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ELOZMENYEK, KIT UzOTT CELOK

Globalis méretekben a m&gazdasagi termelés egyik legfontosabb korlatozé
tényedje a vizhidny. Becslések szerint a vilag novényemztését ér aszalykar
mértéke meghaladja az évi tizmilliard dollart. K&mert, hogy aszalykarok a magyar
medgazdasagot is gyakran érik. Ekdzben azonban iseigketa szarazsapes
biolégiajarél rohamosandiilnek.

A novényekben az evollcié soran kialakult szamasttali és biokémiai
védeked mechanizmus fikddését a génexpresszidos mintazat jéenatalakulasa
biztositja. Az utdbbi 10-15 év soran kildénBazovényfajokbdl j6 néhany, a szarazsag
hatdséara indukalodd gént irtak le. E gének termélagiveben a kovetkez feladatokat
latjak el: [1] enzimfunkciéval nem rendelkefehérjék és kis molekulasulyl vegyiiletek,
amelyek egyarant biztosithatjak a membranok éskemakromolekulak stabilitdsat és a
vizvisszatartd képesség fokozasat (LEA, chapemprmeaz gatlé fehérjék, ozmolitok);
[2] a felesleges ionok megkotése (LEA); [3] a vé@dlias hatékonysaganak javitasa
(aquaporinok); [4] a feleslegessé vald, vagy suly@nosodott fehérjék eltavolitasa
(ubiquitinek, proteazok).

A sokféle koérnyezeti hatds altal kivaltott adapdéci folyamatokat a
génexpresszios mintazat ,atprogramozasa” biztodigaa folyamatot szamos jelatviteli
mechanizmus iranyitja. A stressz- és hormon-inchakal gének vizsgalata soran
azonban kiderilt, hogy kilonb®kornyezeti stimulusok gyakran ugyanazokat a géneke
indukaljak. A jelatviteli folyamatok elemeinek vgdlata pedig azt mutatta, hogy
ugyanazok az elemek tobbféle kornyezeti hatas kiiégében is részt vehetnek.
Mindebbsl az kdvetkezik, hogy ezek az Utvonalak nem kildn&gységek, hanem
inkabb egy bonyolult jelatviteli haldzat részei, elyben a specificitas inkabb kivétel,
mint szabaly. igy lehévé valik az adaptiv valaszok finomhangolasa, vatamisokféle
lehetséges kiufs hatas koOzvetitése is viszonylag csekély szamuivda@atelem

kombinaciéjaval biztosithaté. Természetesen azlésieket az is magyarazza, hogy a



kilbnb6® stresszhatasok gyakran azonos génékoaésbe lépését teszik szilkségessé.
A stressz-reguldlt jelatviteli Gtvonalak kézottipesolatok, az un. ,cross-talk” vizsgalata
intenziven kutatott terlletté valt az utobbiBhén. A vizhiany altal indukalt gének
tobbsége indukalhaté abszcizinsav (ABA) kezelésyvaigeg hatasara is, és az ilyen
tipusu jelatviteli mechanizmusok elemei meglébken j6l ismertek. Semiszelemet,
sem mas, magasabb s#iszabalyoz6 elemet nem sikeriilt azonban azonosiam az
Utvonalon, ami azrd1 gént indukaljaArabidopsis thaliangban, és amelyik fuggetlen
mind az ABA-, mind a hideg-indukalhaté gének szgbzhsi mechanizmusaitol.

Termesztett ndvényeink szarazs@gse mesterségesen is médosithaté egyrészt
idegen gének beépitésével, masrészt a szabalyogamiatok optimalizalasaval.
Mindkét megkozelitéssel sikerilt méar kultirndvényektresszitr6 képességét
génsebészeti Uton jelést mértékben javitani. Ezekkel az eljarasokkal neiaca
termésmennyiség fokozhatd, hanem annakssdige is, tovabba kiterjesztbe¢ valnak
a termesztésbe vont tertletek foldrajzi hataraKidtnyezetvédelmi szempontbdl sem
elhanyagolhaté az ontozési igény csokkenése. A dmggyos ndvénynemesités
lehetiségei tehat e tekintetben is nagymértékben kitagfikh biotechnolégiai,
génsebészeti mbédszerekkel, hatékony eszkodzt kiriglyaa korlatozott vizkészletek
fokozott kihasznalasara.

