll koriilmények kozott is kifejezddott
a konstitutiv kifejez6dést biztosité dupla 35S promoéternek koszonhetéen a trranszgénikus
vonalakban. Megallapitottuk, hogy hideg hatasara a vizsgalt gének expresszids szintje a
kontroll mintaknal mért expresszios szinthez képest megnovekedett. A vad tipusu Columbia
Okotipusnal nem mértiink génexpresszidot sem kontroll korilmények kozott, sem a
hideg-kezelt mintakban, tehat a transzgénre tervezett primerpar nem kotédik semmilyen

szekvencidhoz a vad tipusban (15. és 16. abra).

r¢  TaCBF14 gén expresszioja

6000000

5000000

4000000

3000000 M kontroll

M hideg

2000000

1000000

0 T
Columbia 14/2/2

15. abra: A TaCBF14 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A 14/2/2 jelolés a
TaCBF14 génnel transzformalt vonalat jeloli.

31



60000

50000

40000

30000

20000

10000

TaCBF15 gén expresszioja

Columbia 15/10/24

W kontroll

M hideg

16. abra: A TaCBF15 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A 15/10/24 jelolés a

TaCBF15 génnel transzformalt vonalat jel6li.

A TaCBF16 transzgén esetén a hideg indukalhaté promoter kifejezdése miatt jelentds

kiilonbséget tudtunk kimutatni a transzgénikus vonal kontroll és hideg koriilmények kozott

vett mintai kozott. Alacsony hémérséklet hatasara a transzgén kifejezédése a kontroll

korlilmények kozott mért expressziohoz képest tobb mint haromszorosara nétt. A vad tipust

Columbia dkotipusnal nem mértiink génexpresszidt sem kontroll koriilmények kozott, sem a

hideg-kezet mintakban, tehat a transzgénre tervezett primerpar nem kotddik semmilyen

szekvenciahoz a vad tipusban (17. abra).
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17. abra: A TaCBF16 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A 16/5/25 jelolés a

TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jeldli.
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4.3.5.2. A COR gének expresszios vizsgalata

A hideg indukalhat6 COR gének miikddése hozzdjarul a ndvények alacsony
hémérsékleti stressz-toleranciajahoz. A CBF transzkripcidés faktorok a COR gének

promoteréhez kapcsolodva indukaljak annak transzkripciojat.

A CORG6.6 gén expresszios vizsgalatainal kimutattuk, hogy a vad tipust Columbia-hoz
képest a transzformans vonalakban mar kontroll korilmények kozott is expresszalodik,
kiilonésen a 16/5/25 vonal esetében. Hideg kezelés hatasara jelentésen megné a
kifejezddésének a mértéke a vad tipusban, mig a transzformansokban ehhez képest is nagyobb

expresszios szintet mértiink. (18. abra).

FC CORG6.6 gén expresszidja
1000
100
10 kontroll
W hideg
1 T - T
Columbia 14/2/2 15/10/24 16/5/25
0

18. abra: A CORG6.6 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a 14/2/2
jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jelolés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jeloli.

A COR47 gén kifejez6dése, hasonloan a CORG6.6 génhez, a Columbia esetében csak a
hideg-kezelt mintdkon volt kimutathatd, mig a transzformans vonalakban mar kontroll
koriilmények kozott is detektaltuk a gén kifejezodését. Kiilonbséget mutattunk ki a kontroll
mintak ¢s a hideg-kezelt mintak k6zott mind a harom transzgénikus vonalban. A COR47 gén
expresszidja a ,,24 oras hideg-kezelt” mintakban a harom transzformans vonalban itt sem
mutatott jelentds kiilonbséget a vad tipushoz képest. Kontroll koriilmények kozott ennél a

génnél is a legnagyobb expressziot a TaCBF16 vonalnal mértiik (19. abra).
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Log,FC COR47 gén expresszioja
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19. abra: A COR47 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a 14/2/2
jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jelolés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jel6li.

Hasonloan a fent emlitett két COR génhez, a COR15a gén expresszidja a vad tipusban
csak hideg-kezelés hatasara indukalodott. A Fold Change érték abrazolasabol lathato, hogy a
vad tipussal ellentétben a TaCBF14, TaCBF15 és TaCBF16 vonalakban mar kontroll
koriilmények kozott is kifejezodott, és hideg-kezelés hatdsara expresszids szintje még inkabb
novekedett; de a ,,24 oras hideg-kezelt” mintakban a Columbia vad tipusban mért
génexpresszio mértéke kozel azonos volt, mint a transzgénikus vonalakban detektalt értékek
(20. abra).

Log,FC COR15a gén expresszidja
1000
100
M kontroll
W hideg
10
1 T
Columbia 14/2/2 15/10/24 16/5/25

20. abra: A COR15a gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a
14/2/2 jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jeldlés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jel6li.
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4.3.5.3. A gibberellinsav-jelatviteli Gthoz tartozé gének expresszios vizsgalata

A fejlodést befolyasolo, gibberellinsav (GA) jelatviteli Gthoz tartozd gének koziil
néhany ent-kaurén sav oxiddz gén (KAO), a bioaktiv gibberellinek szintéziséért felelds gének
(GA20-oxidaz és a GA3-oxidaz gének) és a gibberellinek deaktivacidjaért felelés gének

(GA2-oxidaz gének) expresszios vizsgalatat végeztiik el.

