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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A mezbgazdasag allando problémaja, hogy a kornyezeti, mas szoval abiotikus
stresszhatasok (példaul a szarazsag, a talaj sotartalma vagy szélsdséges homérsékletek)
kovetkeztében a termés mennyisége erdsen ingadozhat. A kdrnyezeti stresszekre adott novényi
védekezd mechanizmusok megismerése alapvetden fontos, hogy a termésbiztonsagot szélsdséges
kornyezeti feltételek kozott is fenn tudjuk tartani.

A szarazsagtlirésre torténd nemesités egyik legfontosabb eszkoze lehet a szarazsagtiirés
szempontjabol kedvezd hatast allélvariansok megtalalasa és ezek keresztezés soran torténd
felhasznalasa. A kutatok altal kivalasztott génjeloltek szerepének tisztazasaban, illetve a
szarazsagtiirésre torténd nemesitésben kulcslépés a genotipusok (értékes génvariansokat hordozo
novények és egyéb nemesitési anyagok) szarazsagtiird képességének megbizhatd meghatarozésa.
Egyes gabonafajtak, pl. rizs esetében mar publikdlt eredmények is mutattdk, hogy a stressz
tolerans ¢&s stressz érzékeny fajtdk eltérd aldo-keto reduktaz génexpresszioval rendelkeznek.
Munkank sordn igy arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy a szérazsagtliré arpa genotipusok
esetében tudunk-e hasonlé iranyvonalat kimutatni, illetve meg tudjuk-e adni ennek az esetleges
kiilonbozdségnek a genomikai hatterét. Ehhez kapcsolddoan az arpa 2 sajat génjének (Hordeum
vulgare L. aldoz reduktaz homolog 1 ,, HvARH1” és Hordeum vulgare L. 6-os szammal jelzett
stresszre reagaldo gén ,,HVSRG6 ) szarazsagtiirésében betoltott szerepét vizsgaltuk expresszios
analizisek segitségével a Torjék Ottdé munkacsoportja altal korabban mar kiilonb6zd haplotipus
csoportokba sorolt, szarazsagtiirés szempontjabol variabilis arpa genotipusokon.

Napjainkban a genetikai transzformacié a névényi funkcionalis genomikai kutatasok
egyik kulcsmodszerévé valt. A dolgozat tovabbi részei az Agrobacterium tumefaciens altal
kozvetitett génatviteli eljaras és a vele elért eredmények bemutatasara torekszik. Konkrét, jelolt
gének hatasat, a gén elhallgattatasaval (antiszensz), vagy tultermeltetésével hatarozhatjuk meg.
Folyamatosan jelennek meg olyan kozlemények, melyek bizonyos gének stressztiirésben
betdltott szerepét igazoljak. Ilyen gén példaul az altalunk is vizsgalt, lucernabdl izolalt ALR
(Medicago sativa aldoz-reduktaz, MSALR) gén, mely a stressz folyamatok soran képzddo reaktiv
aldehidek redukciojaval, illetve ozmotikumok szintézisével védelmet nyujthat az abiotikus
stresszek ellen. A lucerna eredeti aldo-keto reduktiz (AKR) -okat termeld transzgenikus
novények igazoltan magasabb toleranciat mutattak tobbféle abiotikus stresszel szemben is, pl.
szarazsag (Oberschall et al. 2000), UV (Hideg et al. 2003), h6 (Turéczy et al. 2011). A doktori
munka soran egyrészt azt vizsgaltuk, hogy a lucerna ALR enzim milyen mértékben tudja

kifejteni ezt a védbéhatast. Masrészt, hogy a reaktiv karbonil vegyiiletek eltavolitasa a



citoplazmaban vagy a kloroplasztiszban fontosabb. Ennek eldontésére olyan konstrukciot is 1étre
hoztunk, mely lehet6vé teszi az egyes detoxifikalod tulajdonsagu fehérjék kloroplasztiszba torténd
transzportjat. A génjeldltet tavaszi arpaban taltermeltettiik és a megndvekedett génexpresszio
hatasat vizsgaltuk a transzformans novény abiotikus (dehidratacio, s6 és karbonil) stressz-
adaptacidja soran. A jellemzés alapjat egy abiotikus stresszekre adaptalt tranziens génexpresszid
tesztrendszer (Marzin et al. 2008) képezte. Eredményeink a novényi stresszvédé mechanizmusok
jobb ismeretét segitik, de befolyasolhatjdk az arpa ndvény termésbiztonsdgat, illetve mas
termesztett novények hozamanak emeléséhez is hozzajarulhatnak.

Az abiotikus stresszhatasoknak ellenalldo novények eldallitdsa mellett a kutatasok
kiemelked6 fontossagi masik célja a terméspotencial novelése is; igy példaul a bokrosodasi
hajlam, a szemtermés méretének javitasa, vagy a szemfeltoltddés folyamatanak befolyasolasa is
fontos nemesit6i szempont. Irodalmi adatok alapjan kivalasztottunk egy gént, mellyel szintén az
arpa szemméretét kivantuk befolyasolni. Valasztasunk a kordbban rizsbdl izolalt és jellemzett
GW?2 (grain weight 2 gén, szemsuly meghatarozasaban szerepet jatszo) génre esett. Antiszensz
orientaciéban hasznalva a transzformacid sordn a rizs szemek szélességének jelentOs
novekedésével szignifikdnsan sikeriilt a szemtermés sulyat novelni, mely a szem vastagsagaban
¢s hosszaban bekovetkezett enyhe novekedéssel parosult (Song et al. 2007). Kutatasaink soran a
gén arpa homologjaival végeztiink transzformacios kisérleteket, hogy megbizonyosodjunk

szemméret befolyasolasdban betoltott szereplikrol.

Az értekezés igy tobb kutatasi téma eredményeit foglalja 6ssze, melynek 6 célkitlizéseit

az alabbi pontokban foglalom 06ssze:

1. Az arpa szarazsagtiirésében feltételezhetden szerepet jatszo sajat génjeinek, a HvARHIés

HVSRG6 gének expresszidjanak vizsgalata abszcizinsav kezelés hatdsara.

2. A tavaszi arpa Agrobacterium tumefaciens-szel torténd transzformacidja, a technologia

adaptalésa és az elkészitett konstrukciokkal stabil transzformans arpavonalak 1étrehozasa.

3. A lucernabdl izolalt MSALR gén binaris vektorba épitése olyan transzgénikus vonalak
eléallitasa céljabol, amelyek az ALR fehérjét a citoplazmaban (p6d35S-MsALR) vagy a
kloroplasztiszban (p6d35S-cpMSALR) halmozzak fel. A transzgén beépiilésének és

kifejezddésének bizonyitasa és kopiaszamanak meghatdrozasa molekularis modszerekkel.



4. Az MsALR gén abiotikus stresszvalaszokban betoltott szerepének fluoreszcencia
detekcios modszeren alapuld tanulmanyozasa a létrehozott stabil transzformans arpa
vonalak dehidratacio, s6 ¢és karbonil stressztiirés vizsgalatain keresztil. A
stressztolerancia mértékét igazold fluoreszcens sejtarany értékeinek aldtamasztidsa mas
biokémiai modszerekkel (klorofill tartalom, prolin, tiobarbitirsav reaktiv anyagok

(TBARS) felhalmozdodas mérése).

5. A szemméret befolyasolasdban szerepet jatszo GW2 gén arpa homoldgjait antiszensz
orientacioban tartalmazo stabil transzformansok létrehozasa, a transzformans vonalak
jellemzése molekuléris bioldgiai modszerekkel. A vonalak fenotipizaldsa, szemméret

pixel-analizisen alapul6 vizsgalata.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az arpatermesztés agronomiai jelentosége

Az arpa (Hordeum vulgare L.) egyszikli novény, a perjefélék (Poacae), mas néven a
pazsitfiifélék (Gramineae) csaladjanak, ezen beliil az arpak (Hordeum) nemzetségének egyik
legfontosabb képviseldje. Termesztési teriilete alapjan a kukorica, buza és rizs utan a negyedik
legfontosabb helyet foglalja el: ez a 2014-es évben 49,2 millié hektart jelentett (“Statista 2015).
Magyarorszagon kozel 292 ezer hektaros vetésteriilettel (Statisztikai Tiikor 2014) a harmadik
legnagyobb teriileten termesztett gabonafélénk. Egyike a legrégebben domesztikalt
novényfajoknak: géncentruma Elé-Azsidba tehetd, termesztése régészeti leletek alapjan kb.
tizezer évvel ezel6tt kezdodott. Felhasznalasa sokrétii: jelentés mennyiséget; az Osszes termés
kortilbeliil egyharmadat a soripar dolgozza fel és szintén szdmottevé mennyiséget hasznalnak
allattakarmanyozasi célra. Elelmiszeripari nyersanyagként koffeinmentes potkavék készitésére, a
rizs helyettesitésére szolgdlo arpagyongy (gersli) eldallitasara, valamint lisztté 6rélve bébiételek,
taplalékkiegészitdk alapjaul hasznaljak.

Az arpa agrondmiai jelentdségét a buzanal nagyobb természetes ellenalld képessége adja:
széleskorlien alkalmazkodik a megvaltozott kdrnyezeti hatdsokhoz (Nevo et al. 2012), melybdl
adodoan a sz€lséséges idojarasi koriilmények (kevés csapadék, tengerszint feletti magassag, vagy
a talaj soOtartalma) kozott is nagyobb biztonsaggal termeszthetd, igy stabil terméshozamot
fenntartva a szegényebb orszagokban is jelentés élelmiszerforrast (Grando és Macpherson 2005)
képez még az 1ddjarasi viszontagsagok ellenére is.

Mig az arpa genom szerkezetileg nagyon hasonldé mas gabonafélék genom felépitéséhez,
a buzanal jelentdsen kisebb genommérete (5,1 gigabazis), s valddi diploid volta miatt, tovabba a
kozelmultban befejez6dott genom szekvenalasi (The IBGS Consortium 2012) programnak
koszonhetden a biotechnologiai kutatdsok egyre gyakrabban alkalmazott genetikai modell-
ndvényéve valt. A genom szekvendlasi adatok felhaszndlasa pedig tjabb teret nyit a genom alapt

kutatasok és novénynemesitési kisérletek tervezésére.

2.2.  Stresszfolyamatok a névényekben

A széarazfoldi novények helyhez kotott életmodjuk miatt ki vannak téve az allanddan
valtozd kiils6 kornyezetbdl érkezd hatasoknak, stresszfaktoroknak. A ndvények stresszhatds

sordn mutatott valaszreakcidja a stressz érzékelésével kezdddik, és egy komplex jelatviteli
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rendszeren keresztiil molekularis, sejtszintli és fejlodési valaszreakciok megjelenését valtja ki. A
stressz fogalmanak meghatarozasara napjainkban is Selye Janos definicioja hasznalhatd, amely
szerint a stressz egy bizonyos szervezetnek a stresszorra (optimalistol eltéré kornyezeti
viszonyra) adott nem specifikus szindromaban (tiinetegyiittesben) megnyilvanulo allapota (Selye
1956). Késdbb, Lichtenthaler (1998) tovabb pontositotta a stressz fogalmat; szerinte stressznek
tekinthetd minden olyan koriilmény, ami kedvezdtlen hatdssal van a ndvények anyagcseréjére,
novekedésére, s ezaltal a fejlodésére. Ha a novényt stresszhatds éri, a lebontd folyamatok
dominans megnyilvanulasa mellett a vitalitas csokkenése figyelheté meg. Ezt kovetden - ha azt a
novény rezisztencia-potencialja (standard szint és rezisztencia minimum ko6zotti eltérés mértéke)
lehetévé teszi - bekdvetkezik a masodik, azaz az ellenallas fazisa, mely soran helyreall a novény
alapallapotban tapasztalhaté rezisztencia szintje és fokozodik az ellenalld képessége. Azonban ha
a novényt érd stressz erdssége meghaladja a ndovény alkalmazkodd képességét, a kimeriilés
stadiuma kovetkezik, ami akar a novény pusztulasahoz is vezethet (Szigeti 1998). Novényi
stresszhatast biotikus, illetve abiotikus tényezék idézhetnek el6. Elobbihez tartoznak a
korokozok és kartevok altal eldidézett stresszhatasok, utdobbi csoportba pedig a hdmérséklet, fény

¢s vizviszonyok optimalistdl eltérd valtozasai sorolhatoak.

Stressz
felismerése

'

Szignal
transzdukcio

1 P ¥ |
77 Y\ ]

2008

) | = .

| Fiziologiai és g N
| e fejlodési esemény

X "\ -.
= Megvaltozott
t

sejtanyagcsere

1. 4bra: Abiotikus stresszhatasokra adott n6vényi valaszreakciok — sejtszinten és a teljes
névény szintjén abrazolva (Buchanan 2000. alapjan Gjrarajzolva).

A noévényi sejtekben a kiils6 kornyezetbol érkezo ingerek felvétele és az altaluk kivaltott
anyagcsere-valtozasok kozott sejtszinten szignal transzducids folyamatok mennek végbe.
Ennek elso 1épése legtobbszor az érzékelés, zarolépése pedig egy fehérje vagy mas
anyagcsere-termék megjelenése/atalakulasa, melynek eredményeként uj funkciok jelennek
meg. A kornyezeti jelek hatasara elindult jelatvitelei folyamatok jellemz6en sejtszinten
megvaltozott génexpressziot eredményeznek, ami viszont befolyasolja az egész ndvény
fejlodését.

11



Mivel a dolgozatom els6é felében olyan génjeldltek vizsgalataval foglalkozom, amelyeknek
els6sorban az abiotikus stresszek elleni hatékony védekezésben van szerepiik, ezért a

tovabbiakban az ezekkel kapcsolatos kutatasi eredményeket tekintem at.

2.3. Az arpa szarazsagtiirésében szerepet jatszo faktorok, génjeloltek azonositasa

EcoTilling modszerrel

A gabonafélék, kozottik az arpa szarazsag tolerancidjanak kialakitasaban résztvevd
genetikai tényezdk azonositasara, illetve részletes vizsgalatara kiilonboz6 genetikai mdodszereket
hasznalnak, példdul QTL analizis, gén expresszids vizsgalatok, transzgénikus névények analizise
(Guo et al. 2009; Talame et al. 2007; Marzin et al. 2008). Ezen vizsgélati modszerek eredményei
alapjan tobbféle gén szarazsdg toleranciaban betdltott szerepe valdszinisithetd. A kiilonb6zd
génjeldltek stressz toleranciaban betdltott funkcidja hitelt érdemlden azonban csak kevés esetben
igazolhat6 egyértelmiien. A helyzetet neheziti a vizsgalt faj egyedei, genotipusai kozott fennalld
genetikai variabilitds, mely az egy adott lokuszban megtalalhatd kiillonbozd allélvariansok
jelenlétébol adodik. A szarazsagtiirésben szerepet jatszd gének genetikai variabilitdsanak
feltarasa kinal lehetdséget az ECOTILLING technologia (Comai et al. 2004). A PCR Iépéseken,
heteroduplex képzésen és az allélvariansok szekvencia kiilonbségeinek nukledzokkal torténd
emésztéssel vald kimutatdsan alapuld technoldgia a haplotipusok elkiilonitésére is lehetdséget
nyujt. Segitségével az egyes inszerciok/deléciok (InDel), valamint egyetlen bazisparnyi eltérések
(SNP) is kimutathatok a vizsgalt populacid egyes tagjai kozott. A modszert arpa vonalak
lisztharmat (Blumeria graminis) rezisztenciaban szerepet jatszo gének (mlo és Mla) allélikus
variabilitdsanak felkutatisara Mejlhede et al. (2006) sikerrel alkalmazta, nemrégiben pedig
Labadibi et al. (2009) indukalt mutagenezissel eldidézett misszensz mutaciokrdl szamolt be két
dehidrin génben (Dhnl2 és Dhnl3 gének), amelyeket szintén e mdodszerrel azonositottak. Xia et
al. (2012) a klorofill a/b kotd fehérjét kodold Lhebl (light harvesting chlorophyll a/b bindingl)
gén allélikus variabilitdsat mutatta ki e moddszerrel, tovabbd Osszefiiggést mutatott ki az
allélvariaciok, illetve a kaldszonkénti szemszdm, kaldszhossz, az ezerszem tomeg, valamint
novénymagassag kozott. Cseri et al. (2011) kozleményében pedig egy - a szarazsagtiirés
szempontjabol nagy genetikai variabilitdst mutatd - 96 genotipust tartalmazd arpa populaciot
vizsgalt. A szdrazsagtlirésben potencidlisan szerepet jatszo 6 génjelolt (HVSRG6, HYNHX1 és a
HvP1, HvARH1, HVDREB1 és HvDRF1 gének) természetes variabilitasat ECOTILLING
modszerrel analizalva a génjeldltek allélvariansainak egyértelmi elkiilonitésére alkalmas ¢€s

konnyen detektalhaté markerkészletet hozott létre. A csoport munkdjdhoz kapcsolodoan
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probaltuk meghatdrozni a kivalasztott génjeldltek abszcizinsav (ABA) kezelés hatasara adott
expresszios valtozasait. Doktori értekezésemben — a csoportunk korabbi kutatasi témaihoz
kapcsolodoan — egy aldoz reduktaz homolog gén: a HYARH1 (Hordeum vulgare AR-h gene for
aldose reductase), valamint az HvSRG6 (Hordeum vulgare Srg6 gene for Stress Responsive
Gene protein 6) génjeloltekre esett valasztasunk. Az EcoTilling modszer segitségével a gének
szekvenciajaban felfedett SNP és INDEL mutaciok helyének pontos meghatarozasa utan, a
vizsgalt tajfajtakat az adott génjeloltek esetében tovabbi - a genotipusokon beliil leggyakrabban

eléforduld - haplotipus osztalyokba soroltak.
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2. abra: Tilling modszer folyamatabraja. Mu: mutans, vt: vad tipus. (Forras: Till et al. 2004.
alapjan Gjrarajzolva)

2.4. Az arpa genetikai transzformaciéja: médszertani és torténeti attekintés

A géntechnologiai modszerek rohamos fejlodésének koszonhetden ujabb lehetdségek
nyilnak nemcsak a novények ellenalld képességének fokozasara (gyom- és kartevo-ellenallas,
egyéb a kornyezeti stressz hatasokkal - példaul szarazsag, hideg - szembeni tolerancia), hanem
az arpa mindségi paramétereinek javitasara, ezaltal pedig a nagyobb terméshozamok elérésére.
Az alap ¢és alkalmazott kutatds fontos, szdmos kérdésre valaszt add eszkoze a transzgenikus
arpak létrehozasa. Bar az arpa biotechnoldgiai kutatdsai tavoli multra tekintetnek vissza, a
biotechnologiai, sor- és maldtagyartdsi, valamint takarmanyozéasi céloknak megfeleld fajtak
eldallitasara szamos transzformacios modszer all rendelkezésre.