A godolisi Mezégazdasagi Biotechnoldgia Kutatékézpont Novényi Nealaris
Bioldgia csoportjaban Silhavy Daniel kezdte el ahidny molekularis biologiajaval
kapcsolatos kutatasokat Dr. Banfalvi Zsofia irdaséival. ASolanum chacoensead
burgonya fajbdl altaluk izolalDS2cDNS nagymérték homolégiat mutatott az UASR
géncsalad tagjaihoz. E gének funkcidja ismeretjetiegzetességik azonban, hogy
ABA, stressz és termésérés hatasara indukalodn&8iS2Aaz ASRgénekhez hasonléan
vizhiany kovetkeztében @&en indukalddott, ellenben ABA indukciét nem mutiato
Mivel a stressz-tolerdns fajtdk biotechnologiabadlitisa a tolerancia kialakitaséat
biztositd gének mellett stressz-indukalhaté pronediet is igényel, ®S2indukcidjanak
vizhiany-specifikus természete a gén szabalyoz&sanasgalatara iranyitotta a

figyelmet.






Mindezek alapjan munkank célja kittvolt:

[1] A DS2 gén vizhiannyal kapcsolatos szerepének igazolasgéra konstitutiv

kifejeztetésével, valamint antiszensz gatlasaeaiszgénikus burgonya névényekben.

[2] A DS2 gén szabdlyozdsanak vizsgélata, egyrészt a gérotiams stresszel

kapcsolatba hozhat6 stressz-hatdsok Aaltali indakéd¢dganak megallapitasaval,

masrészt S2gén promoterének izolalasaval és jellemzésével.

ANYAG ES MODSZER

Els anyagok

A klénozasi munkékhoz aEscherichiacoli DH5a vagy JM109 torzseket
hasznaltuk. Novény-transzformaciéhoz és tranziexsresszids tesztekhez pGV2260
plazmidot hordoz@grobacterium tumefacien858C1 tdrzset hasznaltunk. Kisérleteink
soran a kdvetkdéznovényfajokat és fajtakat hasznaltuk blanum tuberosury. White
Lady és cv. Désiré&olanum brevidensycopersicum esculentuen. K252 és cv. Korall,
Nicotiana benthamianaA kisérletekhez hasznalt névényeket cserepekbderadea B
tipusu viragfoldben, Uveghazban vagy fitotronbartottuk. In vitro ndévényanyagokat
szarszegmenselr vegetativ mddon szaporitottunk MS taptalajon, 816/ fény/sotét
kérnyezeti hatasokat illetve kémiai kezeléseketzakisodalomban leirt korilmények

k6z6tt biztositottuk.

Molekularis biolégiai eljarasok

A nukleinsavak izolalasaban és manipulacidjabankliémsav tisztitas,
restrikcios endonukleazokkal torténhasitas, elektroforetikus elvalasztas, plazmid
vektorba kl6nozas, polimeraz lancreakcio, hibridiaa technikék, szekvenalas, névény-
transzformacio, tranziens génexpresszids tesztokekumlaris bioldgiaban altalanosan

hasznalt, valamint a gyarté cégek altal javasgdr&sokat kdvettik.



EREDMENYEK

A DS2-vel homoldg gének jelenléte és kopiaszansn&eae fajokban

A DS2 cDNS klont munkacsoportunk Solanum chacoensead burgonya
fajbdl izolalta. Southern hibridizaciéval megvizkgé taldlunk-e aDS2vel homolég
géneket mas, &. chacoenseel rokon fajokban is. A ndvényi DNS mintakBtdrl,
Hindlll vagy Xba restrikciés enzimekkel emésztettik. White Ladygmnya fajtabanS.
brevidensben, és a Korall és K252 paradicsom fajtdk esetédsak egy-egy ésen
hibridizalé jelet kaptunk. Désirée burgonya fajtabébd emésztés utan egyésebb,
mig EcoRl vagy Hindlll emésztés soran harom-harom egyenhtenzitasu, de
viszonylag gyengébb jelet detektaltunk. A legtalbla rokonban, aNicotiana
benthamianegban csak egy nagyon gyenge, éppen csak lathatddibdrios jelet
kaptunk. ADS2génnel efsen homoldg gének tehat egy, vagy alacsony kopiasad —

a dohany kivételével - jelen vannak a vizsgaltkagn.