A KAO1 (ent-kaurenoic acid oxidase 1) gén expresszios vizsgalatai soran Kimutattuk,
hogy a vad tipust Columbia kontroll és hideg-kezelt mintai k6z6tt nincs jelentOs kiilonbség a
gén kifejez0désének szintjében. Kontroll koriilmények kézott a vad tipus €s a transzgénikus
vonalak kozott sem mértiink jelent6s kiillonbséget. Hideg hatasara a 14/2/2 és 16/5/25 vonalak
esetében jelentésen megndtt a KAOL gén expresszids szintje. A tobb mint kétszeres kiillonbség

miatt a 14/2/2 vonalat részletesen is megvizsgaltuk az adott génre (21. abra).
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21. abra: A KAO1 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a 14/2/2
jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jelolés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jeldli.

Az ent-kaurén sav oxidaz 1 (KAO1L) részletes génexpresszids vizsgalatabol kimutattuk,
hogy a vad tipusii Columbia és a 14/2/2 vonal kontroll mintai kdzott nincsen jelentds
kiilonbség. Hideg hatasara a vad tipusnal egy jelentds génexpresszid valtozast figyeltiink meg.
Ez azonban az elsé napra mar visszaesett a kontroll mintak szintjére €s a kisérlet végéig nem
valtozott. Ezzel ellentétben, a transzgénikus TaCBF14 vonalnal hideg hatasara kozel két-,

haromszoros KAO1 gén-kifejezddést mutattunk ki az 6sszes hideg-kezelt mintabdl (22. abra).
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22. abra: A KAO1 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a 14/2/2
jelolés a TaCBF14 génnel transzformalt vonalat jeloli. (3K: 3 6ras kontroll-, 6K: 6 6ras
kontroll-, 3H: 3 oras hideg-kezelt-, 6H: 6 oras hideg-kezelt-, 24H: 1 napig hideg-kezelt-, 1W:
1 hétig hideg-kezelt minta).

A KAO2 (ent-kaurenoic acid oxidase 2) vizsgalatakor kimutattuk, hogy kontroll
koriilmények kozott csak a 16/5/25 vonal esetében magasabb a gén expresszios szintje a vad
tipushoz képest. A masik két transzgénikus vonal (14/2/2 és 16/5/25) esetén a Columbia-ban
mérthez képest kozel azonos szintet mutattunk ki. Hideg hatasara megnétt a KAO2 gén
kifejezodése a 14/2/2 és a 16/5/25 vonalnal. Egyértelmi kiilonbséget a vad tipushoz képest
csak az eldbbinél tapasztaltuk, ezért azt részletesebben is megvizsgaltuk a KAO2 génre (23.

abra).
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23. abra: A KAO2 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a 14/2/2
jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jelolés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jeldli.
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A KAOZ génexpresszios vizsgalataindl megallapitottuk, hogy a vad tipusnal kontroll
koriilmények kozott nem valtozott a célgén kifejezddése. Alacsony hdmérséklet hatasara a hat
oras hideg-kezelt mintain jelentds génkifejez6dést mutattunk ki, viszont a 3H, 24H és 1W
mintdk génexpresszios szintjei nem tértek el jelentdsen a kontrollhoz képest. A vizsgalt
TaCBF14 transzgénikus vonalnal kontroll koriilmények kozott a KAO2 génexpresszidja kozel
azonos volt a Columbia 6kotipushoz. A transzformans vonal harom ¢és hat oras hideg-kezelt
mintain jelentés kiilonbséget nem mutattunk ki a kontroll hémérsékleten mért adatokhoz
képest. Hideg hatasara a TaCBF14 vonal KAO2 expresszios szintje fokozatosan emelkedik a
kisérlet végéig, bar jelentds kiilonbség csak egy nap hideg-kezelés utan detektalhato (24.

abra).
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24. abra: A KAO2 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a 14/2/2
jelolés a TaCBF14 génnel transzformalt vonalat jeloli. (3K: 3 oras kontroll-, 6K: 6 6ras
kontroll-, 3H: 3 o6ras hideg kezelt-, 6H: 6 oras hideg kezelt-, 24H: 1 napig hideg kezelt-, 1W:
1 hétig hideg kezelt minta).

A gibberellinsav-20-oxiddz-1 (GA200x1) gén esetében a 16/5/25 vonalnal kozel
négyszeres génexpressziot mértiink kontroll koriilmények kozott a vad tipust Columbia
okotipushoz képest. A gén expresszidja hideg hatdsara mind a négy vizsgalt vonal esetében

csokkent, de mindegyik transzgénikus vonal esetén magasabb volt, mint a vad tipusnal mért

értékek (25. abra).
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25. abra: A GA200x1 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a
14/2/2 jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jelolés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jel6li.