Az els6 transzgénikus névényeket 1983 -ban allitottak elé (Bevan et al. 1983). Az elmult

évtizedekben a transzgének bejuttatasara sokféle modszert dolgoztak ki és publikaltak, melyek
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kozvetett és kozvetlen eljarasokra csoportosithatok. A kozvetett modszer azokat a géntranszfer
technikdkat foglalja magéaba, melyekben az ember més €16 (virus, baktérium) szervezetet hasznal
fel a transzgén atvitelére a novényi sejtbe és beépitésére a sejtmag DNS-be. A kozvetlen
géntranszfer technikdk sordn a transzgént azonban mi magunk juttatjuk be a célszovet sejtjeibe,
valtozatos modszereket alkalmazva (vakummal, részecskebelovéssel, protoplasztok PEG
kezelésével, elektroporacioval, elektroforézissel, mikro- €és makroinjektalassal, pollentomld
kezeléssel, lézerrel stb) (3. abra). A kulturndvényeken leggyakrabban azonban csak két
traszformacids technikat alkalmaznak, az Agrobaktériumra alapuld kozvetett és a
részecskebombazast alkalmaz6 kozvetlen géntranszfert.

A kezdeti transzformacios kisérletek mind a koézvetlen génbeviteli eljarasokat
részesitették elonyben. A gabonaféléken tranziens expresszios kisérletekben szamos modszerrel
¢s novényi szovet alkalmazédsaval mutattak ki sikeres géntranszfert, példaul szuszpenzids sejtek

mikroinjektalasaval (Mendel et al. 1989); éretlen embridk és kallusz tenyészetek (Kartha et al.

crer

crer

Az 1990-es évek elején egyszikiieken végzett korai stabil transzformacids kisérletek
koziil sokdig a protoplaszt-technika igérkezett a leghatékonyabb moddszernek. A gabonaféléken
végzett protoplaszt transzformacids kutatasok koziil az elsé kdzvetlen génbeviteli technika a mar
emlitett, PEG medialt modszerrel indukalt DNS-felvétel volt. A polietilén-glikol kitagitotta a
protoplasztok poérusait, a transzformacios oldatba adagolt DNS pedig a sejthartya poérusain 4t
bejutott az izolalt sejtfal nélkiili sejtekbe. Az elsd sikeres arpa transzformaciérol szolo irodalmi
beszamolok is a PEG altal kozvetitett génbeviteli modszert alkalmaztak (Lazzeri et al. 1991). Bar
a PEG-indukalt DNS-felvétel az atvitt gének stabil expressziojat eredményezte a sejtkulturdkban,
stabil transzforméans novényt azonban nem sikeriilt a sejtvonalakbdl regeneralniuk. Késébb,
Funatsuki et al. (1995) szintén PEG altal kozvetitett protoplaszt transzformacios modszert
alkalmazva mar stabil transzformans arpa novények regeneraldsaig is eljutott, és a névények az
utddgeneracioba is atorokitették a transzformacid bizonyitdsara hasznalt neomycin-
foszfotranszferaz (NPTII) szelekcios markergént. Salmenkallio-Marttila et al. (1995) mikrospora
eredetli protoplasztokon elektroporacio segitségével végzett DNS-felvételt alkalmazott, majd
orokitését is igazoltak. Eretlen embri6 eredetii kallusz tenyészetbél inditott sikeres PEG-indukalt
protoplaszt transzformalasrol is beszamoltak (Kihara et al. 1998), de az éretlen arpa embrio
szkutellumabol inditott protoplaszt-tenyészeteket is eredményesen hasznaltdk stabil

transzformdns arpavonalak eldallitasara (Nobre et al. 2000) (3. dbra). Az ezredfordulot kovetden
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zigbta eredetli protoplaszt kultirak mikroinjektalasat ismertették (Holm et al. 2000), azonban a
transzgén stabil expresszidja nem volt megfigyelhetd.

A virus indukalt géncsendesités (VIGS) napjaink egyik legigéretesebb moddszere a
funkcionalis génanalizisnek. Ebben az esetben a géncsendesitést a ndvényi sejtben replikalodo
virusok indukaljak sajat RNS genomjukkal szemben. Ha a virus genomja idegen szekvencia
elemet is tartalmaz (amely homoldég egy novényi endogén génnel), akkor az endogén gén
MRNS-e¢ is szekvencia specifikusan lebomlik és igy az endogén gén hidnyara jellemz6 fenotipus
alakul ki a névényen. Mind a rozsnok mozaik virust (BMV), mind pedig az arpa csikos mozaik
virust (BSMV) sikerrel alkalmaztdk rizs, arpa és kukorica novények virus indukalt
géncsendesitésére. BSMV alkalmazéasaval a célgén teljes elhallgattatasat érték el, azonban ez
csak a novény egy bizonyos részére korlatozddott, és csak tranziens géncsendesités valosult meg
(Ding et al. 2006; Holzberg et al. 2002; Oikawa et al. 2007). Ujabban patogén rezisztencidban
szerepet jatszo gének elhallgattatasara is sikerrel alkalmazzak (Bruun-Rasmussen et al. 2007;
Yuan et al. 2011) ezt az eljarast. Ezzel a rendszerrel analdg, az un. gazdaszervezet indukalt
géncsendesités (host induced gene silencing, HIGS), amely 0j lehetéséget biztosit a kiillonb6z6
virulencia génjeldltek funkcidvesztéses genotipusainak vizsgalatdhoz. E rendszerben a
gombafertdzés indukalja az RNS-csendesitést, ami végiil a fungalis RNS lebontasahoz vezet. A
modszert sikerrel alkalmaztak kiilonbozo génjelolteknek az arpa lisztharmat (Blumeria graminis)

fert6zésben betoltott szerepének igazolasara (Nowara et al. 2010; Pliego et al. 2013).

mikroinjektalas PEG  Génbel6vés (génpuska) VIGS - HIGS
KOZVETLEN (DIREKT) GENTRANSZFER

Izolalt éretlen [[EMPriOgen| | jzolalt ([ Izolalt || 20141t éretien| | EIOtENYESZEt | | Hajtas merisztéma
pollen pollen |7igota||petesejt] | embriok | |6T€HEN eMbri6 | | tenyészetek

kultara kultara
in vitro in vitro in vitro
kultara kultara kultara

AGROBAKTERIUM ALTAL
KOZVETITETT GENTRANSZFER

Agrobacterium Agrobacterium
tumefaciens rhizogenes

3. abra: Kozvetlen és Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett géntranszfer technologiak

csoportositasa az alkalmazasukhoz hasznalt leggyakoribb kiindulasi arpa szovettenyészetek
felsorolasan bemutatva (Az eredeti abra forrasa: Kumlehn és Hensel 2009)

Az el6zbéekben bemutatott kozvetlen génatviteli mdodszerek, pl. a protoplasztokba torténd DNS-

bejuttatdis mégsem valtak igazan elterjedt modszerré, a protoplasztokbol torténd
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novényregeneralas nehézségei miatt. Igy — mas egyszikiiekhez hasonléan — leginkabb az tn.
biolisztikus modszer terjedt el (1asd kdvetkezo alfejezet). Ennek soran a DNS-t olyan szévetekbe

juttatjak be, melyekbdl 1ényegesen egyszerilibb a regeneracio.

2.4.1. Az arpa biolisztikus elven alapul6 kozvetlen genetikai transzformacioja

A részecskebelovés elvén alapuld kozvetlen géntranszferrel kapcsolatos elsd
kozlemények az 1980-as évek masodik felében jelentek meg, s ettél kezdve az egyik
legelterjedtebb és bizonyos ndvényfajok esetében a leghatékonyabb és egyediiliként hasznalhato
transzformdcids modszerré valt. A gének mesterséges bejuttatdsdra moddszertani szempontbol
nagy jelentdségli volt a Cornell Egyetemen kifejlesztett részecskebelovd berendezés,
kozismertebb nevén génpuska (Sanford 1988). Hazdnkban Jenes Barnabds és munkatarsai a
Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kozpontban (Go6dolld) fejlesztettek ki egy nitrogéngazzal
miikodd génpuskdt (Genebooster) (Jenes et al. 1996; 1997). Mindkét eszkdz hasznélatanak
lényege, hogy a kivélasztott gén izolalt cDNS-ét hordozd mikrolévedékekre szélesztik (arany
vagy wolfram részecskékre) és 50 bar nyomadsértékii gaz és -0,7 bar vakuum egyideji
alkalmazasa mellett nagy sebességre felgyorsitjak. Ennek segitségével a részecskék athatolnak a
sejtfalon és a sejtmembranon, magukkal szallitva a sejtek belsejébe az idegen DNS-szakaszokat.
A sejtek egy része tuléli az igy okozott sériilést, a beldtt izolalt DNS integralodik a célsejt
genomjaba, majd osztédik és ezekbdl a sejtekbdl megfeleld szelekcios koriilmények kozott
novények regeneralhatdk (Pepd 2010).

Az els6 stabil, biolisztikus arpa transzformacids eredményeket felmutatdo kozlemény
1993-b6l szarmazik. Ritala et al. (1993) a Hordeum vulgare cv. “Pokko” arpafajta
embriotenyészetébdl inditott sejtszuszpenzidt transzformalta a génbelovés modszerét
alkalmazva, utat nyitva a késObbi embrid-, portok- és mikrospora-eredetli sejttenyészetek
embriok részecskebelovésérdl szamoltak be a "Kymppi” finn fajtat alkalmazva. Wan és Lemaux
(1994) a ”Golden Promise” tavaszi arpafajta éretlen zigotikus embrio, fiatal kallusz és
mikrospora eredetli embrio tenyészetek génbelovési eredményeit kdzolte. Kozleményiik volt az
els6, mely a ”Golden Promise” tavaszi arpafajta sikeres stabil genetikai transzformalasarol
szamolt be. Hasonld, éretlen embridkon végzett kisérleteket mas szakirodalmakban is
publikaltak: a ’Galena”, ”Harrington” (Cho et al. 1998), valamint a ’Golden Promise” (Cho et al.
1998; Harwood et al. 2000) tavaszi arpafajta esetében, de az ”Igri” fajta izolalt mikrospora

tenyészeteinek androgenezis indukcidjaval (Jachne et al. 1994), a ”Harrington” fajta
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hajtasmerisztéma (Zhang et al. 1999) tenyészeteinek génbelovésébol és a ’Conlon” fajta éretlen
embri6ibol inditott kallusz tenyészetek (Manoharan és Dahleen 2002) génbelovésébol is
szarmaztak eredményes transzformaciok. A részecskebelovésen alapuld transzformacios
technoldgia bar stabil transzformacios eredményeket mutatott fel, hatékonysaga igen valtozé
hatarok kozott mozgott: az idézett irodalmi publikdciokban 0,3-7,9 % kozott (regeneralt
ndvény/izolalt embriok ardnya) valtozo transzformacids hatékonysdgrol szamoltak be. Az
akkoriban leghatékonyabb transzformaciés modszer (Wan és Lemaux 1994) eredményeinél
magasabb hatékonysagot azdta sem sikeriilt génbeldvésre alapozott transzformécios modszerrel
elérni. A biolisztikus transzformacidés moddszert az utdbbi évtizedben is tobb kutatdocsoport
hasznalta stabil transzformans arpavonalak eléallitasara (Mrizova et al. 2014).

Az eddig elért eredmények bebizonyitottak, hogy a biolisztikus transzformacié az
arpafajtak széles korében is sikeresen alkalmazhatd, szemben az Agrobacterium tumefaciens
hasznalatara alapulé moédszerrel, ahol a transzformacio sikere nagymértékben fiigg a felhasznalt

genotipustol.

2.4.2. Az arpa Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett genetikai transzformacioja

Az Agrobaktérium fajok a Rhizobiaceae csaladba tartozé talajlako, novénypatogén
baktériumok. Az Agrobacterium alcsalad két legismertebb tagja a ndovények szaran tumort
képezé Agrobacterium tumefaciens és a hajszalgyokertiséget okozo Agrobacterium rhizogenes.
Gazdakoriik rendkiviil szélesnek tekinthetd, a legtdbb kétszikii fajt képesek fertézni. Eppen ezért
kozismert tény, hogy a talajlakoé baktériumok altal kozvetitett génbevitel az egyszikii fajoknal
hosszt évekig nem johetett szamitasba, az egyszikliekre torténd hasznalatuk gyakorlatilag
alkalmatlannak bizonyult. Az Agrobaktérium-kozvetitett géntranszfer technikak szamos elénnyel
szolgaltak a részecske belovéses kozvetlen géntranszfer technikdkhoz viszonyitva, ideértve a
jobb- ¢és bal-oldali hatarszekvencidk kozotti meghatarozott transzgén integraciot is, melynek
kovetkeztében alacsony a transzgén atrendezOdésének lehetdsége. Az idegen gén beépiilése
altalaban kis kopiaszamban és az atirddas szempontjabodl aktiv régiokba torténik, ezaltal magas
szinti génexpresszio érhet6 el (Koncz et al. 1989).

Hiei et al. (1994) rizsben elért eredményei (stabil transzforméns vonalak eldallitasa
Agrobacterium felhasznalasaval) ugrasszerli modszertani valtozast hoztak az egyszikil
novényfajok génbeviteli technikajaban. Az els6 sikeres Agrobacterium altal kozvetitett, stabil
arpa transzformaciordl Tingay et al. (1997) szamolt be, akik az Agrobacteriumos moédszert,

melynek soran ’Golden Promise’ arpafajta éretlen embridinak €és a baktérium tenyészet ko-
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kultivacidjat alkalmaztak. A ma alkalmazott eljarasok szemszogébdl nézve, ennek a modszernek
a sikere szdmos tényezd Osszehangolt, egylittes alkalmazasanak, optimalizaldsanak volt
koszonhetd. A fontosabb Gsszetevok, példaul a hipervirulens AGL-1 Agrobacterium torzs és a
megfeleld binaris vektor egylittes hasznalata, az Agrobacterium-szuszpenzidé antibiotikum
hozzaadéasat nélkiiloz6 ndvesztési korilményei, az izoladlt embridk embridpajzsdnak
mikroszkdpos eltavolitasa, s az izolalt szkutellumok taptalajon torténd elhelyezésének modja (az
embridpajzs alapi részén érintkezik a tapkozeggel) voltak. Késobb Matthews et al. (2001) az
¢retlen embridk kallusz-indukcids taptalajon torténd eldkezelését elhagyva, egyszeriisitette a
modszert. Trifonova et al. (2001) pedig kiillonb6zo tényezok hatasat vizsgalta a transzformacid
hatékonysagara: példaul a novekedési regulatorok hasznalatat, ozmotikus kezelést, sebzés és
sebzési feliileten keresztiil a baktérium altali ndvényi sejtek fertézését segitd acetosziringon-
kezelés szerepét. Igazolta, hogy a 2,4-D helyett a taptalajhoz adagolt 3,6-diklor-2-metoxi-
benzoesav (dikamba) kezelés jelentésen megnovelte a stabil transzformdéciok gyakorisdgat,
tovabba, hogy az éretlen embriok két napos (a korabbi egy nap helyett) kallusz-indukcids
taptalajon valo eldtenyésztése acetosziringon kezeléssel egyiittesen is ndvelte a hatékonysagot.

Az alkalmazott arpa genotipusnak az Agrobacterium-kozvetitett transzformaciora
gyakorolt hatékonysagarol szdmos kozleményben is beszamoltak (6sszefoglalok: Goedeke et al.
2007; Hensel et al. 2008). Ezek alapjan a legnagyobb transzformacios hatékonysagot, legtobb
stabil transzgénikus arpa vonalat a hipervirulens LBA4404 Agrobacterium toérzs (Hensel et al.
2008) és a ”Golden Promise” arpafajta éretlen embrionak hasznalataval érték el (Trifonova et al.
2001; Hensel et al. 2008; Eva et al. 2008). Jelenleg is ezt a transzformacids eljarast alkalmazzak
leggyakrabban a stabil transzformans arpa vonalak eldallitasara (Harwood et al. 2012; Shrawat
¢és Good 2011; Yadav et al. 2012; Kapusi et al. 2013; Soltész et al. 2013).

2.5.  Abiotikus stresszrezisztencia kialakitasara iranyulé biotechnolégiai torekvések

Nemcsak vilagban, hanem hazdnkban is a becslések szerint a terméshozam
csokkenésének mintegy 70 % -at az abiotikus stresszhatasoknak tulajdonithaté hozamkiesések
adtak (Acquaah 2007). Az éghajlatvaltozasnak tulajdonithaté szarazsag ¢és magasabb
atlaghdmérséklet tovabbi kockdzatot jelentenek az élelmiszert eldallitd agrartevékenység
szamara, jelentds kiesést okozva a legfontosabb gabonafajtdk — Gigy, mint a buza, kukorica és
arpa — terméshozaméban (Lobell és Field 2007), igy az igény a kornyezeti szarazsag €s sotiird
gabonafélék elballitasara az utdbbi évtizedekben jelentésen megndvekedett (Reynolds és Ortiz

2010).
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A molekularis bioldgiai ismeretek, a rekombinans-DNS technologiat alkalmazo
génsebészet 11j lehetdségeket nyitottak a gazdasagi ndvények nemesitésében. A géntechnoldgiara
alapozott megoldasok a novénynemesités forditott (reverz) modszerei, itt ugyanis mar a
genotipus a kiindulas és annak tudatos atformalasaval allitja el6 a kivant fenotipust. A ma ismert
transzgénikus novények minddssze néhany genetikai elemben térnek el a kiinduld genotipustol.
Az ezek éltal kodolt 1) tulajdonsdgoknak azonban komoly termesztéstechnoldgiai, kereskedelmi
vagy ipari értékiik van (Khachatourians et al. 2002).