Kisérletek a DS2 gén funkcidjanak meghatarozasara

Transzgénikus burgonya noévényeket allitottunk elyan konstrukcidkkal,
amelyek a gént vagy konstitutiv médon expresszaljdgy annak expresszidjat a gén
forditott irAnyban tortéh megnyilvanitasaval, antiszensz RNS-sel gatoljakeAnyiben
a DS2 fehérjének lényeges szerepe van a szaradségptia kialakitasaban, ugy
varhatéan az azt tdlterndelndvények szarazsag-toleranciaja valamilyen méeiekb
megrd, mig az antiszensz-gatoltaké csokken. Tizendtszzkonstrukciét hordozo vonal
k6zul 12-ben igen magas s#ifdS2expressziot mutattunk ki, mig a 25 antiszensz hona
kozo6tt négy olyat talaltunk, amelyekben a vizhiamjukalt DS2 expresszié jelefisen
csokkent. A transzgénikus vonalak stressz-toleédisan azonban semmilyen valtozast
sem sikerult kimutatni. Ennek oka feltebleg a stressz-indukalt fehérjék nagy méiiték

redundanciaja, amely altalanos jelenség a novéaghn.



DS2 gén expressziodja kilonBddrnyezeti hatasok soran

A DS2gén atirasat Northern hibridizacidval vizsgaltukdonya és paradicsom
névényekben. Megallapitottuk, hogy BS2 gén a termesztett burgonyaban és
paradicsomban is vizhiany-indukalhaté, tovabbandnlkcié ABA-fliggetlen, mivel azt
exogén ABA kezeléssel nem lehetet6igézni. A DS2 gén expresszidjanak magas
szintjét mutattuk ki egy ABA-mentes paradicsom mat&onalbangjtieng, ami szintén
alatamasztja a gén szabalyozasanak abszcizinsgetféigségét. igy, bar a szekvencia
homolégia alapjan val6sZin hogy aDS2 és a tébbiASRhomolég gén funkcidja
hasonl6, kozottik mégis figyelemre mélté kilonbségtatkozik a génexpresszid
szabalyozaséaban.

Mivel a kllonbds abiotikus kdrnyezeti hatasokat kozvéflatviteli atvonalak
szamos ponton csatlakoznak egymashoz, megvizsgaltulegfontosabb abiotikus
stressz-faktorok hatdsat BS2 gén expresszidjara. Megallapitottuk, hogy D&2
expresszié vizhiany-specifikus, mivel a gén nent ialukalhaté sé, hidegghhypoxia,
valamint oxidativ stressz kezelések hatasara. fitgyelembe véve a kilonbézszignal
mechanizmusok k&zoétti intenziv kommunikaciot - nebgibsen kivételes jelenségnek
szamit. A vizhiany-indukalhaté jelatviteli mechamizsok kozilArabidopsis thaliana
ban részletesen jellemezték az ABA Altal kdzvétitevabba a hideg altal is indukalhatd
Utvonalakat, am az ezékt fuggetlendl nikdds, vizhidnnyal kapcsolatos szignal
transzdukcios mechanizmusokrol csak nagyon hiamgweretekkel rendelkezink. A
DS2 gén expressziojarél megallapitottuk tovabba, hagiukcidja de novofehérje
faktorokat igényel, mivel expresszidja cikloheximidgy hatékony fehérjeszintézis gatld
szer - kezeléssel gatolhato.

Eddig felsorolt eredményeink indokoltta tették an gzabalyozasanak tovabbi

vizsgalatat, promoterének izolalaséat és elemzését.