A gibberellinsav-20-oxidaz-2 (GA200x2) gén esetében a vad tipusit Columbia kontroll
¢s hideg-kezelt mintai kozott génexpresszios szinten nem mutattunk ki kiilonbséget. Kontroll
korilmények kozott mind a harom transzgénikus vonalndl novekedett a vizsgalt gén
kifejezodése. Hideg hatasara a 14/2/2 és 16/5/25 vonalakban mutattunk ki jelentds
génexpresszios novekedést a GA200x2 esetében. A 15/10/24 vonalnal hideg hatasara a

gibberellinsav-20-oxiddz-2 gén expresszidja lecsdkkent (26. abra).
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26. abra: A GA200x2 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a
14/2/2 jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jel6lés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jelolés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jeldli.
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A gibberellinsav-3-oxiddz-1 (GA30x1) gén vizsgalatakor kimutattuk, hogy a Columbia
vad tipus és a 15/10/24 esetében nem mutatkozott jelentds kiilonbség a kontroll és a
hideg-kezelt mintak kozott. A 16/5/25 vonalban haromszor, illetve két és félszer nagyobb a
génexpresszio mértéke a kontroll és a hideg-kezelt mintakhoz képest, mint a Columbia vad
tipus esetében. Megallapitottuk, hogy a 14/2/2 vonalon kiviil a 15/10/24 ¢és a 16/5/25
vonalaknal alacsony homérséklet hatdsara a génkifejez0dés mértéke nem valtozott, és a

szorasok atfednek (27. abra).
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27. abra: A GA30x1 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a 14/2/2
jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jelolés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jeloli.

A gibberellinsav-2-oxiddz-8 (GA20x8) gén esetében kontroll koriilmények kozott
kozel azonos mértekii génexpresszidt mutattunk ki mind a négy vonalnal. Hideg hataséra a

vadban is és a transzformansokban is megnétt a vizsgalt gén expresszioja, de a legnagyobb

novekedést a kezelés hatasara a 14/2/2 és a 16/5/25 vonalaknal mértiik (21. abra).

39



Log,FC GA20x8 gén expresszioja

25

20 T

15

m kontroll

hideg

10

Columbia 14/2/2 15/10/24 16/5/25

28. abra: A GA20x8 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a 14/2/2
jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jelolés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jeldli.

4.3.5.4. RGL (Resistance Gene Analog Like) gének expresszids vizsgalata

A DELLA fehérjék csoportjaba tartoz6 RGL gének az Arabidopsis-ban is a ndvekedést
korlatozé proteinekhez sorolhatoak; koziiliik az RGL2 gén vizsgalatat végeztiik el Real-Time
RT-PCR moddszerrel. Megallapitottuk, hogy a vad tipusnal hideg hatasara a gén
represszalodik. Hasonld eredményt kapunk a 14/2/2 és a 15/10/24 vonalnal is. Habar nagyobb
1éptékili expressziobeli csokkenés csak a vad és a 15/10/24 vonal esetében all fenn, a 14/2/2
vonalnal is kimutathato Kisebb eltérés a kontroll koriilmények kozott mért szinthez képest, bar

nagyok a szorasok és részben atfednek (29. abra).
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29. abra: A RGL2 gén expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel. A diagramon a 14/2/2
jelolés a TaCBF14 génnel, a 15/10/24 jelolés a TaCBF15 génnel és a 16/5/25 jelolés a
TaCBF16 génnel transzformalt vonalat jeldli.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

5.1. Transzforméns ndovények fenotipusos valtozasa

A Kkisérleteink soran a Columbia Okotipushoz képest egyes esetekben fejlédésbeli
rendellenességet tapasztaltunk a transzformans vonalakban. A szakirodalomban szamos olyan
esetet targyalnak, amikor a CBF transzgénikus ndvényben bizonyos foku fejlodési
visszamaradottsagot, akar torpeséget és/vagy megkésett viragzast figyeltek meg (Liu et al.
1998, Gilmour et al. 2004, Thomashow 2010, Hussain et al. 2011, Soltész et al. 2013).
Ugyanakkor taldlunk ellenpéldat is, amikor a bevitt CBF transzgénnek nem volt ilyen jellegli

hatésa (Jaglo-Ottosen et al. 1998, Oh et al. 2005, Wang et al. 2008).

5.2. Fagyteszt

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a CBF14, CBF15 és CBF16 gének fagytiirésben
betoltott szerepét, a transzformdns vonalakat a vad tipusi Columbia Okotipussal egyiitt

fagytesztnek vetettiik ala.

Az edzés nélkiili fagytesztek soran kimutattuk, hogy hogy a -6°C-ot valamennyi
vizsgalt vonal - a vad tipus is karosodas nélkiil tulélte. Tehat a -6°C még nem megfeleld arra,
hogy a vonalak fagytlird képessége kozott kiillonbséget tegyilink. A -7°C a vad tipus szdmara
mar letalisnak bizonyult, de a 14/2/2 és a 16/5/25 vonalak kozel 40%-a képes volt tlélni ezt a
hémérsékletet és regeneralodtak. Ezek szerint a TaCBF14 és TaCBF16 géneknek szerepiik
van a fagytlirés kialakitdsaban a transzgénikus Arabidopsis-ban, mig az 06szi buzabol

szarmazd CBF15 génnek ebben a kisérleti megkdzelitésben nem volt ilyen hatasa.

A hideg-edzésen atesett novények koziil az Osszes vonal, beleértve a vad tipust is,
karosodas nélkiil talélte a -9°C homérsékletli fagyasztast. Kimutattuk, hogy a vad tipusa
Columbia a -10°C-os fagyasztas is tulélte, de a leveleken lathaté a fagy karositd hatasa.
Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a 14/2/2, a 15/10/24 és a 16/5/25 vonalak kevésbé
karosodtak, mint a vad tipus. Ezéltal igazoltuk az TaCBF14, TaCBF15 és TaCBF16 gének