A kornyezeti abiotikus és biotikus stressz hatasok kozos jellemzdéje, hogy mire a kartétel
jelentkezik, a hatékony védekezésre és a karok csokkentésére mar kevés a lehet6ség, éppen ezért
az ilyen tipust kockézati tényez6k megeldzése szintén a nemesitdk feladata.

A vizhidny koriilményei kozott aktivalodott védekezési folyamatok felhasznaldsaval szamos
géntechnoldgiai stratégia kisérletes kiprobalasara keriilt sor, melyeket roviden az aldbbi

alfejezetekben foglalok dssze.

2.5.1. A sejtstruktira megorzését szolgalo fehérjék alkalmazasa

A késoi fejlodési stadiumt embriokban nagy mennyiségben eléforduld un. LEA fehérjék
génjeirdl kideriilt, hogy viz stressz esetén a vegetativ ndvényi szovetekben is akkumulalodnak
(6sszefoglaloként lasd Bartels et al. 2007) (4. 4bra). Kiilonb6z6 tipusai koziil a 3. és 5. csoport
fehérjéire egy jellegzetes aminosav-motivum ismétlddése jellemzd, ¢és a kialakulo
fehérjeszerkezet ionok megkotését teszi lehetévé. Ebbe a csoportba tartozik az arpa aleuron
rétegében felhalmozodé HVA1 (Hordum vulgare L. aleuronl) fehérje. A HVAL gén a vizvesztés
stddiumaban 1évé embridban aktiv, de csirandvényben abszcizinsav (ABA) kezelés, sostressz és
dehidratacio hatasara is miikddésbe 1€p. Konstitutiv expresszidt biztositd aktin prométerrel rizs
transzforméciohoz felhasznalva vizsgaltdk a transzformalt ndvények stressz tolerancidjanak
meghatarozasdhoz (Xu et al. 1996), s a mért novekedési paraméterek (levélndvedési rata,
ndvénymagassag, gyokérsuly) alapjan a transzformalt ndvények megnovekedett toleranciat
mutattak vizmegvonasos korilmények kozott és so stresszel szemben, a levelek sargulésa,
nekrotikus elhalasok a fiatal leveleken, mint a karosodas tiinetei egyarant késébb jelentek meg a
transzforméans ndvényeken. A gén taltermeltetése egy ijabb tanulmany szerint azt mutatta, hogy
a transzformans novények szignifikdnsan magasabb relativ viztartalommal és magasabb turgor
nyomassal rendelkeztek, azonban a HVAL gén terméke nem mint kompatibilis ozmolit jatszott
szerepet a védekezési mechanizmusokban, hanem a megnovekedett tolerancia alapjat a

sejtmembranok megndvekedett stabilitdsa adta (Chandra Babu et al. 2004). Hasonloan,
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transzgénikus szeder (Morus indica) novényeken végzett kisérletek is a vad tipust kontroll
novényekhez képest egyarant jobb sejtmembran stabilitast és a kettes fotokémiai rendszer jobb
effektiv kvantumhatékonysagat (®PSII) eredményezte, valamint kevesebb fotooxidativ
karosodas volt megfigyelhetd (Lal et al. 2008).

A LEA-fehérjék masik csoportjaba a vizkotési képességekkel rendelkezd fehérjék
tartoznak, melyek t6ltéssel rendelkezé aminosavakban és glicinben gazdagok. Ezek koziil kiilon
figyelmet érdemelnek az aquaporinok (vizcsatorna fehérjék, 4. abra), melyek nagy
hatékonysaggal ¢és szelektivitassal képesek vizet, vagy mas oldott anyagokat, ionokat
apoplasztikus utvonalon transzportalni a membranok kozott (Cui et al. 2008; Jang et al. 2007;
Zhang et al. 2008). Mikodésiiket hormonok (ABA, gibberellin), vizstressz, vagy akar
patogénfert6zés is befolyasolhatja (Parent et al. 2009).

2.5.2. Ozmotikus védelmet biztosité vegyiiletek (ozmolitok) szintetizaltatasa

Régota ismert, hogy a vizhiany befolyasolja a novényi sejtek metabolizmusat (Hsiao,
1973), azonban sokaig nem volt tisztazott, hogy a megvaltozott anyagcsere folyamatok mely
részének van szerepe a stresszhez torténd adaptalodasban, és mely része jott létre kdzvetlentil a
stresszhatds kovetkeztében. A vizhidny esetén a sejtek viztartalmanak elvesztésével csokken a
vizfelvételt lehetdvé tevd ozmotikus érték. Ezt a vizfelvételi folyamatot segitik eld az ozmolitok,
melyeknek els6dleges feladata a turgor és a makromolekuldkat koriilvevé hidrat burkok
fenntartasa. A kompatibilis ozmolitok — azaz a biokémiai folyamatokat nem, vagy azokat
elényosen befolyasold ozmolitok — hidrofil molekuldk; a fehérjék és fehérje komplexek felszinén
a vizmolekulakat igy helyettesiteni tudjak, ezaltal ozmoprotektansként és kis molekulatomeg
chaperonként hathatnak (Diamant et al. 2001; McNeil et al. 1999), csokkenteni képesek a
toxikus ionok enzimaktivitast gatlo hatasat (Brown 1990), megnévelik az enzimek héstabilitisat;
mellyel kozvetve gatoljak az enzim-komplexek szétesését (Galinski 1993; Papageorgiou és
Murata 1995) (4. abra). Egyes irodalmi adatok alapjan az ozmolitoknak fontos szerepe van a
reaktiv oxigén zarmazékok (reactive oxigen species, ROS) hatastalanitasaban és a szabadgyokok
eltavolitasaban (Szabados és Savouré 2010; Bolouri-Moghaddam et al. 2010; Gill és Tuteja
2010). Az ozmolitok szerkezetiik alapjan lehetnek aminosavak (prolin), gytriis-poliolok
(mannitol), kvaterner ammoénium szarmazékok (betainok), tercier szulfonium-szarmazékok és
cukrok (trehaloz, szachar6z). Ezen ozmolitok felhalmozasa a belsd ozmotikus potencial
csokkentésével hozzajarul az eldlények stressz tolerancidjanak javitasdhoz (Delauney és Verma

1993; Cominelli és Tonelli 2010), szintézisiik a természetes védekezési folyamatok részét
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képezi, azonban a novények egy része természetes koriilmények kozott nem képes eldallitani
Oket. A géntechnoldgia a fent felsorolt ozmolitokra alapozott stressz ellenallosagot fejlesztett ki,
s ezzel kiterjesztette az ozmolitok szintézisére képes gazdasagi novények korét is.

Az egyik legszélesebb korben vizsgalt kompatibilis ozmolit a prolin, az ozmotikus
stressz soran torténd felhalmozodasa szamos kozlemény vizsgalatanak alapjat jelentette, s ezek
eredményeként a kutatok a prolin bioszintézisében szerepet jatszo kulcsenzimek kodold génjeit
felhasznalva probaltak stressz tliré transzformans novényeket 1étrehozni. Mind a 1-pirrolin-5-
karboxilat-szintaz (P5CS), mind pedig a reduktaz enzimek (P5CR) génjeit kloénoztdk mar
novényekbdl. A prolin tobbiranyt hatasat tekintve kézenfekvd, hogy a P5CS gén
tultermelésébol, valamint a prolin szint megemelkedésébol megndvekedett stressz rezisztenciat
varjunk. Cvikrova ¢és munkatarsai (2013) a P5CS (F129A) gént tultermelé dohany
transzforménsokat allitottak eld, s igazoltak a szarazsag és ho stressz prolin szint ndvekedésére

crer

tultermeld transzformans novények megndvekedett stressz ellenallosagat.

2.5.3. A vizhidanyt kiséro jelatviteli és génexpresszidos szabalyozo elemek (transzKripcios

faktorok) felhasznalasa

A transzkripcids faktorok (TF) a génszabalyozas alapvetd résztvevoi, minden él61ényben
megtaldlhatoak. Eukariotdkban az un. ,altaldnos transzkripcidos faktorok” a transzkripcid
1étrejottéhez sziikséges pre-iniciacios komplex kialakitdsaban vesznek részt. Egyes transzkripcos
faktorokban (ilyenek példaul a TFIIA, TFIIB, TFIID faktorok) olyan funkcionalis motivumok
talalhatok, melyek nem feltétleniil a szabalyozott gén DNS-éhez kotédnek, hanem a RNS
polimerazzal keriilnek direkt kapcsolatba. Mas TF-ok a differencialis génexpressziot teszik
lehetévé. Ezek a faktorok szekvencia-specifikus DNS-koté fehérjék, melyek a gének
transzkripcidjat szabalyozzak. A célgén promoteréhez kotddve aktivaljak, vagy éppen gatoljak a
gén atirasat. Kiemelkedd szerepiik van a génszabalyozasban: biztositjak egy adott gén szdvet-,
fejlodés-, vagy stimulus-specifikus expresszidjat (Goodrich és Tjian 2006). A DNS-k6té6 domén
aminosavai 1épnek kapcsolatba a szabalyozott gén promoterének bazisaival, e domén
szekvenciaja, strukturja tehat alapvetden meghatarozza, hogy az adott TF mely gén/gének
szabalyozasara képes.

A TF-ok mintegy fele novényspecifikus, azaz olyan DNS ko6td domént tartalmaz, mely
csak novényekbdl ismert (Riechmann et al. 2000); a TF-okat ezek alapjan soroljuk csaladokba.

Az egy bizonyos tipusa TF altal szabalyozott gének csoportjat regulonnak nevezzik. A
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novényekben az abiotikus stresszvalaszban betoltott szerepiik alapjan legalabb négy kiilonb6zo
regulont azonositottak, ezek: (1) a C-ismétlédést koté elem/Dehidrataciora valaszold kotd
(CBF/DREBL) regulon; (2) a nitrogén asszimilaci6 kontroll, cink-ujj homodomén (NAC és ZF-
HD regulon); (3) az ABA-fiiggd elemek-kot6 fehérje/ABA koté elem (AREB/ABF) regulon; (4)
¢s a myelocytomatosis oncogene (MY C)/myeloblastosis oncogene (MYB) regulon (Saibo et al.
2009) (4. abra). Az elso6 két regulon az ABA-fliiggetlen, a masodik ketté az ABA-fliggd jelatviteli
uthoz tartozik. Ezen transzkripciés faktoroknak a ndvényi transzformacidhoz torténd
felhasznalasa stressz tolerans genotipusokat eredményezhet, irodalmi adatok alapjan igéretes
példanak tlinhet példaul a CBF/ DREB TF-okat kodold génekkel torténd transzformalas. Ezeket
a TF-okat sikeresen hasznaltdk szdmos novényfaj stressz tolerancidjanak javitdsara, ugymint a
barna mustar (Cong et al. 2008), rizs (Oh et al. 2007), sz6ja (Chen et al. 2007) és néhany pazsitfi
esetében (Zhao et al. 2007). Az utdbbi idében buzabdl izolalt két CBF / DREB TF-t hasznaltak
arpa és buza stressz toleranciajanak fokozasara (Morran et al. 2011). A DREB2 és a DREB3 TF-
okat kodold géneket a konstitutiv expressziot biztosité dupla CaM V35S prométerrel, valamint a
szarazsag-indukalhaté kukorica ZmRAB17 prométerrel meghajtva transzformaltak, mely utan
mindkét vektorkonstrukciot hordozé transzformansok szarazsadg-, so- €s hidegellenédllosagot
mutattak, azonban a tlltermeld transzformans vonalak komoly novekedési zavarral rendelkeztek.
A stressz fliggd szintézis viszont nem okozott fenotipusos valtozast a novényekben. Az emlitett
példa is kihangsulyozza, hogy a transzgének kifejeztetésének finom szabédlyozottsaga mennyire
szem el6tt tartandd szempont a biotechnoldgiai nemesités soran.

A 10dfil Y sejtmagi faktor csaladba tartozo AtNF-YB1 (Arabidopsis thaliana nuclear
transcription factor Y subunit B-1) TF taltermeltetése a szarazsagtiirés kialakitasaért felel6s
gének bekapcsolasaval képes csokkenteni a vizmegvonds karos hatasdt ebben a
modellnévényben. A kukorica ortoldg (ZmNF-YB2) megtalalasa és tultermeltetése kukoricaban
hasonl6 fenotipust eredményezett. Kétéves szabadfoldi Osszehasonlitdo teszttel kukoricaban
stabil, 10%-ot meghalad6 termésndvekedést értek el a TF magas szinten torténd termeltetésével,
akar a jo termést biztositd masodik, akar az aszalyos els6 év hozamat tekintjiik (Nelson et al.

2007).
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Masodlagos stressz
Ozmotikus stressz
Oxidativ stressz

ozmotikus és ion homeosztazis megzavarasa,
funkcionalis, szerkezeti fehérjék és membranok
sérulése

Ozmoszenzorok, foszfolipid hasité enzimek
(PLD), masodlagos messengerek (Ca?* , ROS),
MAP kinazok, Ca®* szenzorok (SOS3), kalcium
fliggd protein kinazok (CDPK)

l

S | ~Transzkripciés faktorok (CBF/DREB, ABF, bZIP,
MYC/MYB)

‘ Chaperon funkciok (LEA,
—— | Detoxifikaci6 (SOD, PX) COR, Hsp)
Gén aktivacio )

\

Ozmotikus védelem (prolin, iz és ion mozgas (aquaporinok,
GlycBet, cukoralkoholok) ‘ ion transzporterek)

4. abra: Az abiotikus stresszhatasokra adott ndvényi valaszreakciok sokrétiisége. (Az eredeti
abra forrasa: Vinocur és Altman 2005).

2.5.4. Kairosito molekuldk hatastalanitiasat biztosito6 mechanizmusok javitasara iranyulé

torekvések

A biotikus ¢és abiotikus stresszhatasok egyik kozos jellemzdje, hogy a sejtekben reaktiv
oxigén szarmazékok (ROS) keletkezéséhez és toxikus reakcidtermékek (reaktiv karbonilok)
felhalmozodasahoz vezetnek (Moran et al. 1994; Price et al. 1989), melyek tovabb fokozzak a
stresszhatds kovetkeztében kialakult sejtkarosodast. Az oxidativ stressz szdmos ROS
felhalmozddasadhoz vezet a mitokondriumban, a peroxiszémakban és kloroplasztiszban, amely a
membranlipidek, fehérjék és nukleinsavak oxidativ karositdsan keresztiil befolyasolhatjak az
anyagcsere utak természetes lefolyasat (Apel és Hirt 2004; Foyer és Noctor 2005; Turkan és
Demiral 2009). ROS-ek azonban egyéb folyamatok eredményeképpen, katalitikus modon is
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keletkeznek a novényi sejt tobb mas részében is, mint példaul az endoplazmatikus retikulumban,
a citoplazmaban ¢€s az apoplasztban is (Mittler 2002; Apel és Hirt 2004; Gill és Tuteja 2010),
amelyeknek szerepe lehet a stresszvalaszhoz fiiz6do6 jelatviteli utvonalak indukalasaban. A ROS-
enzimatikus és nem enzimatikus antioxiddns elemei kiilonithetéek el. Szamos irodalomban
kozoltek adatokat az antioxidans enzimek expresszidjaban ¢€s aktivitdsaban megnyilvanuld
kiilonbségekre vonatkozdan, mely eltérések Osszefliggésben voltak a vizsgalt genotipusok
stressztlirésének mértékével (Munns és Tester 2008). Ezen enzimaktivitaisok mérése a
stressztolerancia jellemzésének egyik lehetséges modja lehet. A szuperoxidgyok elleni védelem
els6 vonalat a szuperoxid-dizmutaz (SOD) metalloenzimek csaladja alkotja (Alscher et al. 2002).
Kozremiikodésiikkel a szuperoxid-gyokbol H,O, és O, képzddik (Parida és Das 2005). A H,0,
felhalmozodasa a fehérjék kdrosodasahoz, lipid-peroxidécios folyamatok kialakuldsdhoz vezet, s
keletkezési helyétdl fiiggden mas-més enzimatikus utvonalon keresztiil keriilhet sor a
semlegesitésére. A kloroplasztiszban az aszkorbat-peroxiddz (APX) enzimek jatszak a fo
szerepet a H,O, vizzé torténd hatékony redukcidjaban (Noctor és Foyer 1998), a katalazoknak
(CAT) pedig a peroxiszomakban és glioxiszomdkban képzddd H,O, semlegesitésében van
meghataroz6 szerepilk. A glutation-peroxidazok (GPX) pedig a H;O, mellett lipid
mitokondriumban és a citoplazmaban is megtalalhatéak. Az enzimatikus antioxiddns rendszer
megndvekedett aktivitasarol szamoltak be sokféle novényfaj kivald sotoleranciaval rendelkezd
genotpusai esetén, példaul buza (Zhong et al. 2010; Bhutta 2011), arpa (Jin et al. 2009),
paradicsom (Dogan et al. 2010) és kukorica (Kholova et al. 2010) esetében, valamint antioxidans
géneket fokozottan expresszalod transzgénikus novényekben (Van Camp et al. 1994; Foyer et al.
1994; Polidoros és Scandalios 1999; Xu et al. 2008).

A toxikus vegyiiletek kémiai atalakitasaban, s ezaltal karositd hatasaik megsziintetésében
szerepet jatszo enzimek (Srivastava et al. 1995; 1999; Vander Jagt et al. 1992) az aldo-keto
reduktaz enzimcsaladba (AKR) tartoznak. Szerkezeti szempontbdl az enzimcsalad tagjair6l
elmondhat6, hogy monomer, koriilbelil 320 aminosav hosszusagi, un. (o-B)s “barell”
strukturdval rendelkezd, széles szubsztrat-specifitdssal jellemezhetd enzimek; melyek sokféle
aldehid szubsztratot képesek a megfelelé alkoholld redukalni nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat [NADPH] koenzim jelenlétében és nem rendelkeznek az annak megkotésében szerepet
Jatsz6 Rossmann-motivummal. Az AKR csalddot foként aldehid-reduktazok, aldoz-reduktazok
¢s hidroxiszteroid-dehidrogenazok alkotjak.