DS2 genomi klénok izolalasa és jellemzése

A gén szabalyoz6 régidjanak megismeréséhez izkl|adtsl szekvencia szinten
jellemeztiik aDS2 gént. A White Lady burgonya vonal genomi klontésétrtik DS2
specifikus probaval, plakk hibridizaci6 moédszerévdrom, kilénbdg hosszisagu
feltételezett promoter szakaszt tartalmazé fragomeat klénztunk plazmid vektorba.
Ezek 234 bp (pDS2G klén), 498 bp (pDS2H) és 1140 (ppS2J) hosszusagl
szakaszokat tartalmaztak a transzlacios start kétqumpstream” irdnyban. Az 1140 bp
hosszu feltételezett promoter szakasz (génbankncsiih: AJ320154) nem mutatott

homolégiat semmilyen ismert szekvenciaval sem.

StDS2 promoter::GUS fazids konstrukciofédlitasa

A burgonya névény genomjabdl izolalt feltételezettomoter szekvencia
transzkripcios aktivitasanak igazolasara a haroompter fragmentumot &US::NosT
riporter konstrukcio elé épitettiik. A DS2G, DS2HDBE32J klénok szekvenciaja alapjan
a transzlacid iniciaciés kodonjahoz képest —1 - s2fkaszra specifikus PCR primert
terveztiink, majd egy vektor specifikus primerrelyi#y hasznalva, polimeraz
lancreakcidval felszaporitottuk a kulénkdolzosszisagu promoter szakaszokat. A kapott
fragmenteket a kanamycin tartalmd taptalajon srébékbiztositonptll gént hordoz6
névényi transzformacids vektorba,GJS:NosT kazetta elé helyeztikk. A keletkezett
klonokat a promoter szakasz hosszanak megtateheveztik el: pGGUS (234 bp),
pHGUS (498 bp) és pJGUS (1140 bp).

A DS2 promoter aktivitasanak vizsgalata transzgémturgonya névényekben

A GGUS, HGUS vagy JGUS konstrukciét hordozé tragsigus burgonya
vonalakat Agrobacterium tumefacienktzvetitette transzformaciés eljarassal hoztuk
létre. A GGUS konstrukcioval - valos#iieg technikai okok miatt - nem sikeriilt hajtast
regenerdlni, mig a masik két konstrukcid6 haszné#td8 JGUS és 97 HGUS
kanamycin rezisztens transzgénikus burgonya vonkégtunk. A DS2 promoter

aktivitasat egyenként teszteltiik a transzgénikug&ngeksl levett és polietilén-glikollal



(PEG) kezelt levelek hisztokémiai festésével. Tdi&iisérleteink soran két JGUS és két
erés festdést mutatd HGUS vonalat hasznaltunk.

A névényeketin vitro felszaporitottuk, majd tUveghazi cserepekbe Ukett)
amelyeket rendszeresen ontoztlink. Egy hetes vizonégvutan, vagy a levett levelek
PEG kezelése utdan mind a néBys2 promotert hordozé transzgénikus vonal GUS
aktivitdsa hatarozott emelkedést mutatott. Ez azbryitotta, hogy a szarazsag-
indukcidhoz szukségesszelemeket mindkét vizsgalt promoter szakasz tadala. A
GUS aktivitas ugyanakkor nem valtozott sem ABA, dadeg kezelés hatasara. Tehat
mindkét promoter szakasz elégséges ahhoz, hogyafésa aDS2 gén szabalyozasanak

specificitasat.

Az StDS2 promoter aktivitasanak vizsgalata dohanyba

Megvizsgdltuk a burgonya névényekben aktiv 498 lgsshisagiuStDS2
promoter szakasz iRodését tranziens génexpresszios tesztt8blanaceaecsaladba
tartoz6 N. benthamianavad dohanyfajban is. &etes ismereteink szerint e faj
kilonosen alkalmas a&grobacterium tumefaciengzvetitette infiltracios vizsgalatra,
€és genomjaban @S2 génnel csak nagyon gyenge kereszt hibridizacid@tunk
kimutatni. A kisérlet soran HGUS konstrukciot haddA. tumefacienszuszpenziot
infiltrdltunk N. benthamianalevelekbe. Ezutan mintdinkat vagy szaritottuk, wag
megfeleben ontdztik, és &US gén niikddését hisztokémiai festéssel tettiik lathatova.
A szaritott levelekben sokkal intenzivebb kék ddést tapasztaltunk, mint a negativ
kontrollok esetében.