hatasat az Arabidopsis fagyallosaganak kialakitasaban.
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Morran és munkatarsai (2011) a CBF/DREB1 génekhez filogenetikailag kozel allo
TaDREB2 ¢és TaDREB3 génekkel transzformaltak tavaszi arpat és buzat. Kisérleteikkel
bizonyitottak, hogy a kontroll koriilmények kozott elénevelt transzformans arpa 25-55 %-a
talélte a -6°C-0s edzés nélkiili fagykezelést. Soltész €s munkatarsai (2013) is hasonlo
eredményt kaptak a TaCBF14 és TaCBF15 géneket tultermeld arpavonalak tesztelésekor.
Kisérleteiket -10°C, -11°C ¢és -13°C homérsékleten, hideg-edzéssel is elvégezték.
Bizonyitottak, hogy ezek a transzkripcios faktorok fokozzak a tavaszi Golden Promise arpa
fagytirését. Jeknic és munkatarsai (2014) a HVCBF2A gén thltermeltetésével fokoztak a
fagytiirést arpaban. Ok kontroll koriilmények kozott, 18°C-os elénevelést kovetden egy napon
keresztiil -3°C-on tartottdk a ndvényeket. A talélési szazalék meghatarozasa alapjan
megallapitottak, hogy a Golden Promise-hoz képest, a vizsgalt vonalak fagytiirése jelentdsen

jobbnak bizonyult.

Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a TaCBF transzforméans vonalak megndvekedett
fagytlirést mutattak a vad tipushoz képest; a Columbia Skotipus szamara letalis fagyasztasi
hémérsékletnél alacsonyabb hémérsékletii fagyasztas utan is regeneralodtak. Ezaltal igazoltuk
az 6szi buzabol szarmaz6 TaCBF14, TaCBF15 és TaCBF16 transzkripcids faktorok hatasat az
Arabidopsis fagyallosaganak kialakitasaban.

Az eredmények alapjan azt is megallapitottuk, hogy a fagyasztast megeléz6en
alkalmazott hideg-edzéssel kevesebb fagykarosodast és magasabb tulélési szazalékot lehet
elérni mindegyik vonalnal, mint edzés nélkiil. Hasonl6 tendenciat mutattak ki CBF-taltermel6
novények ugyanezen két megkozelitésben elvégzett fagytesztjei kozott (Soltész et al. 2013,

Jeknic et al. 2014).

Ezen kisérletek eredményei alapjan szelektaltuk a fagytlirésben ellenallobb vonalakat,
melyek nevezetesen a 14/2/2, a 15/10/24 és a 16/5/25; a jelolés a TaCBF14 génnel, a
TaCBF15 génnel és a TaCBF16 génnel transzformalt vonalakat jeloli (azonos sorrendben).

Ezeket tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ald, génexpresszios szinten.
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5.3. Génexpresszios vizsgalatok
5.3.1. A transzgén kifejez0désnek vizsgalata

Mar bizonyitottak, hogy a TaCBF14, TaCBF15 és TaCBF16 gének az Arabidopsis
thaliana L. cv. Columbia novényekbe beépiiltek. Az altalunk elvégzett Real-Time RT-PCR
eredmények alapjan megallapitottuk, hogy minden egyes vonalnal ki is fejez6dott a kivant
transzgén. Kisérleteinkkel tehat bizonyitottuk, hogy egy egyszikii ndvénybdl szarmazo génnel
transzformalt kétszikli novényben a transzgén sikeres beépiilése utan kifejezédik. Hasonld
eredményt irtak le Baldoni és munkatarsai (2013) rizsbdl izolalt, Arabidopsis-ba transzformalt

génrol.

Kimutattuk, hogy a TaCBF14 és TaCBF15 transzgén mar kontroll koriilmények kozott
is indukalodott a 2*35S konstitutivan miikdd6 promoter miatt. Hideg hatasara mind a két gén
esetében megnodvekedett a génexpresszio. A TaCBF16 vonalndl a hideg indukalhatod
promoéternek koszonhetéen megnovekedett génexpresszios szintet mutattunk ki alacsonyabb
hémérséklet hatasara, mint kontroll koriilmények kozott. Mar RT-PCR reakcioval kimutattuk,
hogy a hideg-indukcioé miatt az egyes mintaknal olyan mértékii az expresszio novekedés, hogy

szemmel is konnyen észlelhetd a termék mennyiség-beli kiilonbsége a gélképen.

A TaCBF16 vonal esetében tehat magat a transzgént vezérlé corl5a hideg-indukalhato
promoter alacsony hdmérséklet hatasara indukalddott. Ugyanakkor egy alap szintli
génexpressziot mutattunk ki mar kontroll koriilmények kozott is, mivel a transzgén nem
induktiv koriilmények kozott is - kis mértékben - kifejez6dott. Vannini €s munkatarsai (2007)
paradicsom ndvényekben mutattak ki hasonlod jelenséget (Vannini et al. 2007), illetve
transzgénikus arpan végzett kisérletekben is leirtak hasonlo esetet (Soltész et al. 2012).
Vannini a jelenséget a promoter ,szivargasaval” magyarazta. Egy masik lehetséges
magyardzat, amit Yoo €s munkatarsai (2005) irtak le, miszerint a konstrukcioban jelen 1évo
szelekcids markergén expresszidjat biztositd konstitutiv promoter is hathat a transzgén
miikddésére. Ezen kiviil mas endogén gének promoterének erdsitd hatasa is befolyasolhatja a

transzgént.
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5.3.2. A CBF regulonhoz tartoz6 gének expresszidja