Az AKR enzimcsalad egyik klasszikus tagjat, az aldoz-reduktazt (AR), a poliol

anyagcsere ut elsé enzimeként azonositottdk, amely a D-gliikoz szorbitolla torténd redukciojat
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katalizalja. A humén aldéz-reduktaz enzim a cukorbetegséggel kapcsolatos szovodmények
kialakulaséaért tehetd feleldssé, a betegség soran kialakul6 hiperglikémia kdvetkeztében, a glikkéz
aldoz-reduktaz altal katalizalt redukcidja a sejten beliili szorbitol szint jelentds emelkedését
eredményezi, hiszen a szorbitol>D-fruktéz atalakulas nem képes 1épést tartani a szorbitol
képzoddés mértékével (Chang et al. 2007). A gliikkdz atalakitdo képessége miatt az aldoz-reduktaz
enzimek szamos szovet-specifikus metabolikus Gitvonalban is szerepet jatszanak (Srivastava et al.
2005). A kutatasok eredményei szerint a Saccharomyces cerevisiae harmas AKR null-mutansok
hosokk-kal szemben kiemelkedd érzékenységet mutattak, mely a human aldoz- reduktaz gén
(Homo sapiens Aldo-keto reductase family 1 member B1, HSAKR1B1) heterolog expressziojaval
jelentds mértékben mérsékelhetd volt. Szamos irodalmi adat ezen enzimek stressz elleni
védelemben betoltott szerepének redundans voltardl szamolt be, és bemutatta, hogy néhany
¢lesztd és human AKR enzim hasonld fiziologiai szereppel rendelkezhet (Chang et al. 2003;
2007).

A novényi szakirodalombol szintén ol ismert az aldoz-reduktazoknak a lipid-
peroxidaciobol szarmazo reaktiv aldehidek detoxifikalasaban betoltott szerepe (Hideg et al.
2003; Mundree et al. 2000; Oberschall et al. 2000). Az arpa aldoz- reduktaz gén altal kodolt
fehérje az egyik legjobban jellemzett egyszikli ndvényi enzim, transzkriptuménak ¢és a
transzlalodd fehérjének az akkumulacidja az 4arpa széarazsagtiirésének kialakuldsaval
parhuzamosan né és a szarazsagtiiré embrioban éri el maximumat (Roncarati 1995). Bizonyitott
a mag kiszaradasakor betdltott ozmoprotektiv szerepe (Bartels et al. 1991), valamint a kiilonb6z6
xenobiotikus aldehideket méregtelenitd funkcidja (Kolb et al. 1994; Colrat et al. 1999). Nemrég,
egy AKR4C9 (At2g37770) névvel illetett AKR gént azonositottak az Arabidopsis thaliana-ban
(Simpson et al. 2009) és kimutattak, hogy a rekombinans fehérje szubsztatjai kozott szerepel az
egyik f6 lipid-peroxidacios termék, a malondialdehid (MDA) is. A lucerna (Medicago sativa)
AKR-t (MSALR) taltermelé dohanyndvényeknél is magasabb foku rezisztenciat tapasztaltak a
metilviologén (MV), nehézfémek, UV-B sugarzés altal indukalt oxidativ karosodassal szemben,
mint a vad tipusi novényeknél (Oberschall et al. 2000; Hideg et al. 2003; Hegedds et al. 2004).

Az évtizedekre visszanyulo egyiittmiikodés az SZBK és a Gabonakutatd Non-Profit Kft.
kutatéi kozott lehetévé tette az MsSALR gént kifejez0 bluzandvények létrehozasat és azok
vizsgalatat kozosen kialakitott és folyamatosan fejlesztett stresszdiagnosztikai rendszerben. A
stabil transzformdnsokon végzett vizsgalatok igazoltdk azt, hogy a vizmegvonasnak Kkitett
novények esetében a ndvényenkénti szemtomeg jelentdsen tobb a kontroll ndvények értékénél
(Fehér-Juhasz et al. 2014).

A genomszekvenalasok eredményének publikalasa, e szekvencidk megjelenése a kereshetd

adatbazisokban felgyorsitotta a lucerna MSALR enzim rizs ortolégjanak azonositasat és
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klonozasat. A biokémiai analizis a rizs és lucerna enzimek nagyfoku hasonldsagat mutatta a
szubsztratok kivalasztasaban és a redukcidjuk sebességében. A rizs aldoz reduktaz esetében
sikeriilt bizonyitani el6szor, hogy szubsztratként elfogadja és hatékonyan redukélni képes mind a
lipidperoxidaciobdl szarmazé malondialdehid, mind a glikolitikus metilglioxal (MG)
vegylleteket. A kiilséleg adott MG-lal szembeni ellenalld képességet jol mutatta a transzformans

dohanynévények jobb ndvekedése e koriilmények kozott (Turoczy et al. 2011).

2.6. A novényi stressz tolerancia mérésének lehetdségei

Az abiotikus stressz toleranciara torténé nemesitést sokban neheziti, hogy a genetikai
variansok, az alkalmazott fenotipusok jellemzése sem stresszmentes, sem pedig stresszelt
koriilmények kozott sem egyszeril. Igy példaul tekintettel kell lenni a stresszelt ndvények
valaszreakcioinak fazisaira, hiszen a novényfejlédés kiilonbozé fazisaiban a stressz tolerancia
megnyilvanuldsa is eltéré mechanizmusok eredményeképpen alakul ki, tovabbad a kiilonbozo
kort ndvények is eltérd valaszreakciokat mutathatnak. Sokszor nem szabad elfeledkezni arrdl
sem, hogy természetes koriilmények kdzott az egyes stressz hatasok (pl. szarazsag) valamely mas
stressz hatéassal egésziilnek ki (pl. hdstressz, sostressz), melyek szintén befolyadsoljak a stressz
tolerancia fokanak meghatarozasara iranyuld modszerek alkalmazasi lehetdségeit. A novényi
stresszvalasz lekiizdésében a védekezési mechanizmusoknak is szdmos fajtaja nyilvanulhat meg.
A kornyezeti abiotikus stresszorok novényekre gyakorolt hatasainak megismerése €s a stressz
adaptacios folyamatok jobb megértése alapvetd jelentdségli mind a mezégazdasagi mivelés,
mind a stressztlird ndvények nemesitése szempontjabol.

A ndvényi életfolyamatok stresszkoriilmények kozotti tesztelésére szamos modszert
dolgoztak mar ki, melyeknek egy része a biokémia paraméterek stresszfolyamatok soran
végbemend valtozasat értékeli (prolin felhalmozddas, peroxidaz, SOD enzimaktivitas mérése,
TBARS meghatdrozasa stb), mas résziik pedig a stresszen atesett ndvények megvaltozott
fiziologia paramétereit jellemzi (fotoszintézis, vizhaztartas).

A biokémiai paraméterek koziil kiemelt fontossagti a mar emlitett prolin felhalmozodas
jelentésége, mely a tobbi aminosavhoz képest nagysagrendekkel nagyobb mennyiségben fordul
elé példaul ozmotikus vagy hostressz esetén (Palfi-Deim et al. 1989), az ozmoregulaciot segitve
egyes enzimek ozmotikus stresszel szembeni védelmében is szerepet jatszik (Handa et al. 1983;
Naidu et al. 1990). A prolin az egyik legszélesebb korben tanulmanyozott kompatibilis ozmolit,
melynek felhalmozddasa a novények stresszekkel szembeni ellenallésagat noveli (Sumithra et al.

2006; Ben Ahmed et al. 2008; Parida et al. 2008; Rai et al. 2010). Sostressz alatt példaul tobb,
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meghatarozott funkciét is tulajdonitanak a szovetekben torténd felhalmozodasanak, amelyek
magukban foglaljak az ozmoreguléaci6 ¢és lipidmembranok stabilitdsanak fenntartasat, a szén és
nitrogén tartalék képzését az elszenvedett stressz utdni ndvekedés biztositasahoz, a
fotoszintetikus aktivitdas megOrzésére iranyuld szerepet, valamint a Szabadgyok hatastalanito
képességet (Silveira et al. 2003; Kavi Kishore et al. 2005). Az ozmotikus adaptacioban torténd
prolin felhalmozddas jelentdsége még tovabbra is vitatott és fajonkénti eltéréseket mutat
(Silveira et al. 2003; Meloni et al. 2004).

Hasonléan a prolinhoz, a glicin-betainok is a vizpotencidlt csokkentik a
felhalmozodasaikkal ozmotikus, illetve sostressz esetén kiilonbozé fajokban (Szegletes et al.
2000; Quan et al. 2004) Gabonafélékben kiilondsen jo stressz indikatornak téinik mind szarazsag-
(Hitz és Hanson 1980), mind pedig sostressz esetén (Szegletes et al. 2000). Szintén
ozmoregulator funkcidkat tolt be, az enzim és fehérje komplexek stabilizéldsaval, valamint a
membran integritas fenntartasaval hatastalanitja a sostressz karositd kovetkezményeit (Quan et
al. 2004; Ashraf és Foolad 2007).

A noOvény altal elszenvedett stresszhatdsok meghatarozasa szempontjabol szintén
kiemelkedden fontosak a fizioldgiai paraméterekben bekodvetkezd és mérhetd valtozasok. Ha
nem 4all rendelkezésre elegendd hozzéaférhetd viz és a parologtatds sebessége meghaladja a
vizfelvétel sebességét; a novényekben vizhidny Iép fel. A sejtszintli vizhidny hatdsara a
turgornyomas csokkenése kovetkeztében az ozmotikumok koncentralédasa és a turgor-fliggd
hajtasnovekedés csokkenése kovetkezik be (Neumann 1995), mely a parologtatasi osszfeliilet
csOkkentése révén szintén a szdrazsag stressz elleni védelemben jatszik szerepet. Emlitést
érdemel még a gyokér szarazsag stresszhez torténd fizioldgiai adaptacidja, az ozmotikus
alkalmazkodasnak koszonheté gyokérnovekedés fennmaradasa (Sharp et al. 2004), hogy az a
nedvesebb, mélyebb rétegek felé novekedjen.

Arpa esetében a lisztharmat (Blumeria graminis) rezisztenciaban szerepet jatszo gének
funkcionalis jellemzésére korabban mar Kkifejlesztettek egy génbeldvésen alapuld tranziens
expresszios tesztrendszert (Panstruga 2004, Dong et al. 2006). A mddszer nemcsak bizonyos
génjeldltek tranziens taltermeltetésének, hanem tranziens indukalt géncsendesitésének (TIGS) és
a génjeloltek szarazsagtiirésében torténd szerepének felderitésére is alkalmas (Marzin et al. 2008,
Nagy et al. 2011). A doktori értekezésemben bemutatott stressztiirési kisérleteink soran Marzin
et al. (2008) altal feldllitott tranziens génbelovési tesztrendszert fejlesztettiik tovabb.
Kozleményiikben TIGS-en alapuld tesztelési rendszert dolgoztak ki, melyhez megfeleld
markernek bizonyult a zold fluoreszcens GFP (Aequorea victoria) (Shaner et al. 2005, Heim et
al. 1995, Tsien 1998) és a vorosen fluoreszkald DsRed fehérje (Discosoma sp. Red fluorescent

protein). A DsRed fehérje biokémiai tulajdonsdgai alapjan alkalmas arra, hogy jobban
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megismerjiik és jellemezzikk a szdrazsdg stresszt a fluoreszcens fehérjéket termeld arpa
epidermisz sejtekben. A DsRed fehérje aktiv tetramer komplexszé torténd asszociacidja ugyanis
hosszii €s a stressz altal gatolt folyamat, ezért a kisérleti rendszerben alkalmazott 4 nap
hosszusagl stressz kezelés végeztével megszamolhatd vordsen fluoreszkald sejtek aranya jo
indikécidja lehet nemcsak az alkalmazott stressz erdsségének, de a vizsgalt novényvonalunk
sejtszintli  stressz tolerancidjanak is. A vizhidnyos 4llapot sordn kialakult denaturald
koriilmények, a feler6sodott proteolitikus aktivitas €s sejthalal ugyanis modositja, csokkenti az
érett DsRed mennyiségét (Gross et al. 2000, Baird et al. 2000). Marzin et al. (2008) szamos
szarazsagtiiréssel Osszefliggésbe hozhatd gén arpa mRNS homologjat valasztottak ki és probaltak
ki a TIGS rendszerben. Négy tesztelt gén eredményezett szignifikans visszaesést a normalizalt
DsRed fluoreszcenciaban a dehidratacios stressznek kitett leveleken, mig a teljesen turgoros
kontroll leveleken nem jelentkezett hatas. Ezek a gének arpa szarazsag reszponziv faktor
HvDRF1 (DREB2-like), dehydrin 6, LEA protein HVA1, és vacuolar Na+/H+ antiporter
HVHNX1 géneket kodoltak. A négy célzott transzkriptrél az is kimutathato volt, hogy gyorsan
folhalmozodnak a dehidratacios stressznek kitett arpa levelekben. Az eredmények azt sugalljak,
hogy rendszeriik eredményesen alkalmazhaté nagyszamu szarazsag stresszben jelolt gén
funkcionalis tesztelésére arpaban.

A stresszhatasok kovetkeztében megvaltozik a fotoszintetikus apparatus miikodése, ez is
a produktivitast alapvet6en befolyasold fizioldgiai tényezd, ugyanakkor a fotoszintézis a
kiilonbozo stresszfaktorok, koztiikk a szarazsagstressz egyik f6 célpontja is (Chaves és Oliveira
2004). A Napbol érkezd fényenergia kémiai energiava torténd atalakitasaért a klorofillok a
felelosek. Magasabbrendii névényekben a Klorofill-a és -b fordul eld, egymashoz viszonyitott
mennyiségiik pedig altalaban 3:1. Kornyezeti stresszhatdsok jelenlétekor mennyiségiik
novekedhet (Garcia-Valenzuela et al. 2005), vagy csokkenhet (Li et al. 2006). Klorofill tartalom
mellett a fotoszintetizald szervezetekben megtalalhatoak még karotinoidok (karotinok ¢és
xantofillok) is, mint kisér6 pigmentek, melyeknek fontos szerepe van az elnyelt fényenergianak a
klorofillok felé torténd tovabbitasaban. Abiotikus stresszek esetén a nem fotokémiai kioltas
(NPQ) legfébb komponensei, vagyis a fotooxidativ hatadsoktol védik a fotoszintetikus apparatust.

A fotoszintetikus pigmentek stresszhatasra bekovetkezd valtozasaibol is latszik, hogy a
stresszfiziologia egyik legjelentdsebb teriilete a fotoszintézis aktivitasanak vizsgalata, mely a
fény ¢és homérsékletviszonyok valtozasa miatt jellegzetes napi gorbét mutat, de értéke fiigg a
novény altalanos élettani alapotatdl és a kdrnyezeti hatastol (vizellatottsagtol) is. A szén-dioxid
(COy) asszimilacio és a sztomafiziologiai folyamatok vizsgalata egymastol elvalaszthatatlan,
hiszen a transzspiracio és a szén-dioxid felvétele a levelek sztomain at zajlik le. Zart sztomak

mellett az egységnyi levélfeliileten felvett szén-dioxid (CO,) mennyiségének és a sztomakon
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keresztiil kidramlo vizgdz mennyiségének az aranya (sztomakonduktancia) alacsony, korlatozott
a CO; levelekbe torténd diffuzioja, ami csokkenti a levelek belsd, intercellularis CO;

A sztomak zarodasanak eredményeképpen tehat a CO,/O, arany moddosulasa varhato a
Rubisco enzim aktiv centrumanak kozelében, ami a karboxilaz funkcio fel6l az oxigenaz funkcio
iranyaba tolhatja el az enzim aktivitdsat. Ebben az esetben ndvekszik a fotorespiracio (Lawlor és
Cornic 2002; Tezara et al. 1999). A CO, asszimilacio gatlasa kovetkeztében a szarazsag stressz
soran csokken a fotoszintetikus elektrontranszportlanc altal termelt ATP és redukalo erd
(NADPH+H") felhasznalasa. Az oxidativ stresszel szembeni védelem fontos része az
elektrontranszportlanc talredukalasa elleni védelem, melyben kiemelten fontos szerepet jatszik a
kettes fotokémiai rendszer (PSII) miikddésének leszabalyozasa, illetve a f610s gerjesztési energia
alternativ uton (hé formajaban) vald elvezetése, melyet nem fotokémiai kioltasnak (NPQ)
neveziink.

A Klorofill fluoreszcencia a fotoszintetikus apparatus miikodési megvaltozasanak
nyomon kovetésére alkalmas paraméter (Fracheboud és Leipner 2003; Zlatev és Yordanov
2004), a klorofill fluoreszcencia analizis segitségével informaciot kaphatunk arr6l, hogy a
fotoszintetikus apparatus altal elnyelt fény milyen ardnyban hasznosul a fotokémiai utvonalakon,
illetve mekkora hanyadban fordul mas, alternativ utakon torténd hasznosulasra. A PS I1-t teszteld
ezen mérési eljaras érzékeny a kornyezeti hatasokra, igy gyors és megbizhatd modszert jelent a
stressztolerancia mérésében. Egyes vizsgalatok alapjan a vizhidnyos koriilmények kozott
csokkenhet a maximalis kvantumhatékonysag (maximalis fluoreszcencia, Fv/Fm); akar mar
fiatal leveleken (Hassan 2006), vagy buza zaszlos leveleken végzett mérések alapjan is (Paknejad
et al. 2007). A szarazsag tolerancia mértékének meghatarozasara alkalmas mérési paraméternek
bizonyulhat a minimalis fluoreszcencia (Fo) értékének emelkedése vagy az Fv/Fm és Fv/Fo
értékek csokkenése. Li és mtsai. (2006) arpa novényekkel végzett kisérletekben tapasztalt
hasonl6 fluoreszcencia paramétervaltozasokat. Pieters és Souki (2005) munkajaban leirta, hogy
vizhiany hatasara csokkent a PS Il elektrontranszportlancanak effektiv kvantumhasznositasa
(OPSII) és ndtt az NPQ értéke rizsben, mely a tobbletenergia hé formajaban torténd leadasat
jelenti.