A DS2 gén expressziojat szabalyozé jelatviteli mechangnehat minden
bizonnyal &ltalanosan jelen varsalanaceaesaladban tagjaiban, fiiggetlenid&2gén
jelenlétébl. Ennek alapjan feltételezltethogy léteznek mas olyan gének is, amelyeket

az altalunk vizsgalt mechanizmus szabalyoz.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Genomi Southern hibridizaciéval vizsgaltuk BS2vel homolég gének
jelenlétét kilonbda fajokban. Megéllapitottuk, hogy a gén jelen van a
termesztett burgonyaban, egy gumotlan vad burgdajman, aS. brevidens
ben, valamint paradicsomban is. Dohanyban viszont csak nagyomggye
kereszt hibridizaciot tudtunk kimutatni. A gén veedrileg egy kopias vagy
nagyon alacsony képiaszama.

2. A DS2 gén funkcidjat annak expresszids szintjének megztasaval
vizsgaltuk. Transzgénikus burgonya névényeket hdcztatre, amelyek S2
gént vagy konstitutivan kifejezik, vagy annak entlogxpresszidjat antiszensz
technikaval gatoljak. Azonban, aDS2 gén expressziés szintjének
megvaltoztatdsa nem okozott fenotipusos valtozéstrszgénikus vonalakban
vizhiany esetén sem, igy a gén funkcidja tovabbrsmeretlen maradt.

3. A gén szabdlyozasatéslzor Northern analizissel vizsgaltuk. Megallapitiott
hogy a vizvesztés nagymérteloS2 expressziét idéz @l Tovabba, ez az
indukcid abszcizinsavtdl fiiggetlen, valamint masotikus stresszek, példaul
s6, hideg, 8B, oxidativ stressz vagy hypoxia sincsenek ra hata€skloheximid
kezeléssel bizonyitottuk, hogy a gén indukcidjaieznovoszintetizalt fehérje
faktor(ok)ra van szikség. BS2 gén expresszids mintazata burgonyaban és
paradicsomban megegyezik.

4. A DS2 gén szabalyozasanak részletesebb tanulmanyoz§abotézolaltuk
StDS2gén tartalmaz egy 263 nukleotid hosszl introngz5§’ végén csonkd
chacoens&DNS-hez képest 14 tovabbi nukleotidbdl all a seddcios iniciacié
helyig. A két gén kozott 99,35% homoldgia van DNéhen, ami aminosav
szinten két cserét eredményez. lzoldltuk a gén lddkleotid hosszusagu
feltételezett promoter szakaszat, ami nem homol@&gnnslyen ismert

szekvenciaval.
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5. Az StDS2promoter aktivitAsanak vizsgalatahoz létrehozthdkom novényi
transzformacios vektor konstrukciét. EzekbenG®S riporter gén elé 234
(pPGGUS), 498 (pHGUS), illetve 1140 (pJGUS) bp hasaguDS2 promoter
szakaszt épitettiink be.

6. Agrobacteriumtumefacienkdzvetitette transzformacio utan izolaltunk két-ké
olyan transzgénikus burgonya vonalat, amelyek a BGuletve a JGUS
konstrukciét hordoztak, és GUS aktivitasuk vizhidratasara indukalhat6. Ez
az indukcié megrizte specificitdsat, mivel hasonléan az endo@sR gén
szabalyozdsadhoz, sem az ABA, sem a hideg kezetésvolt r4 hatassal. Az
StDS2 promoter 498 bp szakasza tehat hordozz®SP2 génre jellemé&
szabalyozashoz sziikséges és elégséges elemeket.

7. A. tumefaciengnfiltraciés tranziens tesztekkel megallapitotthkbgy ez a 498
bp hosszisagiDS2 promoter szakasz vizhiany-indukalhatéartikodsképes

dohanyban is.

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Csoportunk korabba8olanum chacoens&ad burgonya fajbol izolalt egy vizhiany altal
ABA-t6l figgetlenll eésen indukalédd gént, ®S2t. Munkadnk 6 célia e gén
funkciéjanak és szabalyozasanak megismerése volt.