Az altalunk vizsgalt, hideg-indukalhat6 COR6.6, COR47 és COR15a gének esetében
az alacsony homérsékleti kezelés hatasara hasonld Iéptékii génexpresszid ndvekedést
mutattunk Ki a harom transzgénikus vonalban és a Columbia Okotipusban. Jelentds eltérés a
kontroll mintdk kozott volt. A vad tipusban kontroll koriilmények kozott a vizsgalt COR
gének nem expresszalodtak, mig a transzformans vonalakban igen. Ez a kiilonbség részben
magyarazatul szolgalhat arra, hogy miért tiirték jobban a transzformans vonalak a fagyasztast,
mint a vad tipusi Columbia 6kotipus. Ugyanezek a fent vizsgalt transzkripcids faktorok
transzgénikus arpaban is indukaltdk a COR gének kifejez0dését mar kontroll koriilmények
kozott, szemben a vad tipussal (Soltész et al. 2013). Az altalunk mért, hideg hatasara
bekovetkezett COR gének indukalédasa megegyezik Rohde és munkatarsai (2004) altal
publikalt eredményekkel is. Jeknic és munkatarsai (2014) szintén kimutattak, hogy mar
kontroll koriilmények kozott expresszalodik a COR15b gén a HYCBF2A transzkripcios faktor

taltermeltetése esetén.

A bioaktiv GA-k szintéziséért felelds gének koziil a KAOLl gén kifejezddésének
vizsgalatakor megallapitottuk, hogy jelentésen megndtt az expresszioja a 14/2/2 és a 16/5/25
vonalakban a vad tipushoz képest, viszont a KAO2 gén expresszids szintje csak a 14/2/2
vonalban novekedett meg jelent6sen alacsony hémérséklet hatasara. A KAOL részletes
vizsgalata soran kimutattuk, hogy a vad tipusu Columbia-ban egy napos hideg hatasara n6
meg jelentdsen a vizsgalt gén expresszioja, utdna annak szintje visszaall a kontroll mintak
szintjére. Ezzel ellentétben, a TaCBF14 gént thltermeld transzformans 14/2/2 vonalban hideg
hatdsdra egy sokkal egyenletesebb, a kisérlet végéig fennmaradé6 nagyobb KAO1L
génexpresszios szintet mutat. A KAO2 gén esetében a Columbia vad tipus szinte ugyanigy
reagal a hidegre, mint a KAO1 esetében, azonban a transzgénikus 14/2/2 vonalnal egy hosszan
tartd, folyamatosan emelkedd tendenciat figyelhetiink meg. A GA200x1 gén vizsgélatakor
megallapitottuk, hogy hideg hatasara mind a harom transzgénikus vonalban és a vad tipusban
is kisebb expresszié mérhetd, mint kontroll koriilmények kozott, de az expresszids szintek a
vad tipusban alacsonyabbak. A GA200x2 gén vizsgalatakor a vad tipusu Columbia esetén nem
mutattunk ki jelentds kiilonbséget a hideg-kezelés hatasara, a transzgénikus vonalakban pedig
a nagy szoérasok miatt nem tudunk egyértelmii tendenciar6l beszélni. A GA30x1l gén
vizsgalatakor nem tudtuk kimutatni hatarozott kiilonbséget a transzformans vonalakban a
hémérseklet csokkenés hatasara, azonban a vad tipusban a gén kis mértéki represszalodasat

mutattunk ki hideg-kezelés utan. Ezek az eredmények azonban elgondolkoztattak minket
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azon, hogy vajon miért nétt meg a bioaktiv GA-k szintéziséért felelés génekhez sorolhatd
KAO ¢és GA20-oxidaz gének expresszios szintje a fejlodésében enyhén visszamaradt
transzforméans vonalban a vad tipushoz képest, €s ennek tisztazasa tovabbi vizsgalatokat

igényel.

A GA20x8 gén hideg hatasara mind a harom transzgénikus vonalban és a vad tipusban
is fokozott génkifejez6dést mutatott. Mivel a GA2-oxidaz gének csokkentik a bioaktiv
gibberellinek szintjét, ezért a transzformans vonalakban mért nagyobb GA20x8 expresszio
magyarazatul szolgalhat arra, hogy miért fordulhatnak elé fejlodési rendellenességek a CBF
génnel transzformalt novények esetén. Hasonloan a mi eredményeinkhez, mar Achard és
munkatarsai (2008) is bizonyitottak, hogy AtCBF1 gént tiltermelé Arabidopsis-ban a bioaktiv
gibberellineket inaktivaldo GAZ2-oxiddz gének magasabb szinten expresszalodtak, s ezzel
parhuzamosan megemelkedett a DELLA fehérjék mennyisége is. Kimutattak, hogy a bioaktiv
gibberellinek gatldsa megndvelte a torpeség és a késdi virdgzas gyakorisagat. Az altalunk
vizsgalt RGL2 gén egy DELLA fehérjét kodol, és kisebb mértékben represszalodott a
TaCBF-taltermeld Arabidopsis vonalainkban alacsony hémérséklet hatasara, mint a vad

Columbia dkotipusban.
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6. Osszefoglalas

Az egyik legfontosabb termesztett gabonandvényiink az G6szi bliza, melynek
terméshozamaban a téli fagyok jelentds karokat okozhatnak. Ezért a ndvénynemesitok
szdmara az egyik f6 szempont a télallosag novelése. A molekularis bioldgiai kutatdsok egyik
célja azon gének miikddésének a felderitése, amelyek szabalyozzdk a ndvények abiotikus
stressztlirését. Ennek egyik legintenzivebben kutatott teriilete az alacsony hdémérsékleti

stressztolerancia, ezen beliil is a fagytiirés kialakulasanak molekularis hattere.