Amint az a fent leirtakbol is latszik, a kornyezetbOl érkez6 stresszhatasok soran

fenntartott fotoszintetikus aktivitas fontos ismérve lehet a novények stressztiirésének.
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2.7. A termésjellemzok javitasara iranyuld transzformacios eredmények

Az abiotikus stresszhatdsoknak ellenalldé novények eldallitdsa mellett a jelenleg folyo
arpanemesitési kutatasok masik kiemelked6 fontossagu feladata a potencialis termés novelésében
van, igy példaul a gyenge szarszilardsag kikiiszobdlése, vagy a bokrosodasi hajlam javitasa a
terméshozam javitasara irdnyulo kutatdsok egyik lehetséges célpontja. A bokrosodasi hajlam az
egységnyi terliletrél betakarithatd novényenkénti kaldsz-szdm szempontjabol is termést alakitd
tulajdonsagként szerepeltethetd, tobb olyan rizsgén ismert példaul (Oryza sativa Teosinte
branched1/OsTB1; MonoculmIl-MOC1), amelyek mutacids hibaja esetén csak egyetlen hajtas
alakul ki (Takeda et al. 2003; Xu et al. 2012). A soripar a nagy szénhidrat- (keményitd)
(Bohacenko et al. 2006; Stahl et al. 2004) tartalmu fajtak eldallitasat igényli a mez6gazdasagtol.
A keményitd tartalom gabonaféléink szemtermésének dominans Osszetevoje, a szaraz szemsuly
70 % -at is adhatja, igy a keményitd bioszintézis lépései a termés maximalizalasdnak
szempontjabol kiemelt figyelmet érdemelnek. Szerkezetét tekintve a keményitd két glikkoz
polimerbdl ¢épiil fel: az amiléz (a keményitdtartalom 20-30%-a) linedrisan kapcsolodo
glikézegységeivel szemben az amilopektin (a keményitotartalom 70-80%-a) erdsen elagazod
szerkezetli. Szamos biotechnoldgiai probalkozas lelheté fel az irodalomban az amiloz-
amilopektin arany javitisanak elérésére. Korabban azt is megallapitottak, hogy a keményitd
tartalom amiléz aranya kozvetlen pozitiv korrelaciot mutat a rezisztens (nem emészthetd)
keményit6 tartalommal (Li et al. 2008; Regina et al. 2006; Shrestha et al. 2010). Az amilopektin
szintézis javitasahoz sziikséges Un. “elagazast kialakito enzimek” (branching enzyme, BE)
csendesitésével az amildz tartalom emelkedését valthatnak ki. Ezzel a megkozelitéssel az amiloz-
dusitott keményité mennyisége szignifikinsan emelkedett buzaban (Sestili et al. 2010) és rizsben
(Wei et al. 2010a; 2010b). Ujabb kutatisok eredményei szerint a csendesitett “elagazast kialakito
enzimmel” transzformalt arpa novényeknél az enzimgatlas eredményeképpen kifejlodott szemek
egyaltalan nem tartalmaztak amilopektint (Carciofi et al. 2012), azonban a T2 generacié hozama
22 % -kal alabb maradt a kontroll ndvényekhez képest.

A fenti, keményitd tartalom megvaltozatasara iranyuld kutatasok mellett a soripar az
alacsony fehérjetartalmu, gyorsan csirdzo fajtakkal a malata mindség javitasara (Souppe és
Beudeker 1998; Kihara et al. 2000; Matthews et al. 2001) iranyuld kutatasokat is megkivanja.
Fontosak lehetnek a B-gliilkan tartalom megvaltoztatasat célzo kutatasok (Jensen et al. 1996;
Nuutila et al. 1999), melyek koziil egyes probalkozasok a p-gliikan bioszintézisének
megvaltoztatasara iranyulnak, ami részben a celluloz-szintaz szerii (F alcsalad) (Cellulose
synthase-like F gene, CsIF) gén altal szabalyozott. Endospermium specifikus, zab globulin

prométerrel meghajtott CSIF6 gént tiltermeld arpa transzformansoknal 80 % -ig torténd B-glitkan
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emelkedést sikeriilt elérni (Burton et al. 2011), melynek kiemelten fontos szerepe van
taplalkozas-egészségtani szempontbol is; a nem inzulinfiiggé cukorbetegség, az elhizas és
vastagbél rak kockazatanak, valamint a koleszterinszint csokkentésére vonatkozoan (Dikeman és
Fahey 2006; Truswell 2002).

Takarméanyarpaban a beltartalmi értékek koziil a fehérjetartalom, €és fehérjemindség (nagy
lizintartalom) javitasara iranyul6 torekvések folynak (Brinch-Pedersen et al. 1996), ezek koziil
szdmos kutatds az arpa lizintartalmanak ndvelését tlizte ki célul. A lizin bioszintézis a citrat-
ciklus egyik intermedierjébdl, az aszparaginsavbol indul ki, kulcslépéseit a dihidropikolinat-
szintaz (DHPS) szabalyozza. Aktivitasa visszacsatolo szintézissel torténik, igy a fent emlitett
esetben a genetikai modositas ezen gatlas megsziintetésére iranyult. Klonozott, inszenzitiv E. coli
eredetiit DHPS génekkel, konstitutiv promoterhez kapcsolva transzformalt arpa novényekben 20-
30 % szabad lizin tartalomnovekedést sikertilt elérni (Ohnoutkova et al. 2012).

Feltételezések szerint a sejtosztodasi ciklus modositasdval befolyasolhatdé az
endospermium-szovetek vagy az embrié differencialodasa is. A novényi sejtciklus kutatas
legfontosabb eldrelépéseként az osztddd szovetekben szerepet jatszd fobb gének, fehérjék és
azok szerepe is meghatarozasra keriilt (Dudits 1999). Szamos kozlemény igazolja a ciklinek,
ciklinfiiggd kinazok (CDK), foszfatdzok vagy a retinoblasztoma és azzal komplexet képezd
fehérjék nélkiilozhetetlen szerepét a sejtosztodas elinditasaban és lefolyasaban (6sszefoglaloként
lasd Dudits et al. 2007). Az emberi tumorszupresszorok koziil a retinoblasztoma-fehérjék
homolodgjainak névényi megfeleldit is azonositottak. Erdekes kovetkeztetésként levonhatod, hogy
kétszikii novényfajokban a novényi retinoblasztoma (Rb) fehérjék génjeinek egyetlen tipusa
mutathato ki, mig az egyszik{i gabonaféléknek viszont legalabb két Rb-varians génjiik van, ezek
sajatos kifejez6dési mintazatot mutatnak a példaul a rizs egyes szerveiben (Lendvai et al. 2007).

A magasabb terméshozam elérését szolgaldo stratégia masik fontos célja lehet a
szemtermés méretének (a szemfeltoltddés folyamatanak) javitasa (Fox et al. 2006), s ezaltal az
egységnyi teriiletr6l betakarithato nagyobb terméshozam (Szemmennyiség) elérése. Szamos
kisérletet végeztek példaul a citokinin homeosztazis szabalyozasanak a szemmeéret kialakitasaban
betdltott szerepének tanyulmanyozasara. Sakamoto és Matsuoka (2008) attekintve a rizstermést
meghatarozo6 gének korét, részletesen értékelik a Gnl (grain number 1, szem szam1) QTL okozta
szemszamnOvekedés hatterét. A térképezést kovetd génizolalas alapjan igazolhato volt, hogy a
Gnl gén egy citokinin (ck) oxidaz/ dehidrogenaz (OSCKX2) enzimet kodol, amely a citokinin,
mint osztodasi hormon lebontasaval befolyasolja a viragok szamat. Az antiszensz orienatacioban
beépitett OSCKX2 cDNS csokkentette a belsé génrdl képz8dott mRNS-molekulak szdmat, ami
tobb szem kifejlodését tette lehetévé (Ashikari et al. 2005). Transzgénikus arpaban pedig a gén
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arpa homologjanak (HVCKX gén) RNS-interferencian alapuld géncsendesitésével 20 %-0s

termésnovekedést sikertilt elérni (Zalewski et al. 2010).

2.7.1. Szemméret meghatarozasaban szerepet jatszé gének jellemzése

A termésdsszetevok optimalizalasat szolgald tulajdonsdgok sok gén altal iranyitott
mennyiségi bélyegek, amelyek genetikai determindciojaért felelds kromoszoma régiokat, QTL-
eket nagy szamban térképeztek mar mind a btiza-, mind a rizs-kromoszomakon (Wang et al.
2009; Thongjuea et al. 2009). A hasado populacidkon végzett markerezési eljarasok lehetové
tették, hogy a nagy hatasi QTL-ck hatterében miikodé gének azonosithatok és izolalhatoak
legyenek. fgy a novényi géntechnoldgia kozvetlen szerephez jut a terméképességre torténd
nemesitésben.

A rizsszem stlyat és hosszat meghatarozd GS3 (grain size 3, szemméret 3) 10kusz
finomtérképezése utan sikeriilt a GS3 gén cDNS-ét izolalni, amely egy addig ismeretlen transz-
membran fehérjét kodolt (Fan et al. 2006). A nagy szemi fajtak GS3 génjének szekvencia
analizise azt mutatta, hogy a nagy szemii genotipusokat egy non-szensz mutacié jellemzi, S
éppen ezért feltételezhetd, hogy a GS3 fehérje, mint negativ szabalyozd befolyasolja a
szemtermés kialakulasat, ami alapot ad olyan vektorkonstrukciok eldallitasara, melyekkel
géncsendesitést indukalhatunk.

Egy masik, a rizs 2-es kromoszoma rovid karan elhelyezked6 - a rizs szem tomegét és
szélességét meghatarozo - QTL, a Grain Weight 2 (GW2) gén, melynek géntérkepezésen alapulod
azonositasat és klénozasat Song és mtsai. (2007) végezték el. A szerzOk két, szemméretben
Mint az 5. abran lathato, az indica FAZ1 fajta kis szemeket produkal (17,9 g ezerszemsuly), a
japonica WY3 fajta szemei pedig igen nagyméretiick (41,9 g ezerszemsuly). Az F1 novények
ontermékenyitésébdl szarmazd F2 ndvények visszakeresztezése a FAZ1 novényekkel a BC1F1
generacid szemeit eredményezte. Az ezekbdl felnevelt ndvények koziil kivalasztottak azokat,
amelyek heterozigotak abban a GW2 régioban, ahol a keresett gén talalhato, viszont a FAZ1
sziilére nézve minden mas régidban homozigotak. A gén azonositasat kovetden kideriilt, hogy a
széles szemli WY3 fajtdban hibdsan miikodott a GW2 gén, amely indokolttd tette antiszensz
konstrukciok —elkészitését a gén Szemméret befolyasolasaban betoltott szerepének
meghatarozasara. A szerzOk a gént forditott, antiszensz oriendtacioban (AS) fejeztették ki
ciszgénikus novényekben, a gén elhallgattatisa novelte a rizsszemek szélességét, szensz (S)

orientacioban torténd alkalmazasa pedig a szemméret csokkenését eredményezte.
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5. abra: A nagy szeml rizs kialakitasaért felelés GW2 gén izolalasa nagyfelbontasu
genetikai térkép segitségével (Ujrarajzolva Song et al. 2007. alapjan).

a) a két sziil6i fajta rizsszemeinek mérete; b) A GW2-régiot kozrefogd molekularis markerek
(WO024, WO04) a masodik kromoszoéman és a rizs genomikus DNS-darab bakteriofag B1
vektorban (AP005004); c) stabil rekombinans vonalak a FAZ1 sziilokkel tortént
visszakeresztezések utan, amelyeknek megvan a 8,2 kb GW2 DNS-régidjuk, széles szemtiek,
d) az antiszensz (AS) transzformansok szélesebb és a szensz (S) transzformansok kisebb
szemei a kontroll rizsszemekhez viszonyitva; €) a konkrét szemméretadatok a kétféle
transzformans vonal novényein.

Két homozigota, kozel izogén vonal Osszehasonlitdsabdl kideriilt, hogy a mutans GW2
allél a rizs szemek szélességének jelentds novekedésével szignifikdnsan megnodvelte a
szemtermés sulyat, mely a szem vastagsdgaban €és hosszaban bekodvetkezett enyhe novekedéssel
pérosult. A GW2 gén egy RING-domént tartalmazo E3 ubiquitin ligaz fehérjét kodolt, mely az
szerepet. Hagyma epidermalis sejteken Végzett tranziens expresszi(’)s kutatasok azt mutattak,
hogy a GFP-GW2 (z6ld fluoreszcens fehérje, green fluorescent protein) -fiziés protein a
citoplazmaban lokalizalodott és mind a GW2 transzkript, mind pedig a GW2 promoéter-GFP
fuzids expresszios analizis azt mutatta, hogy a gén szdmos szovetben és szervben konstitutivan
expresszalodott. Mas eredmények azt demonstraltak, hogy a GW2 génnek pleitropikus hatasa
van, legalabbis a novényenkénti fliizérviragzatok szama, a kaldszolasi 1d6 és a fOhajtason 1évo
flizérviragzat hosszanak befolydsoldsaban, a {6 fiizérviragzat szemszamanak meghatarozasa
mellett. Ezen pleiotropikus hatasok megjelenése azt mutatta, hogy a szemméret meghatarozasa
mellett a GW?2 fehérje részt vesz szamos szerv és szovet specifikus fejlédési folyamatban is.

A RING- domén az ubiquitin ligaz aktivitassal rendelkez6 fehérjékre jellemzo, ezek a

26S fehérjebontd enzim komplexumon torténd fehérjebontast katalizaljdk. A RING-domént
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tartalmazo fehérjék szamos sejtfunkcid vagy egyedfejlodési folyamatok szabalyozasdban
jatszanak szerepet, beleértve a transzkripcid, szignal transzdukcio, rekombinacié és sejtciklus
szabalyozasi folyamatok sokszinliségét. Bebizonyosodott, hogy a GW2 fehérje negativan
befolyasolja a gabonak szemtermés méretét, ami arra utal, hogy a GW2 E3 ligaz aktivitassal az
ubiquitin medialt proteolizisen at a sejtosztddas negativ regulatoraként funkcional. Azonban a
GW2 gén szerepe a sejtciklus szabalyozasaban még nem tisztazott. A RING-domén tipusu
fehérjék tobbségénél a fehérjék N-terminalis vége hat kolcson az E2 ubiquitin-konjugald
enzimmel, a fennmaradd részen pedig tovabbi fehérje-fehérje kolcsonhatasi domének
talalhatoak, melyek a szubsztratkotésért felelések (Song et al. 2007). A GW2 gén természetben
el6forduld WY3 allélja — amely a fehérje egy 310 aminosav delécidt tartalmazd csonka valtozata
— intakt RING-doménnal rendelkezik, igy megtartja E3 ubiquitin ligdz aktivitasat, a mutacioval
érintett csonkolt régio pedig a szubsztrat koté domént tartalmazhatja. A gén funkcidjanak teljes
hianyat okozo6 null-allél és a flizérvirdgzatban talalhatd szemtermésben 1évé megndvekedett
sejtszam egybeesése az sugallja, hogy a WY3 allél nem 1ép kolcsonhatasba a sejtosztddast
befolyasold szubtratokkal, igy nem jatszik szerepet a fehérje degradacids utvonalban sem.

Az Gjabb kutatasok a GW2 kukorica és buza homolodgjait is azonositottak, azonban a rizs
homolégokhoz viszonyitva ezek ellentétes hatissal rendelkeznek a szemméret megvaltozasara.
Kukoricdban a ZmGW2-CHR4 gén kifejezddése szignifikdnsan Osszefiigg a szem szélesség ¢€s
ezerszemtOomeg valtozasaval. Kenyérbuza esetében pedig a TaGW2 konstitutivan expresszalodik,
s mind az A-, B- és D- genom 6-os kromoszomajanak homoldg részein talalhato. Kinai
kozonséges buzaszem- gyilijtemény asszociacios alizise azt mutatta, hogy a TaGW2-A promoter
befolyasolja (Li et al. 2010; Su et al. 2011). A TaGW2 gén kifejezédésének csokkentése pedig a
Triticum aestivum L. ‘Récital’ fajta esetében a szemtermés méretének ¢és sulyanak csokkenését
eredményezte (Bednarek et al. 2012). Ezek az eredmények egyértelmilien azt mutatjak, hogy a
GW2 homoldgok a szemtermés méretének meghatarozasaban jatszanak szerepet, s fontos

eszkozként hasznalhatoak a gabonafélék terméshozam javitasanak céljabol.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1.  Novénynevelés, novényanyag

A stabil transzformacios kisérleteket éretlen tavaszi arpa embriokon (Hordeum vulgare
cv. ’Golden Promise’) végeztiik.

A transzforméciohoz szilikséges ndvényanyag folyamatos biztositasa érdekében az
arpaszemeket el0szor iiveghazi koriilmények kozott felszaporitottuk. A learatott szemeket
viragfold: homok 2:1 aranyt keverékébe, 30 cm atmérdjii négyszogletes cserepekbe vetettiik. A
novénynevelési kozeghez cserepenként 6-8 szem Osmocote-ot (Substral) is adagoltunk a
megfeleld tapanyag utdnpotlds biztositdsa végett. A donor ndvényeket kontrollalt koriilmények
kozott, iveghazban, 18/14°C (nappali/éjszakai) homérsékleten, 12 6rds megvilagitassal (130 puE
fényerdsség mellett) neveltiik. A transzforméciohoz megfeleld fejlettségi kaldszok folyamatos
biztositdsa érdekében egy honapon 4t, hetente, folyamatosan tobb cseréppel is iiltettiink a
rendelkezésre 4all6 magokbol, biztositva ez 4altal a folyamatos, s egyszerre akar nagyobb
mennyiségben torténd embridizolalast is.