A DS2 gén funkcidjat, a gén expresszios szintjének meaptatasaval
vizsgaltuk transzgénikus burgonya névényekben. Bndaszer ismeretlen funkcioju
gének vizsgalatdnak széles korben alkalmazott nmgitési mdédja. ADS2 gén
esetében azonban a gén expresszidés szintiének hozgptisa nem jart egyitt
fenotipusos valtozassal. Elképzethehogy a nagyszamu stresszfehérje redundanciaja
miatt egy gén expressziéjanak megvaltozasavalhjdrékat elfedi a tobbi gén hatasa. A
DS2 gén funkcidjara szekvenciaja, expresszios minddaaizvetett bizonyitékként

szolgalt. A vizhiany karosité hatasai elleni tégge véd szerepét azonban alternativ
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kisérleti megkoézelitésekkel lehetne igazolni. Ilylemet példaul a gén kifejeztetése
éleszében. Azonban, az éle$ztsajat stresszvéd mechanizmusai mellett szintén
elképzelhsi, hogy a burgonya ndvén§bszarmazéDS2 gén jelenléte nem okozna
mérhet javulast. Ez kikiszobolhgtugy, hogy aDS2 gént olyan stressz vélasszal
kapcsolatos jelatviteli mutansokban (BNF, Mig, Hog) fejeztetnénk ki, amelyekben az
élesz§ stressz génjeinek indukcidja nem megfidel mikodik.

Igazoltuk, hogy @S2 gén burgonyaban és paradicsomban vizhiany hatasara
jelens mértékben indukalodik, abszcizinsavtdl, tovabbdés mstressz-hatasoktol
flggetlen médonS. tuberosumgenombdl izolaltuk @S2 gént §tDS2, és annak 1140
bp hosszlsagu promoter szakasgallS reporter gén alkalmazasaval megallapitottuk,
hogy eblbél 498 bp hordozza a specifikus expressziét biaiasfizelemeket. Ozmolitok
vagy transzkripcios faktorok alkalmazasaval mégarsss javitott stressa képesséi
transzgénikus novényt sikeriligéllitani. Altalanos probléma viszont, hogy e noweky
optimalis koérilmények kozott gyakran jeléstndvekedési hatranyban vannak a vad
tipussal szemben. Ennek oka a konstitutiv prombtaliiealmazasaban keresénanivel
ezek a novények energiaforrdsaikat akkor is a z2g@rs kifejeztetésére és
ozmoprotektans anyagok termelésére forditjak, amaka nincs is szukségik. Az ilyen
irAnyu  biotechnolégiai  fejlesztésekhez tehat siésdukalhatd promoterek
alkalmazaséara volna szikség. A genetikailag mantbSHjtak termesztésének varhatd
elterjedésével egyiitt feltelidtg a stresszits fajtak irant is jelerits gazdasagi igény
jelentkezik. Annak ellenére, hogy mar szamos strestukalhaté promotert izolaltak, az
StDS2promoter specificitasa olyan nagyméiigkogy alkalmazasa @lybe kerilhet
mas promoterekkel szemben. Az alternativ megk@zelit korét azért is indokolt
tagitani, mert az izolalt szekvenciak felhasznésagat gyakran szabadalmi oltalmak
korlatozzak. Csoportunkban mar folyamatban vaBS®2 promoter gyakorlati iranyud
alkalmazhatdsaganak vizsgélata. A trehaldz szsdézifelebs, éleszi eredeli TPS1
gént flzionaltattuk ®S2promoterrel, és az igy létrehozott konstrukcidvahszgénikus

burgonya névényeket allitottunksel
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A gyakorlati felhasznalas mellett &&tDS2 promoter tovabbi vizsgalata a
vizhiany jelatviteli mechanizmusainak tovabbi meggséséhez is hozzajarulhat. Az
abszcizinsav &ltal kozvetitett, és a hideg altal indukalhato jelatvitel elemeit
meglehetsen jol ismerjik. Ezzel szemben seisz, semtranszelemeket nem ismeriink
az ezekil a faktoroktdl fliggetleniil szabalyozott géneketiveté mechanizmus(ok)bol.

A DS2 gént szabalyozécisz és transzelemek azonositasanak egyik lehetséges
megkdzelitési modja az Un. ,band-shift”, majd aéigd ,foot-print” technikak, végul az

éleszd egyhibrid teszt alkalmazasa lehet.
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