A génfunkcids vizsgalatok egyik lehetséges modja, ha egy gazda szervezetet
transzformalnak a vizsgalandé génnel, majd a transzgén hatasat a genetikailag moddositott

vonalak megvaltozott tulajdonsagai alapjan vizsgaljak.

A transzkripcids faktorok a génszabalyozast teszik lehetévé, ugy, hogy a célgén
promoteréhez kapcsoldodva befolyasoljak annak az atirdsat. Az abiotikus stressz tolerancia
kialakitasaban szerepet jatszo transzkripcios faktorok koziil az egyik leginkdbb vizsgalt a CBF
géncsalad. Szamos esetben kimutattdk, hogy adott CBF génnel transzformalt ndvények
megnovekedett hideg-, és/vagy fagytlréssel rendelkeztek. Munkank sordn az Oszi
kenyérbuzabol (Triticum aestivum spp. cv. Cheyenne) izolalt TaCBF14, TaCBF15 és
TaCBF16 gének funkcionalis vizsgalatat végeztiik el transzgénikus Arabidopsis vonalakban.
Elettani és molekularis modszerekkel bebizonyitottuk a vizsgalt gének fagytiirésben betoltott
szerepét, melynek soran a transzgénikus vonalak stressz tlirését a vad tipusit Columbia

Okotipushoz hasonlitottuk.

Kisérleteinkben konstitutivan kifejez6d6 ¢és hideg indukdlhatd promoterrel
szabalyozott vonalakat is vizsgaltunk. A transzformans novények fagytiirését kétféle modon
teszteltiik; a természetben lejatszodd folyamatokhoz hasonldéan edzési periddussal (-9°C
¢s -10°C on), valamint edzési peridodus nélkiil is (-6°C és -7°C-on). A regeneralddas mértéke,
illetve a talélési szazalék alapjan szelektaltuk a legellenallobb vonalakat. Két TaCBF
tultermeld vonal (a TaCBF14 transzgént thltermeld 14/2/2 és a TaCBF16 transzgént
tultermelé 16/5/25 vonalak) fagyallosaga kiemelkedden jobbnak bizonyult a vad tipust

Columbia 6kotipushoz képest.
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A fagytesztek alapjan szelektalt legellendllobb vonalakban molekularis vizsgalatokkal
tanulmanyoztuk a transzgének és néhany altaluk szabalyozott hideg-indukalhat6 gén, tovabba
a gibberellinsav jelatviteli uthoz tartozd6 néhany gén expresszidjat kvantitativ Real-Time
RT-PCR modszerrel.
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10. Mellékletek

Az RNS mintak Osszes RNS Ennyi (ul) RNS | A hozzdadott
Minta azonositd koncentracidja mennyisége | oldat tartalmaz 1 | viz térfogata