A transzformalasok sordn regenerdlt novénykék {iiveghazi nevelési koriilményei
megegyeztek a donor ndvények nevelési koriilményeivel. A kelld nagysagu hajtast és gyokeret
fejlesztd novénykéket palantaneveld talcaba, szintén viragfold:homok 2:1 aranyt, Osmocote-0t
tartalmaz6 keverékébe {iltettiikk. A megfeleld paratartalom biztositasardl foliatakaras segitségével
gondoskodtunk. Mikor a ndvények az iiltetokozegben kelloképpen megerdsddtek, 16 cm
atmérdji, azonos foldkeveréket tartalmazo cserepekbe tltettiik 4t dket.

Az arpa leveleken végzett tranziens expresszios, génbelovéses kisérletekhez az
arpaszemeket szintén 16 cm atmérdjii cserepekbe, virdgfold: homok 2:1 aranya keverékébe
vetettilk (Osmocote nélkiil), ¢és iliveghdzban nevelve tiz napig, minden kisérlethez azonos
nevelési koriilményeket biztositva. A kisérlethez 7-10 napos arpa novénykékrol levagott, kb. 6
cm hosszusagu elso leveleket helyeztiink 0,5 % (w/v) viz-fitoagar (Duchefa) taptalajra, 6sszesen
6-6 mianyag Petri-csészébe (@ 6 cm, Greiner) mind a kontroll Golden Promise, mind az

MsALR transzformans vonalakbol. A Petri-csészék egyenként 5-5 arpa levelet tartalmaztak.

3.2. Transzformaciohoz hasznalt konstrukciok eléallitasa

Az arpa transzformacios kisérletek lefolytatasat a NAP-BIO-,,Novényi génforras” magyar-
német egyiittmikodési palyazat biztositotta (NKFP-KPI /No-OMFB-00514/ 2007). A

transzformécios konstrukciok elokészitése céljabol egyiittmiikodd partneriink, Dr. Jochen
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Kumlehn a németorszagi IPK (The Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research)
intézetbol (Physiology and Cell Biology Department, Plant Reproductive Biology Group,
Gatersleben) bocsatotta rendelkezésiinkre az arpa transzformalashoz hasznalt binéris plazmid
vektorokat.

Kisérleteink soran az arpa genetikai modositasdhoz a kivalasztott génjeldlteket eloszor egy
egyszikli névényekben magas szintli atirddast biztositd, intronos ubiquitin promotert és nopalin
szintdaz (NOS) terminator szekvenciat tartalmazé pUbi-AB (DNA Cloning Service, Hamburg,
Germany) elnevezésii koztes vektorba klonoztuk. A konstrukcié szekvenalassal torténd
ellendrzése (MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, DNS Szekvendld Laboratoriuma) utdn az
Sfil emésztési helyekkel rendelkez6 expresszios kazetta ligalasa a p6d35S (Hausmann és Toepfer
1999) és a p6U nodvényi expresszios vektorba (DNA Cloning Service, Hamburg, Germany)
tortént.

A konstrukcidk klonozésdhoz az adott plazmid vektorok specifikus hasitdé helyei alapjan
meghatarozott restrikciés endonukleazokat, a BamHI, EcoRI, Xhol, Sall, Spel (Fermentas),
illetve az Sfil enzimet (New England Biolabs) hasznaltunk. Az emésztési reakciokat altalaban
20-30 pl végtérfogatban végeztiikk a 0.2-1.5 pg hasitani kivant plazmid jelenlétében, 5-10
egységnyi enzimmel és a gyarto altal eldirt puffer hozzdadasaval. Az enzimreakciok 37 °C —on
torténtek az Sfil enzim kivételével, ahol 50 °C-on zajlottak. Az alkalmazott restrikcios enzim,
illetve a reakcidhoz bemért plazmid mennyiségétdl fliggéen az inkubacios idOtartam gyartoi
eldirés szerint tortént.

Az emésztett fragmenteket 1 %-os agar6z gélen futtatuk, a megfeleld nagysagu, restrikcios
enzimekkel kihasitott fragmenteket a gélbdl kivagtuk, és GenElute™ Gel Extraction Kit-tel
(Sigma, St. Louis, MO, USA) izolaltuk. Az emésztett DNS fragmentek 6sszekapcsolasakor T4
DNS ligéz enzimet (Fermentas) hasznaltunk (ligalas koriilményei: 20 pl végtérfogatban, 16 éran
keresztiil 16 °C -on). A ligalasi elegyet Escherichia coli XLI Blue MRF’ kémiai kompetens
sejtekbe transzformaltuk, majd a sejtkultarat karbenicillin tartalmt (100 mg/l) LB agar taptalajra
szélesztettiik (Mellékletek, M4.), 37 °C-on 16 oran at ndvesztettiik. A pozitiv kolonidkbol inditott
folyékony baktérium kultirakbol GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma) segitségével a
gyarto eldirasai alapjan plazmid DNS-t izolaltunk.

3.2.1. A kompetens sejtek transzformalasa plazmid DNS-sel

A 20 pl végtérfogath ligdlasi reakcioterméket hozzdadtuk az MREF’ kompetens
sejtszuszpenzidhoz és 30 percig jégen inkubaltuk. Ezutan 1 percre 42°C-os vizflirdobe tettiik,

majd azonnal 2 percre jégre helyeztiik. A sejteket 1 ml Luria Bertani (LB) tapoldathoz adtuk, és
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60 percig folyamatos razatas mellett (200-250 rpm) ndvesztettiik 37°C-on, végiil 100 pl -enként
szelektiv taptalajra (LB + karbenicillin antibiotikum) szélesztettilk. A beépitett fragmentek
meglétét a transzformans sejtekben kolonia PCR-rel (Polimerase chain reaction, polimeraz
lancreakcid) és agaroz gélelektroforézissel — 1% -os agardz gélen — ellendriztiik. A kolonia PCR
paraméterei megegyeztek polimeraz lancreakciok korénél leirtakkal. A pozitiv koloniakbol
inditott folyékony baktérium kultarakbol GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma)
segitségével a gyarto eldirdsai alapjan plazmid DNS-t izolaltunk.

A kiilonb6zo konstrukciok eldallitasanak részletes klonozasi folyamata, illetve az

alkalmazott primerek felsorolasa az Eredmények fejezetben keriil bemutatasra.

3.3. Arpa transzformacio

Az arpa Agrobacterium tumefaciens (LBA4404 torzs) altal kozvetitett stabil genetikai
transzformacidja soran Hensel és Kumlehn (2004) altal kidolgozott protokollt kovettik. A
transzforaciok sordn hasznalt taptalajok Osszetételét a Mellékletek, M3. fejezet tablazatai

tartalmazzak.
3.4. Genomi DNS izolalas novényi mintakbol

A transzgénikus jelolt novények molekularis jellemzéséhez egy CTAB-ot  (Cetyl
trimethylammonium bromide) felhasznald6 moédszerrel végeztiink genomi DNS izolalast (Doyle
és Doyle 1990). Az izolalt genomi DNS-t a transzgén jelenlétét bizonyitdo PCR reakcidhoz,

illetve a kopiaszam meghatarozas soran real-time kvantitativ PCR munkéakhoz hasznaltuk.

3.5.PCR

Az arpa stabil transzformacios kisérleteik soran a génjeldltjeink és a szelekcids marker
gén jelenlétének DNS szintli bizonyitasdra a célgénekre tervezett specifikus primerek
segitségével PCR reakciokat végeztink. A PCR reakciokhoz Dream Taq DNS Polimeraz
enzimet (Thermo Scientific) hasznaltunk, a gyartd utasitasai szerint. A reakcidelegy Osszetétele
20 pl végtérfogatra szamolva a kdvetkezd volt: 2 ul 20 mM MgCl,-t tartalmazé 10x Dream Taq
Puffer, 2 pul 2 mM dNTP mix, 1-1 pul 10 mM specifikus primerpar, 1,25 egység Taq DNS
polimeraz enzim, 1 pg genomi DNS. A végtérfogatra torténd kiegészités steril, hdromszorosan
desztillalt vizzel tortént. A reakcidk az elsé ciklus el6tt 2 perces, 95 °C-on végzett kezdeti

denaturacios 1épéssel indultak. A fragmentek sokszorozasa 40 cikluson at tortént, a ciklusok
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soran 30 masodperc- 95 °C denaturacio, 30-45 masodperc kapcsolodasi (annealing) szakasz a
primerek olvadaspontjdhoz viszonyitott megfeleld hémérsékleten (54-64 °C), majd 1 perc 72 °C-
on torténd elongéacids szakasz ismétlodott. Végsd szintézisként 10 perces 72 °C-on torténd
extenzios 1épéssel zarult.

A génspecifikus PCR reakciokhoz hasznalt primerek listajat és pontos szekvencidjat, az

alkalmazott annealing homérséklettel a Mellékletek fejezet M2. tablazata tartalmazza.

3.6. RNS izolalas, cDNS-szintézis és valos idejii, kvantitativ, reverz transzkripciés PCR

(RT-gPCR)

A génexpresszios vizsgalatokhoz sziikséges 0ssz-RNS izolalasokat Chomcyznski és
Sacchi (1987) receptje alapjan Tri-reagenssel (Sigma) végeztikk. Az RNS koncentraciok
meghatarozdsa Nanodrop ND-1000 spektrofotométer (NanoDrop Products, Wilmington, DE,
USA) segitségével tortént, 260 nm hulldmhosszon. A minték tisztasagara a spektrofotométeren
mért ODogo80, illetve ODogoroz0 €rtékekbdl kovetkeztettiink, arrol 1%-os agardz gélen torténd
futtatassal is megbizonyosodtunk. Az RNS mintdk genomi DNS szennyezettségétdl valo
megtisztitaisathoz DNaz-kezelést alkalmaztunk, RNaz-mentes DNdzl (Fermentas) enzim
hasznalataval. A tisztitott RNS mintakbol 2 pg mennyiséget felhasznalva RevertAid M-MuLV H
Minus Reverz Transzkriptaz (Fermentas) enzim segitségével, a gyartd ajanlasai alapjan 20 pl
végtérfogatban, random hexamer primerek (MTA SZBK Oligonukleotid Szintézis Labor)
jelenlétében cDNS-t szintetizaltattunk. A kapott cDNS-eket real-time (valos idejii) PCR
futtatasokhoz hasznaltuk, melyeket az ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System
késziilékén végeztiink. A reakcid 1épései a kovetkezéek voltak: 95 °C-on 10 perc; majd 45
cikluson at 95 °C-on 15 masodperc denaturacio, illetve 60 °C-on 1 percen at tartdé kapcsolodasi
(annealing) szakasszal kovetve. Az adatok analiziséhez a 2784 modszert alkalmaztuk (Livak és
Schmittegen 2001).

A bemutatott expresszios analizisek sordn vizsgalt géneket detektdld specifikus primer

parok pontos szekvenciait a Mellékletek fejezet M2. tablazata foglalja Gssze.

3.7. Fehérjekivonat készitése és immunoblot analizis

Az Osszfehérje izoldlashoz a felhasznélédsig -80 °C-on tarolt, megkozelitdleg 50 mg friss
tomegli levélmintainkat kvarchomok és folyékony nitrogén felhasznalasaval porra 6roltiik, majd
200 ul feltard puffert (25 mM Tris-HCI pH 7.6, 15 mM MgCl, 15 mM EGTA, 75 mM NacCl, 60
mM B-glicerofoszfat, 2 mM 1,4-ditiotreitol, 0.1 % nonil-fenol-polietoxil etanol (NP-40), 1 mM
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NaF, 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid) hozzaadva a fehérjéket kivontuk. Tiz percig 4 °C-on,
13000 rpm-en torténd centrifugalast kovetéen a feliiliszo fehérje koncentraciojat
spektrofotometriasan meghataroztuk (Bradford 1976).

A Kloroplasztisz transzformans arpavonalak esetében 500 mg friss tomegi levélmintabol
Kley et al. (2010) altal kidolgozott modszer szerint Percoll gradiensen torténd centrifugalassal
intakt kloroplasztiszokat izolaltunk, majd a kloroplasztiszok lizdtumaiban vizsgaltuk a megfeleld
helyre transzportalt MSALR fehérje mennyiségét.

Az immunoblot analizishez 10 pg fehérjét 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen
elvéalasztottunk, majd transzferpufferben (1 literhez: 1.45 g TRIS, 7.2 g glicin, 10% etanol)
Immobilon-P polivinilidén-difluorid membranra (Millipore) transzferaltuk. A kimutatashoz a-
MSALR poliklonalis ellenanyagot és peroxidaz konjugalt anti-nyal IgG antiszérumot

hasznaltunk (Oberschall et al. 2000). A hibridizaciot kovetden a specifikus fehérje kimutatasat

kemilumineszcens szubsztrat felhasznalasaval, a gyarto leirasa szerint végeztiik (Millipore).

3.8. A vizsgalt MsALR termelé arpavonalakban a transzgén Kkoépiaszimanak

meghatarozasa

Az integralodott transzgén kopiaszdmanak meghatarozasat szintén kvantitativ valos idejii
PCR technikéval, két kiilonbdz6 modszer szerint is elvégeztiik.

Az MsALR fehérjét a citoszolban felhalmozo, altalunk kivélasztott transzgenikus vonal
(késébbiekben: MSALR_L3) 5 db transzformans csirandvényébdl (T2 generacio), tovabba a vad
tipusi Golden Promise csiranovénybdl genomi DNS-t izolaltunk (CTAB modszer, Doyle és
Doyle 1990).

crer

crer

atlagértéket tekintettiik.

Az elsé mddszer szerint a transzgén beépiilési kopiaszamat RT-gPCR-rel hataroztuk meg, a
AACt moédszert kovetve (Livak és Schmittegen 2001). Az MSALR transzgénen kiviil az egy
kopias arpa Blz2 génre (Ofiate et al. 1999, GénBank azonosito: Y10834.1), mint belsé kontrollra
végeztiink PCR analizist. A transzgén és a Blz2 fragmentjeit a RT MsALR Fw és Rev, valamint
a RT Bzip3 Fw és Rev primer parok segitségével szaporitottuk fel (lasd Mellékletek, M2.). A
reakciokat 20 pl végtérfogatban végeztiik ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System
késziilékben. A reakcid koriilményei a kovetkezOk voltak: kezdeti denaturacio 10 percig, 95 °C-

on, cikluson beliili denaturacio 30 masodpercig 95 °C-on, kapcsolas 60 °C-on 24 masodpercig és
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lanchosszabbitas 20 masodpercig 72 °C-on. A reakcidk hatékonysagat standard gorbék alapjan
becsiiltiik.

A masodik mddszer alapjan a kopiaszdm meghatarozasahoz sziikséges kalibracios gorbe
felvételéhez a transzformalashoz hasznalt plazmid DNS, valamint a transzformans
csiranovényekbdl és a vad tipust csiranovényekbdl izolalt genomi DNS-ek keverésének
modszerét alkalmazva, az elobbi - a transzgénre tervezett - specifikus MSALR primerekkel
végeztilk a kopiaszam meghatarozast Song et al. (2002) altal leirt protokollt kovetve. A
transzformans vonalaknal kapott amplifikacios ciklusszamot a plazmid DNS-en kapott
ciklusszamhoz viszonyitottuk.

Az alkalmazott primerek pontos szekvencia adatai a Mellékletek fejezet M2. tablazataban
talalhatoak.

3.9. Tranziens expresszids tesztrendszer anyagai és mddszertana: részecskebelovés és

stressz kezelés

A tranziens részecskebeldvés soran az aranyszemcsék két tranziens expresszids plazmiddal
kovettiik.

A tranziens tesztrendszer felallitasahoz sziikséges vektorokat Dr. Patrick Schweizer
biztositotta (IPK Gatersleben, Genome Analyses Department, Transcriptome Analysis Group).

A levagott leveleket Marzin et al. (2008) altal leirtak szerint génbeldvéssel tranziensen
transzformaltuk, majd a belovést kovetden 24 ordig, nem stresszelt koriilmények kozott hagytuk
felhalmozodni a zolden fluoreszcens (GFP) és az éretlen, nem fluoreszkalo DsRED (Discosoma
sp. RED, voros fluorescent protein) fehérjét, Parafilm® -mel lezart Petri-csészékben, klimatizalt
helyiségben (24 °C allandé hdmérsékleten, nem kozvetlen megvilagitassal). Egy nap elteltével
Olympus SZX12 fluoreszcens sztereo mikroszkop alatt (Olympus Europa GmbH, Hamburg,
Germany) megszamoltuk a GFP expresszalo epidermisz sejtek szamat, majd a levagott levelek
50 % -a stressz kezelés nélkiili, viz-fitoagar (0.5 % (w/v), Duchefa Biochemie, Harleem, The
Netherlands) taptalajon maradt, fennmaradé masik 50 % -uk pedig kisérletenként eltérd stressz
kezeléseken (dehidratacio, so €s metilglioxal) esett at, melyeket az alabbiakban részletezett
modon hajtottunk végre:

Dehidratacios stressz esetén a levagott levelek 50 % -at tettiik ki kiszaritasos stressznek
ugy, hogy tomegiiket a levagaskor mért kiindulasi tomegiik 60 % -ara csokkentettiik
kiszéritassal, laminaris boxban (Gelaire, Italy), 22 °C homérsékleten, 60+30 perc alatt. Miutan

elérték a kivant tomeget, atnedvesitett filter papirral (0.25 ml HyO) ellatott Petri-csészékbe
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helyeztiik Oket, s Parafilm® -mel (Pechiney, Chicago, IL, USA) lezarva, nem kozvetlen
megvilagitasa helyre helyeztiik dket.

Sostressz esetén a stressz kezelt, levagott levelek 175 mM NaCl (natrium klorid)—ot
tartalmazo viz-fitoagar taptalajra kertiltek. A NaCl-ot a kivant koncentracioban autoklavozas
elott adagoltunk a taptalajba.

Metilglioxallal (MG) végzett kezelések esetén a stressz kezelt leveleket 12.5 mM MG-t
(Sigma) tartalmazo viz-fitoagar taptalajra keriiltek. A MG-t ebben az esetben a taptalaj
autoklavozasa utan, steril koriilmények kozott adagoltuk az eléhitott taptalajhoz.