(ng/ul) (ng) pg RNS-t (%)
1. 14/1/2 3KA 382,65 19,1325 2,61 7,39
2. 14/1/2 3KB 179,86 8,993 5,56 4,44
3. 14/1/2 3KC 133,62 6,681 7,48 2,52
4. 14/1/2 6KA 198,67 9,9335 5,03 4,97
5. 14/1/2 6KB 176,75 8,8375 5,66 4,34
6. 14/1/2 6KC 406,62 20,331 2,46 7,54
7. 14/1/2 3HA 173,60 8,68 5,76 4,24
8. 14/1/2 3HB 298,19 14,9095 3,35 6,65
9. 14/1/2 3HC 122,81 6,1405 8,14 1,86
10. 14/1/2 6HA 163,16 8,158 6,13 3,87
11. 14/1/2 6HB 167,00 8,35 5,99 4,01
12. 14/1/2 6HC 228,07 11,4035 4,38 5,62
13. 14/1/2 24HA 198,72 9,936 5,03 4,97
14. 14/1/2 24HB 411,57 20,5785 2,43 7,57
15. 14/1/2 24HC 118,82 5,941 8,42 1,58
16. 14/1/2 1WA 100,71 5,0355 9,93 0,07
17. 14/1/2 1WB 119,04 5,952 8,40 1,60
18. 14/1/2 1wWC 238,50 11,925 4,19 5,81
19. 14/2/2 3KA 184,17 9,2085 5,43 4,57
20. 14/2/2 3KB 199,03 9,9515 5,02 4,98
21. 14/2/2 3KC 157,32 7,866 6,36 3,64
22. 14/2/2 6KA 152,45 7,6225 6,56 3,44
23. 14/2/2 6KB 209,37 10,4685 4,78 5,22
24. 14/2/2 6KC 190,21 9,5105 5,26 4,74
25. 14/2/2 3HA 349,91 17,4955 2,86 7,14
26. 14/2/2 3HB 433,89 21,6945 2,30 7,70
27. 14/2/2 3HC 142,57 7,1285 7,01 2,99
28. 14/2/2 6HA 134,98 6,749 7,41 2,59
29. 14/2/2 6HB 154,91 7,7455 6,46 3,54
30. 14/2/2 6HC 208,90 10,445 4,79 5,21
31. 14/2/2 24HA 148,09 7,4045 6,75 3,25
32. 14/2/2 24HB 311,07 15,5535 3,21 6,79
33. 14/2/2 24HC 156,61 7,8305 6,39 3,61
34, 14/2/2 1WA 106,70 5,335 9,37 0,63
35. 14/2/2 1WB 127,40 6,37 7,85 2,15
36. 14/2/2 1wcC 143,97 7,1985 6,95 3,05
37. 15/3 3KA 216,55 10,8275 4,62 5,38
38. 15/3 3KB 141,73 7,0865 7,06 2,94
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39. 15/3 3KC 190,20 9,51 5,26 4,74
40. 15/3 6KA 114,75 5,7375 8,71 1,29
41. 15/3 6KB 268,62 13,431 3,72 6,28
42. 15/3 6KC 377,72 18,886 2,65 7,35
43. 15/3 3HA 464,86 23,243 2,15 7,85
44. 15/3 3HB 450,12 22,506 2,22 7,78
45. 15/3 3HC 416,91 20,8455 2,40 7,60
46. 15/3 6HA 154,21 7,7105 6,48 3,52
47. 15/3 6HB 303,64 15,182 3,29 6,71
48. 15/3 6HC 166,30 8,315 6,01 3,99
49. 15/3 24HA 286,77 14,3385 3,49 6,51
50. 15/3 24HB 178,08 8,904 5,62 4,38
51. 15/3 24HC 154,83 7,7415 6,46 3,54
52. 15/3 1WA 155,60 7,78 6,43 3,57
53. 15/3 1WB 113,07 5,6535 8,84 1,16
54. 15/3 1wcC 152,45 7,6225 6,56 3,44
55. 15/10/24 3KA 180,79 9,0395 5,53 4,47
56. 15/10/24 3KB 203,79 10,1895 4,91 5,09
57. 15/10/24 3KC 273,30 13,665 3,66 6,34
58. 15/10/24 6KA 286,93 14,3465 3,49 6,51
59. 15/10/24 6KB 166,54 8,327 6,00 4,00
60. 15/10/24 6KC 155,37 7,7685 6,44 3,56
61. 15/10/24 3HA 268,14 13,407 3,73 6,27
62. 15/10/24 3HB 191,43 9,5715 5,22 4,78
63. 15/10/24 3HC 276,95 13,8475 3,61 6,39
64. 15/10/24 6HA 326,57 16,3285 3,06 6,94
65. 15/10/24 6HB 154,61 7,7305 6,47 3,53
66. 15/10/24 6HC 180,18 9,009 5,55 4,45
67. 15/10/24 24HA 206,80 10,34 4,84 5,16
68. 15/10/24 24HB 232,49 11,6245 4,30 5,70
69. 15/10/24 24HC 362,87 18,1435 2,76 7,24
70. 15/10/24 1WA 131,34 6,567 7,61 2,39
71. 15/10/24 1WB 170,87 8,5435 5,85 4,15
72. 15/10/24 1wcC 168,08 8,404 5,95 4,05
73. 16/3/37 3KA 168,18 8,409 5,95 4,05
74. 16/3/37 3KB 205,30 10,265 4,87 5,13
75. 16/3/37 3KC 161,39 8,0695 6,20 3,80
76. 16/3/37 6KA 185,62 9,281 5,39 4,61
77. 16/3/37 6KB 232,73 11,6365 4,30 5,70
78. 16/3/37 6KC 449,21 22,4605 2,23 7,77
79. 16/3/37 3HA 220,72 11,036 4,53 5,47
80. 16/3/37 3HB 434,86 21,743 2,30 7,70
81. 16/3/37 3HC 310,89 15,5445 3,22 6,78
82. 16/3/37 6HA 203,28 10,164 4,92 5,08
83. 16/3/37 6HB 158,94 7,947 6,29 3,71
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84. 16/3/37 6HC 176,76 8,838 5,66 4,34
85. 16/3/37 24HA 226,58 11,329 4,41 5,59
86. 16/3/37 24HB 403,61 20,1805 2,48 7,52
87. 16/3/37 24HC 289,60 14,48 3,45 6,55
88. 16/3/37 1WA 257,83 12,8915 3,88 6,12
89. 16/3/37 1WB 185,55 9,2775 5,39 4,61
90. 16/3/37 1wcC 101,42 5,071 9,86 0,14
91. 16/5/25 3KA 198,71 9,9355 5,03 4,97
92. 16/5/25 3KB 246,18 12,309 4,06 5,94
93. 16/5/25 3KC 213,73 10,6865 4,68 5,32
94. 16/5/25 6KA 236,23 11,8115 4,23 5,77
95. 16/5/25 6KB 334,87 16,7435 2,99 7,01
96. 16/5/25 6KC 173,40 8,67 5,77 4,23
97. 16/5/25 3HA 155,45 7,7725 6,43 3,57
98. 16/5/25 3HB 172,12 8,606 5,81 4,19
99. 16/5/25 3HC 170,86 8,543 5,85 4,15
100. 16/5/25 6HA 171,81 8,5905 5,82 4,18
101. 16/5/25 6HB 222,70 11,135 4,49 5,51
102. 16/5/25 6HC 172,22 8,611 5,81 4,19
103. 16/5/25 24HA 129,49 6,4745 7,72 2,28
104. 16/5/25 24HB 183,14 9,157 5,46 4,54
105. 16/5/25 24HC 175,35 8,7675 5,70 4,30
106. 16/5/25 1WA 132,52 6,626 7,55 2,45
107. 16/5/25 1WB 128,63 6,4315 7,77 2,23
108. 16/5/25 1wcC 219,10 10,955 4,56 5,44
109. Col 3KA 206,74 10,337 4,84 5,16
110. Col 3KB 175,03 8,7515 5,71 4,29
111. Col 3KC 236,49 11,8245 4,23 5,77
112. Col 6KA 214,24 10,712 4,67 5,33
113. Col 6KB 216,86 10,843 4,61 5,39
114. Col 6KC 259,51 12,9755 3,85 6,15
115. Col 3HA 272,61 13,6305 3,67 6,33
116. Col 3HB 212,68 10,634 4,70 5,30
117. Col 3HC 104,27 5,2135 9,59 0,41
118. Col 6HA 215,59 10,7795 4,64 5,36
119. Col 6HB 192,40 9,62 5,20 4,80
120. Col 6HC 166,53 8,3265 6,00 4,00
121. Col 24HA 318,80 15,94 3,14 6,86
122. Col 24HB 449,23 22,4615 2,23 7,77
123. Col 24HC 344,42 17,221 2,90 7,10
124, Col 1WA 288,25 14,4125 3,47 6,53
125. Col 1WB 122,53 6,1265 8,16 1,84
126. Col 1wcC 150,91 7,5455 6,63 3,37