Mindegyik stressz kezelés esetén mind a kontroll és stressz koriilmények kozott tartott levelek 96
oraig voltak inkubalva. A stressz kezelések végeztével megszamoltuk a levélszegmenseken
vorosen fluoreszkald epidermisz sejteket, s ezek szamat normalizaltuk a beldvést kovetden,
stressz kezelés nélkiil felhalmozddni hagyott zold fluoreszcens sejtek szdmaval.

A berendezés, illetve a fluoreszcens detektalas soran alkalmazott valtoztatasok bemutatasa az

Eredmények fejezetben keriil bemutatasra.

3.10. GFP és DSRED expresszalo epidermisz sejtek mikroszkopos detektalasa

A GFP ¢és DsRED expresszalo sejtek szamoldsa Olympus SZX12 fluoreszcens sztereo
mikroszkép segitségével tortént. A  GFP ¢és DsRED expresszalo sejtekrdl —késziilt
fényképfelvételek Olympus Camedia C7070 digitalis kamerdval késziiltek, DScaler szoftver

(4.1.15. verzi6, www.dscaler.org) hasznalataval. A GFP detekciohoz hasznalt filter készlet

paraméterei a kovetkezdek voltak: 460-490 nm-en gerjesztd, 505 nm fényelosztd és 510-550 nm
emisszids szlirékészlet, a DSRED expresszalo sejtek detektalasahoz pedig 530-560 nm gerjeszto,
570 nm fényelosztdé €s 590-650 nm emisszids szlrdkeészlet. Mind a GFP, mind a DsRED

expresszalo sejteket a levélszegmensek teljes feliiletén, azok teljes hosszaban szamoltuk.

3.11. Klorofill és karotinoid tartalom meghatiarozasa

A méréseket a belovéses kisérleti rendszerben hasznalt leveleken (~300mg, 5 levél/ 6cm O
Petri-csésze) végeztilk, melyeket folyékony nitrogénben porra Oroltiink. A fotoszintetikus
mintakat centrifugalas utan (4°C, 10 perc, 2500 rpm) spektrofotometriasan (Hitachi U-2900)
mértiik a kdvetkezé hullamhosszokon: 663,6 és 646,6 nm (klorofill a és b), valamint 440,5 nm
(karotinoidok).
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A kiértékeléshez az alabbi képleteket hasznaltuk (Yang et al. 1998):
Klorofill a = 12.25 X Agsz6- 2.55 X Asss6

Klorofill b = 20.31 X Agss6- 4.91 X Agsss

Klorofill a+b = 17.76 X Assss+ 7.34 X Ass3 s

Karotinoidok = 4.69 x Ays05— 0.267 X (Klorofill a+ b)

A kapott eredményeket pg/mg értékben a kiindulasi friss tomegre vonatkoztatva adtuk meg.

3.12. Mintavétel a prolin és TBARS mérésekhez

A szabad prolin szint és a TBARS mérésekhez torténd mintavételhez a génbeldvéskor
felallitott kisérleti rendszert kovettiik: részecskebelovés nélkiili, egy hetes arpa leveleket
helyeztiink elsoként fitoagar tartalmi Petri-csészébe, kiilon a vad tipustt Golden Promise fajta, s
kiilon a stabil transzformans MsALR L3 ¢és cpMsALR L1 taltermeld kivalasztott
arpavonalainkbol. Ezzel parhuzamosan ugyanigy vagtunk le leveleket a vad tipusit Golden
Promise fajtat, valamint a két transzforméans vonalunk leveleibdl, melyeket a kordbbiakban
részletezett modon dehidratacid, s6 és MG-lal végzett stressz kezeléseken estek at, s
inkubalodtak az adott stressz koriilményei kozott 96 oraig.

A levagott levelekrdl naponta, ugyanabban az idében gylijtottiink mintakat: mintavételkori
tomegiik pontos meghatarozasa utan a mintdk egyik felét prolin méréshez, masik felét TBARS
méréshez folyékony nitrogén segitségével fagyasztottuk.

Az adott stressz kezeléseket, €s hozzajuk tartozdé mintavételeket haromszor ismételtiik, a
harom mintavételi kisérletbdl szarmazo atlagértékeket tekintettik a prolin és TBARS mérés
eredményeinek.

(A kiszaritasos kisérlet estén kozvetlenill a kiszaritds 2 ords idOtartamanak elteltével is
vettiink mintat, ugyanugy az ez id0 alatt fitoagaron 1évé levelekrdl is, majd ezt az emlitett
naponkénti egyszeri, azonos iddben végzett mintavételek kovették. Minden kisérletnél

kezeletlen, kozvetleniil cseréprdl levagott mintakat is gytijtottiink.)

3.12.1. Prolin tartalom meghatarozasa

A prolin tartalom meghatarozasat a Bates (1973) moddszere alapjan végeztiikk. A begyijtott
novényi levélmintak sulydnak meghatdrozasa utdn a mintakat 3 % szulfoszalicilsav oldat (5
ul/mg friss tomeg) jelenlétében dorzsmozsarban tartuk fel. A mintdkat az izoldlas teljes
befejezéséig jégen taroltuk, majd az Gsszes mintdt egyszerre, szobahdmérsékleten 5 perces

maximalis fordulatszamon centrifugéltuk. 100 pl feliiliszot mértiink az elézdleg 1) Eppendorf
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csovekbe készitett reakcioelegyhez, melyet 100 pl 3 %-os szulfoszalicilsav, 200 pl tomény
ecetsav €s 200 ul savas ninhidrin (0,14 M ninhidrin, 60 v/v % ecetsav, 40 v/v % 6M foszforsav)
Osszemérésével kapunk. A mintdkat 1 oran keresztiil 96 °C-os termosztatban inkubaltuk. A
reakciot a mintak 10 perces jégen tartasaval allitottuk le, majd a szines reakcioterméket 1-1 ml
toluollal extrahaltuk. Alapos keverés utan a mintdkat 5 percig szobahdémérsékleten allni hagytuk.
A toluolos fazisban a prolin ninhidrinnel alkotott piros szinli reakcidtermékének mennyiségét
spektrofotométer (Hitachi U-2900) segitségével hataroztuk meg, ODspp nm hulldmhosszon,
toluol vakpréba ellenében. El6zdleg ismert mennyiségli prolint tartalmazo koncentraciésorok
mérésével felallitott kalibracios gorbék segitségével tortént a prolin koncentracid meghatarozasa

a mintakban

3.12.2. TBARS mérések

A lipidperoxidaciobol szarmazdé bomlastermékek mennyiségét a tiobarbitursav reaktiv
malondialdehid adduktumok mennyiségi meghatirozasaval is jellemeztiik (Chaoui et al. 1997).
Ehhez ~100 mg ndvényi levélmintat 1 ml 0,25% (w/v) 2-tiobarbitursav (TBA) és 10% (w/v)
triklorecetsav  (TCA) oldat keverékével dorzsoltink el. A mintdkat 45 percig 85 °C
hémérsékleten inkubaltuk, majd a reakcio leallitdsa végett jégre helyeztiik dket. Végiil 10 percig
maximalis fordulatszdmon centrifugaltuk. A feliilusz6 abszorbancidjat 532 ¢és 600 nm
hullamhosszon mértiik. Kalibralé vakmintanak a feltarashoz hasznalt viz+TBA+TCA keveréket
hasznaltuk. Az eredmények értékelése soran a malondialdehid tartalmat a 1,55x10° M* cm™

extinkcids koefficiens segitségével szamoltuk.

3.13. A pixel alapi szemméret jellemzés digitalis fotografiaval

A szemméret meghatarozéasara a T2 nemzedék kivalasztott vonalaibdl 80-80 mag tomegét
mértiikk le Ohaus Model EP114C analitikai mérleg (Ohaus Corporation, Parsippany, NJ, USA)
segitségével (0.1 mg mérési pontossag). A lemért szemeket azonos pozicioban helyeztiink a
fényképezés hatterét biztositd sziirkésfekete szinti talcalapra (Mellékletek, M5./3. ténykép). A
szemekrdl azonos fényviszonyok és fényképezdgép bedllitdisok mellett C-7070WZ digitalis
fényképezdgép segitségével, fix allvany segitségével késziiltek felvételek. A szamitdgépes
analizis soran a talcara illesztett vonalracsok segitségével az adott mezdkben detektalhatd
szemfeliilet-szinli pixelek alapjan végeztiink el a szemméret meghatarozast a Komplex Stressz
Diagnosztikai Rendszer részét képezé SSAP program segitségével (Seed Size Analysis Program,
v. 0.95). A program ¢és a fényképek analiziséhez sziikséges fliggvényeket Sass Laszlo (SzBK,

Novénybiologiai Intézet) fejlesztette.
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3.14. Statisztikai analizis

A dolgozatban leirt stressz kisérleteket minden stressz esetében legalabb harom
ismétlésben végeztiik el. Minden kisérlet egyenként legalabb 16 db Petri-csészébe levagott arpa
levelekbdl allt: 8 db Petri-csészényi vad tipusit Golden Promise fajtardl szarmazo levelekbdl és 8
db Petri-csészébe levagott transzgenikus arpavonalrdl szarmazé levelekbdl (a termelt fehérjét a
citoszolba felhalmozd MsALR L3 vagy a kloroplasztiszba felhalmozé cpMsALR L1 vonalrol).
Minden egyes Petri-csésze 5-5 darab levagott levelet tartalmazott, melyek teljes levagasnyi
levélhosszaban vizsgaltuk a fluoreszkald epidermisz sejtek jelenlétét. A statisztikai elemzések a
Microsoft® Excel 2003 (Microsoft Inc., Redmond, WA, USA) szoftver segitségével késziiltek

el, kétmintés t-probat alkalmazva, P<0.05 valdsziniiségi szinten.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az arpa szarazsagtiirésében feltételezhetoen szerepet jatszo sajat génjeinek expresszios

vizsgalata

A Torjék Otto altal vezetett Magyar — Német Stressz Genomikai Laboratorium (Szegedi
Biologiai Kozpont Novénybioldgiai Intézet, 2009) csoportjdnak munkdjahoz kapcsolodva
vizsgaltuk az arpa 2 sajat génjének abszcizinsav (ABA) kezelésre adott expresszios valaszat. A
kivalasztott gének a kovetkezOk voltak: HVARH1 (Hordeum vulgare AR-h gene for aldose
reductase), valamint a HYSRG6 (Hordeum vulgare Srg6 gene for Stress Responsive Gene protein
6). Az egyik elsd, tag korben jellemzett névényi aldo-keto reduktaz enzim az arpa HVARHL1 altal
kodolt fehérje (Bartels et al. 1991, Roncarati 1995). Ezt az arpa gént szarazsagtiird fajta
embriobol készitett génbankbol izolaltak, s az irodalomban fellelhetd kisérleti eredmények
szerint kifejezddése fejlodés specifikus és hormonregulélt: az abszcizinsav (ABA) serkenti, a
gibberellinsav pedig gatolja a gén expresszigjat. A HVARH1 gén esetében 3 f6 haplotipus
(HVARH1-Z1, HYARH1-Z4 és a HYARH1-Z6) csoport elkiilonitése valt lehetévé. A HvSrgé gén
szarazsagtlirésben betoltott szerepének és ABA kezelés hatdsara adott expresszids valtozas-
vizsgalatanak alapjat Malatrasi és mtsai. altal (2002) leirt eredmények adtak. Az arpa SRG6 gént,
double haploid (DH) térképezési populaciok vizsgalatanal a 7H kromoszoma olyan konzervalt
ozmotikus stressz adaptacioban betdltott szerepével. A gén ABA indukalt expresszids
valtozasainak vizsgalatat kezdtiik meg 5 olyan genotipus kozott, amelyek a teljes hossziisagl
promoter szekvenciat tartalmaztak, illetve 3 olyan genotipusban (Otis, Chilga és Diamond),
melynek promoter régidja a transzlacios starttol 158 bp tavolsagra egy 197 bp nagysaga

inszercios-delécios mutaciot tartalmazott.

A HVARH1 gén esetében a korabban 3 f6 haplotipus csoportba (HVARH1-Z1, HYARH1-
74 és a HvARHI1-Z6) sorolt genotipusok kozotti legfontosabb eltérés a HvVARHI1-Z4 és
HVARH1-Z6 haplotipus csoportokon beliill a promdter régidban, a transzlacios starttél 71
bazisparnyi tavolsagra upstream irdnyban elhelyezkedd 6 bp hosszisagi delécio, illetve a
HVARH1-Z1 haplotipus csoport esetében a promoter régidban, a transzlacios startponttol 735 bp

tavolsagra upstream iranyban elhelyezkedd 9 bp hosszl inszercid volt (6. dbra).
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HvARH1-Z1 I
-1400 \/ ATG
| !
71
HVAF%H 1-Z4 DEL
es (6bp)
HvARH1-Z6

TCA-elem, szalicilsav valasz
ABRE, abszcizinsav valasz
= HSE, hésokk valasz elem
MBS, MYB-ko6t6 hely, szarazsag stressz valasz
— TATC-box, gibberellin valasz

WUN-motivum, sebzési valasz elem

6. abra: A HVARH1 gén promoterének cisz-hatd elemei €s az egyes haplotipus variansok

Mindharom haplotipus csoporton beliill 3-3 genotipusban vizsgaltuk az inszercios-
delécidés mutaciok hatasat az ABA- indukalt génexpresszios valtozadsokban. Az RT-qPCR soran
kapott értékeket minden esetben kétszeresen normalizaltuk. El6szor a 18S rRNS génhez, mint
endogén referencia génhez (RT 18S Fwd és Rev primerek, Mellékletek, M2.), méasodszor pedig
az adott kisérletben szerepld kontroll mintdhoz, ebben az esetben a vizes kontroll kezelt
mintakhoz. A HVARH1 gén expresszids analiziséhez az RT HvARH_ Fwd és Rev primer parokat
hasznaltuk (Mellékletek, M2.) A 6 hetes leveleken végrehajtott 24 oras, 50 uM ABA kezelés
hatdsara minden esetben erdteljes gén indukcidt tapasztaltunk, ami a relativ transzkriptszint vizes
kontroll kezelt mintdkhoz viszonyitott szignifikdns emelkedésében nyilvanult meg (7. abra). A
legkifejezettebb, s egyben az adott haplotipuson beliil a leginkabb egyontetiibb valtozast a
HVARH1-Z1 haplotipushoz tartozé genotipusokban tapasztaltunk, ebben a csoportban a
génexpresszid 20-60-szoros ndovekedést mutatott a vizes kontroll kezelt leveleken mértekhez. A
Z4 ¢és Z6 haplotipusba tartozd tajfajtdk alacsonyabb, 10-szeres gén expresszids szintet
produkaltak. A Z4 haplotipushoz tartoz6 Compana genotipusban detektalt kimagasld expresszios
szint azonban eldrevetitette a nagyobb mintaszammal végzendd tovabbi génexpresszids

vizsgalatok (statisztikai) sziikségszertiségét.
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7. abra: A harom f6 HYARH1 haplotipus csoportba tartozo genotipusok ABA kezelés
hatasara adott génexpresszids valtozasainak vizsgalata. Kezelés: 50 uM ABA oldattal, 24
oran at. Kontroll mintak: 24 6ras vizes kontroll genotipusok.

A HvSrg6 gén esetében az ABA indukalt expresszios valtozasokat 5 olyan genotipusban
vizsgaltuk meg, amelyek a teljes hosszisagi promoéter szekvenciat tartalmaztak, illetve 3 olyan
genotipusban (Otis, Chilga és Diamond), melynek promoter régidja a transzlacids starttol 158 bp

tavolsagra egy 197 bp nagysagu inszercids-delécios mutaciot tartalmazott (8. abra).

Otis, Chilga, Diamond genotipusok

I ‘ Transzkripcios

Unnamed__1 start

ABRE I Unnamed TATA-

_d bax

CGTCA-

maotivam Transzlacios

start

Skn-1

motivum I I

Unitan, Keystone, GK Rezi, Compana, Hazen genotipusok

8. abra: A HVSRG6 gén promoter analizise
(PlantCare, http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/ )

Endogén kontrollnak szintén a 18S rRNS gént hasznaltuk, génjeldltiink expresszidjanak
valtozasahoz pedig az RT_SRG6 _Fwd és Rev primereket (Mellékiletek, M2.) alkalmaztuk. Az
eldz6 expresszids analizissel szemben itt az irodalmi adatokat kovetéen joval magasabb, 10 mM
génexpresszios valtozast tapasztaltunk, ennek a valtozasnak a nagysdga 2,7 szeres indukciotol -

0,7 szeres represszioig €rd tartomanyban mozgott (9. abra).
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9. abra: HYSRG6 gén expresszios valtozasainak vizsgalata 10 mM ABA kezelés hatasara.
Otis, Chilga, Diamond: a teljes hosszusagu promoter szekvenciat tartalmazo genotipusok,
Unitan, Keystone, GK Rezi, Compana, Hazen: a 196 bp nagysagu inszercios mutaciot
hordoz6 promoterrégioval jellemezhetd genotipusok.

4.2. A stabil arpa transzformiciohoz sziikséges konstrukciok eléallitisa, arpa
transzformaciéo az MsALR génnel

Az arpa Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett stabil transzformacios technologiajat
egy gaterslebeni kutatointézetben, az IPK-ban (Leibniz Institut fiir pflanzengenetic und
kulturpflanzenforschung) tett kiilfoldi tanulmanyut (3 honap, 2007. aprilis 14. - julius 4.)
keretében sajatithattam el. Kisérleteim egyik elsédleges célja ennek a transzformacios
technologidnak az itthoni laborkoriilményeink kozé torténd adaptalasa volt. Elsé 1épéseként a
kint elvégzett transzformaciok itthoni megismétlését thaztik ki célul, els6ésorban a
transzformacios technoldgia sikerességének €s hatékonysaganak 6sszehasonlitasa céljabol.