1. melléklet: Az RNS koncentracié mérési eredményei, valamint a reverz transzkripcio el6tt a

templat 6sszeméréséhez sziikséges térfogatok dsszefoglald tablazata
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Minta azonosito Mérés 1 Mérés 2 Mérés 3 Atlag Szoras
(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)
19. 14/2/2 3KA 1,540 1,630 1,610 1,593 0,047
20. 14/2/2 3KB 0,917 1,050 1,020 0,996 0,070
21. 14/2/2 3KC 1,050 1,270 1,230 1,183 0,117
31. 14/2/2 24HA 1,290 1,440 1,380 1,370 0,075
32. 14/2/2 24HB 0,572 0,736 0,673 0,660 0,083
33 14/2/2 24HC 0,580 0,849 0,791 0,740 0,142
55. 15/10/24 3KA 1,030 1,090 1,030 1,050 0,035
56. 15/10/24 3KB 0,591 0,753 0,681 0,675 0,081
57. 15/10/24 3KC 1,350 1,260 1,240 1,283 0,059
67. 15/10/24 24HA 1,540 1,600 1,530 1,557 0,038
68. 15/10/24 24HB 1,280 1,340 1,260 1,293 0,042
69. 15/10/24 24HC 1,160 1,140 1,090 1,130 0,036
91. 16/5/25 3KA 1,220 1,220 1,170 1,203 0,029
92. 16/5/25 3KB 1,320 1,270 1,210 1,267 0,055
93. 16/5/25 3KC 1,230 1,380 1,360 1,323 0,081
103. 16/5/25 24HA 1,160 1,300 1,250 1,237 0,071
104. 16/5/25 24HB 1,810 1,540 1,480 1,610 0,176
105. 16/5/25 24HC 0,595 0,797 0,738 0,710 0,104
109. Col 3KA 1,200 1,210 1,150 1,187 0,032
110. Col 3KB 1,010 1,260 1,200 1,157 0,131
111. Col 3KC 1,300 1,250 1,180 1,243 0,060
121. Col 24HA 1,940 1,530 1,480 1,650 0,252
122. Col 24HB 1,560 1,970 1,910 1,813 0,221
123. Col 24HC 2,710 2,760 2,720 2,730 0,026
2. melléklet A Qubit fluoriméterrel tortént mérési eredmények

Minta azonositd I\(/Inzr/esl)l I\(/Inzr/esl)z Atlag Szoras

22, 14/2/2 6KA 1,650 1,520 1,585 0,092

23, 14/2/2 6KB 1,590 1,380 1,485 0,148

24, 14/2/2 6KC 1,470 1,310 1,390 0,113

25 14/2/2 3HA 1,700 1,540 1,620 0,113

26. 14/2/2 3HB 5,810 5,330 5,570 0,339

27, 14/2/2 3HC 1,760 1,620 1,690 0,099

28, 14/2/2 6HA 2,450 2,240 2,345 0,148

29, 14/2/2 6HB 1,640 1,480 1,560 0,113

30. 14/2/2 6HC 1,300 1,130 1,215 0,120

34. 14/2/2 1WA 1,560 1,440 1,500 0,085

35 14/2/2 1WB 1,300 1,160 1,230 0,099

36. 14/2/2 1WC 1,390 1,260 1,325 0,092

3. melléklet A TaCBF14/2/2 vonal cDNS koncentracioi
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Minta azonosité Mérés 1 Mérés 2 Atlag Sz6ras
(ng/ul) (ng/ul)

112. Col 6KA 0,939 0,926 0,933 0,009
113. Col 6KB 0,745 0,747 0,746 0,001
114, Col 6KC 0,704 0,670 0,687 0,024
115. Col 3HA 0,473 0,518 0,496 0,032
116. Col 3HB 0,959 0,974 0,967 0,011
117. Col 3HC 0,890 0,888 0,889 0,001
118. Col 6HA 0,747 0,762 0,755 0,011
119. Col 6HB 0,794 0,845 0,820 0,036
120. Col 6HC 0,663 0,711 0,687 0,034
124, Col 1WA 0,509 0,460 0,485 0,035
125. Col 1WB 0,551 0,557 0,554 0,004
126. Col 1WC 0,603 0,609 0,606 0,004

4. melléklet A Columbia 6kotipus cDNS koncentracioi
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