Az MsSALR gén altal kodolt fehérjét a citoszdlba (p6d35S-MsALR) ¢és a kloroplasztiszba
(p6d35S-HVTP-MSALR) juttatd vektorkonstrukciok eldallitasahoz kiindulasi konstrukcioként
egy, kordbban a csoportunkban eldallitott, és novény transzformaciohoz hasznalt konstrukciot
alkalmaztunk, mely az MSALR gént a C-terminalison 6x His-jelolten tartalmazta.

1. Ezen konstrukciot BamHI és Xhol enzimekkel emésztettiik. A kihasitott fragmentet (966
bp) a koztes pUbi-AB vektor BamHI és Sall restrikcios enzimekkel emésztett helyeire
ligdltuk. Az elkésziilt koztes (intermedier) pUbi-AB::MSALR konstrukciot (10. abra)
emésztéssel és a DNS nukleotidsorrend meghatarozasaval, szekvenaltatassal (GH-Ubi-F1
¢s GH-NOS-R1 primerekkel, Mellékietek, M2.) ellendriztiik.

2. A megfeleldonek bizonyult konstrukcio Sfil restrikcios enzimmel torténd emésztésével

kivagott expresszids kazettat a szintén Sfil altal emésztett p6d35S novényi expresszios
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vektorba  ligaltuk. A bakteridlis  tenyészetben  spectinomicin/streptomicin

antibiotikumokkal szelektaltunk (Mellékletek, M4.).
Sfil A

ColE1 Ubi-Int

‘ Intron
pUbi-AB-MsALR

(Spel)
(pUbi-AB::HvTP-MsALR) .
Arpa Rubisco SSU
Amp 5741 bps Tranzit Peptid
— (BamH1)

Sfil B

10. abra: Az MSALR génr6l termelt fehérjét a citoszélban (pUbi-AB-MSALR) vagy a
kloroplasztiszban (pUbi-AB::HVTP-MsALR) felhalmoz6 koztes (intermedier) klonozo
vektorkonstrukci6 felépitése. Sfil A és B: emésztési helyek a novényi expresszios vektorba
ligalashoz, Ubi-Int: intronos ubiquitin promoter, Nos: nopalin-szintaz terminator, Amp:
ampicillin szelekcios markergén, ColE1: replikacios origo. Spel, BamHI, Sall: alkalmazott
restrikcios enzimek emésztési helyei. MsALR: Medicago sativa aldoz reduktaz gén.

Az MsALR fehérjét termeld vektorkonstrukciok eldallitdsakor felmertilt a kérdés, hogy

az oxidativ stressz soran keletkez6 reaktiv karbonil vegytiletek eltavolitasa a citoplazmaban vagy
a kloroplasztiszban fontosabb, esetleg a detoxifikdldo enzim egyiittes jelenléte novelheti-e meg
jobban a stressz ellenallosagot. Ennek eldontésére olyan konstrukci6 eldallitasat kezdtiik meg,
mely lehetdvé teszi az egyes detoxifikdlo tulajdonsagu fehérjék kloroplasztiszba torténd
transzportjat.
A tranzit peptidet kodolo konstrukcid elkészitéséhez elsd 1épéskeént adatbazisokban azonositottuk
az arpa Rubisco komplexének kis alegységét (SSU - Small SubUnit) kédold gént (génbanki
azonosito: U43493), majd meghataroztuk benne a kloroplasztisz tranzit peptidet kodold
szekvenciat. Olyan primereket terveztiink a megfelelé szekvencia (168 bp) felamplifikaldsara,
amelyeket mind genomi DNS-en, mind cDNS-r6l térténé sokszorozasra is hasznalhattunk. A
primerek a HVTP_Spel_Fwd és HvTP_BamHI_Rev parok voltak (Mellékletek, M2.).

— A PCR terméket a primerekkel képzett restrikcids endonukledz helyeken (Spel és
BamHI) emésztettiik, az emésztés eredményét agardz gélen tisztitottuk és a szintén
BamHI — Spel enzim altal emésztett koztes vektorba ligaltuk.

— A ligalasi elegyet E. coli XLI Blue MRF’ kémiai kompetens sejtekbe transzformaltuk,
majd a sejteket karbenicillin tartalmt LB taptalajra szélesztettik (Mellékletek, M4.). Az
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igy kapott pozitiv telepekbdl folyékony baktérium kultarat inditottunk, majd azokbol
plazmid DNS-t izolaltunk.
Mivel a primerek Spel és BamHI restrikcios endonukleaz felismerd helyeket tartalmaztak, ezért a
tranzitpeptidet kddold szekvencia az emésztést kovetden a pUBI-AB transzformacios vektor
elsd, egyszeres hasitassal bird restrikcidos helyeire volt ligalhatd, igy a klonozd régid tobbi
hasitasi helye valtozatlanul hasznalhato maradt. A kapott pUbi-AB::HVTP alapvektor-
konstrukciot ezen a ponton tdbb irdnybdl torténd szekvenalassal is ellendriztik, igy
megbizonyosodhattunk arrél, hogy az altalunk Iétrehozott konstrukcid a késObbiekben is
alkalmas kiilonb6z6é génjeldltek fehérjéinek kloroplasztiszba torténd iranyitdsara. Kovetkezo
l1épésként az MsALR fragment klonozéasa kovetkezett:
= A korabban mar elkészitett és a fentickben részletezett pUbi-AB-MSALR koztes
konstrukciorol az MSALR gént tartalmazd fragmentet (996 bp) PCR segitségével
(MsALR_BamHI _Fwd és MsALR_Xhol_His_Rev primerekkel) sokszoroztuk. A PCR
terméket a primerekkel képzett restrikcios helyeken emésztettiik.
= A szekvendlassal szintén megfelelonek bizonyult ,koztes vektor:: tranzit peptid”
Osszekapcsolasaval 1étrejott pUbi-AB::HVTP alapvektort BamHI — Sall enzimekkel
emésztettiik. A fragmentet a vektorba ligaltuk, a ligalasi elegy transzformaldsabol
szarmaz6d pozitiv E. coli koloniakbol plazmid DNS-t izolaltunk, majd a restrikcids
emésztéssel ellendrzott konstrukeid nukleotid sorrendjét meghataroztuk.
= Az MsALR fehérjét a kloroplasztiszba iranyitdé pUbi-AB-HVTP-MSALR koztes
vektorkonstrukcio (11. abra) Sfil enzimmel valdo emésztésével juttattuk a kivagott

expresszios kazettat a p6d35s novényi expresszios vektorba.

LB
pd35s / /
HPT
Sm/Sp A spia
T35S
p6d35s-MsALR Ubi-int
(p6d35s-HvTP-MsALR)
N 12553 bps lntron‘ﬂ
pVS1 ORI Arpa Rubisco SSU
Tranzit Peptid
ColE1

rp B

11. abra: Az MSALR génrdl termelt fehérjét a citoszolban vagy a kloroplasztiszban
felhalmozo6 ndvényi expresszids vektorba épitett konstrukcio felépitése
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konstrukciokat LBA4404 Agrobacterium tumefaciens torzsbe transzformaltuk (Mellékletek, M4).
A Németorszagban végzett transzformacios kisérletek soran konstrukcionként (p6d35S-MsALR)
360-360 darab embriot izolaltunk. Az izolalt embriokbol a p6d35s-MsALR konstrukcid esetében
342 db embriot tudtunk elkalluszositani a transzformaciot kovetden a higromicin szelekcios
markert 50 mg/l koncentracidban tartalmazé szilard CIM;3 taptalajon (Mellékletek, M3.). Késdbb
a novényregeneralaskor a mar zoldiilo, regeneralodasnak indult kalluszokrol (12. dbra) a hajtast
és gyokereket fejlesztd novénykéket ugyanazon KA4N regenerald taptalajt tartalmazd
iivegesovekbe helyeztiikk. A kiilfoldi transzformalasok sordn Osszesen, 48 darab ndvénykét
regeneraltunk az MSALR gént hordoz6 konstrukcid esetében. Ezek 39 (MSALR) darab fliggetlen
transzformans vonalat jelentettek (11,4 % transzformacids hatékonysag. (A taptalajok
Osszetételét lasd Mellékietek, M3. fejezete.)

Ezen 4rpa transzformacidokat a transzformaciés modszer laborkoriilményeinkhez torténd
adaptalasa soran az itthoni laborunkban is megismételtiik. A transzformacié soran 20 darab
embridpajzsot transzformacidé nélkiil tartottunk a 2 napos inkubalds soran az embridizolald
tapoldatban, majd a megfeleld szelekcids taptalajon, negativ kontrollként szolgalva a késdbb
kalluszosodasnak indult és regenerald kalluszok mellett. Természetesen a nem transzformalt
kontroll embridk a kalluszindukcids taptalaj magas higromicin (50 mg/l) tartalma mellett nem
novekedtek, gyorsan elhaltak. A Szegeden végzett elsd transzformacios kisérletek soran mindkét
fent emlitett konstrukciohoz 180-180 darab embridt izolaltunk, viszont az elkalluszositott
embriokbodl regeneralt fliggetlen transzformansok szdma (transzformacios hatékonysag) ebben az
esetben magasabb volt a tanulmanyutam soran végzettnél. Az aldoz reduktaz taltermeld arpa

transzformansok esetében 24 darab fliggetlen transzformans vonalat sikeriilt regeneralni (14.3
%).

12. abra: Golden Promise arpafajta regeneral6 kalluszai K4N taptalajon a transzformacio
id6pontjatol szamitott 7. héten
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A p6U expresszios vektor alkalmazasa esetén azonban a transzformacio alacsony
hatékonysagunak bizonyult, melynek végén nem tudtunk névényt regeneralni.

A termelt MSALR fehérjét a kloroplasztiszba targetald vektorkonstrukcié esetén 210 embriot
izolaltunk, majd a transzformacio soran 115 embriot sikeriilt elkalluszositanunk. Ennek oka az
embridizolalds utdn a lemosast kovetden fellépd Agrobacterium talndvés volt, melynek
valosziniisithetd oka az inkubalast kovetden végzett lemosdsok nem elegendd szama. Az
elkalluszosodott embriokbol igy mindossze 13 ndvényt sikeriilt regenerdlni, ezek csak 5

fliggetlen transzformans vonalhoz tartoztak (4,4 % transzformacios hatékonysag) (1. tablazat).

1. tablazat: Transzformacios hatékonysag az alkalmazott vektorkonstrukciok esetében, illetve a
transzformacid soran regeneralt ndvényszamok Osszesitd tablazata. (Transzformacids hatékonysag = a
kalluszosodott embridk szdma / fiiggetlen vonalak szdma * 100)

Fiiggetlen
1zolalt Kalluszosodott Regeneralt Transzformacios
Konstrukeiok transzformans
embriok embridok novények hatékonysag
vonalak
6d35s-MsALR
P 360 342 48 39 11,4 %
(Gatersleben)
6d35s-MsALR
P 180 168 39 24 143 %
(Szeged)
p6d35s-HVTP-
210 115 13 5 4,4 %
MsALR (Szeged)

4.2.1. A transzformans noévények molekularis jellemzése, a transzgén beépiilésének

igazolasa

crer

ndvények levelébdl és vad tipusu kontroll ndvényekrdl (transzformécid nélkiili Golden Promise
fajtabol) szarmazo levelekbdl genomi DNS-t izoldltunk és PCR technikéval igazoltuk egyrészt a
szelekcios markergén (hygromycine phosphotransferase, hpt) jelenlétét, masrészt a
transzforméciohoz hasznalt transzgén beépiilését.

A specifikus PCR reakciok eredményei alapjan megbizonyosodhattunk a vizsgalt
transzgenikus szekvencidk jelenlétér6l. A transzformdci6 hatékonysdganak molekularis
bizonyitasat az altalunk itthon létrehozott transzformans vonalak példajan, eldszor a szelekcids
markergénre tervezett PHYG_Fwd és Rev primer parokkal (amplifikalt fragment hosszusaga 532
bazispar, primerek szekvenciaja a Mellékletek, M2. tablazatdban talalhatd) végzett PCR reakciok

példajan szemléltetjiik (13/ A. abra). A vizsgalatok igazoltak, hogy az arpa transzformacié soran
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alkalmazott magas antibiotikum szelekcid (50 mg/l higromicin) kdvetkezményeként a szelekcios
markergén jelenlétére vizsgalt vonalak mindegyike pozitivnak bizonyult.

Hasonlo eredménnyel szolgaltak a transzformalt génjeloltre (MSALR) végzett PCR
reakciok is. (13/ B. abra). A kordbban szelekcids markergén jelenlétére pozitivnak bizonyult
mintdk az MSALR génre végzett PCR reakciok sordn is pozitiv eredményeket szolgaltattak
(amplifikalt fragment hosszusaga 996 bazispar, MsALR BamHI_FW és MsALR Xhol_His_Rev
primerek szekvenciaja a Mellékletek, M2. tdblazataban talalhato). A vad tipusu Golden Promise
(GP) mind a kettd primerparra nézve negativ, mig a transzformaciéhoz hasznalt pozitiv plazmid
kontroll, hasonléan a transzformans jelolt vonalakhoz, mind a kettd primer parra nézve pozitiv
jelet adott. A PCR reakcidkat elvégeztiik valamennyi transzformans jeldlt novény esetében.

A transzgén expresszidjanak bizonyitasara kvantitativ RT-QPCR reakciokat is végeztiink,
melynek eredménye jelentds eltéréseket mutatott a transzformalt gén relativ expresszidjaban
(13./ C é&bra). Ezen eredménylinket igazoltdk a késébbi MsALR fehérjeszint analizisek
eredményei is, melyek korrelaciot mutattak a korabbi génexpresszidos RT-qPCR vizsgalatokkal is
(13./ C és D ébra).
beépiilését és a transzgén altal kodolt fehérje termelddését egyiittesen bizonyitottuk az
immunoblot analizissel. Az immunoblot analizis soran tesztelt névényvonalak, bar vonalanként
gyakran eltéré erdsségli expresszids jelet adtak, megbizonyosodhattunk arrdl, hogy a
transzformans jelolt arpavonalak a pozitiv dohany kontroll erdsségéhez mérhetd jelet mutattak,
masrészt, hogy a korabban dohany transzformansok teszteléséhez hasznalatos ellenanyag az arpa
transzformansok esetén 1s biztonsaggal alkalmazhat6. A késObbi tranziens expresszios
kisérleteinkhez, és kopiaszdm meghatarozashoz egy erdsebb expresszios jelet adé vonalat, az

abran L3 jeloléssel ellatott vonalat hasznaltuk.
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13. abra: Az MsALR transzforméans ndvények molekularis analizise: a transzgén
beépiilésének és expressziojanak igazolasa
TO regeneralt novények transzgenikus voltanak igazolasa a HPT (A) és az MSALR (B)
transzgénekre végzett PCR reakciok eredményével. 1-10: transzgenikus jelolt arpa vonalak
+: pozitiv plazmid kontroll, GP: nem transzformans Golden Promise, w: iires (viz-water)
kontroll. (C) Az MsALR gén relativ expresszidjanak meghatarozasa Real-Time PCR analizis
L1-L3). Az atlag és szoras értekek (STDEV) harom fliggetlen kisérlet eredményeit
reprezentaljak (D) Fehérje immunoblot analizis eredménye harom fiiggetlen, kiilonb6z6
expresszios szinttel jellemezhet6 citoszolos transzformans vonalon elvégezve. (E) A termelt
fehérjét a kloroplasztba targetalo, harom fiiggetlen transzformans jelolt vonalak immunoblot
analizisének eredménye (cpL1, cpL2, cpL3) + Nicotiana tabacum pozitiv kontroll (TR1/5
line, Oberschall et al. 2000), GP: nem transzformalt Golden Promise (F) Total és kloroplaszt
fehérje kivonatok 6sszhasonlité eredménye két transzformans vonal példajan bemutatva
(cpL1l - a termelt fehérjét a kloroplasztba targetalo vonal, L1 - a termelt fehérjét a citoszolba
targetalo vonal). A csillagok és nyilak a teljes hossziusagi MsALR fehérjét és
bomlastermékeit jelolik. MW: molekula marker, A/Pstl.

Az MsALR fehérjét a kloroplasztiszba targetald transzgenikus jeldlt novényeinken a
termelt fehérje kloroplasztiszban torténd felhalmozdodasat is Western-blot analizissel igazoltuk. A
jelolt vonalakbol izolalt kloroplasztisz fehérje kivonatokkal végzett kisérleteket a 13./ E abra
mutatja. A képen lathatéan az immunoblot vizsgdlatok itt is erds, a citoszélos akkumulaciot
mutatd transzformansokkal Osszemérhetd jelet adtak (13./ F abra). A termelt fehérjét a
kloroplasztiszba targetalo transzforméans névényvonalaink koziil a késébbi tranziens expresszids

kisérleteinkhez az dbran cpL1 jeldléssel ellatott vonalunkat hasznaltuk.
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Ez a transzformaciés stratégia tobb szempontbol is fontos lehet a tovabbiakban. Részint
elérhetjiik a fotoszintetikus apparatus stresszel szembeni jobb védelmét azaltal, hogy a
detoxifikalo enzimeket (jelen esetben a reaktiv aldehideket atalakit6 aldoz reduktazt) kdzvetleniil
a kloroplasztiszba juttatjuk, részint csokkenthetjiik annak a vesz€lyét, hogy a nagy mennyiségben

termelt enzim esetleg karosan befolyasolja a névény fejlodését.

4.2.2. A transzgén kopiaszamanak meghatarozasa

Az ald6z reduktdz fehérjét a citoszolban felhalmoz6 MsALR L3-es jelolést
novényvonalon a transzgén kopiaszdmanak meghatarozasat is elvégeztik. A kisérlethez a
kivalasztott vonal 5 db csiranovényébdl és a vad tipusu Golden Promise egy csiranévényébol
genomi DNS-t izolaltunk és velilk RT-PCR reakciokat futtattunk.

Az els6 moddszer alapjan egy irodalmi adatok alapjan kivalasztott, egykdpids génhez
(Bzip3) viszonyitottuk a transzgénikus vonalon kapott amplifikacios ciklusszamot (Ct). Ezeket
mintanként atlagoltuk, az aldéz reduktazt tultermeld6 MsALR L3 vonalon kapott transzgénre
vizsgalt atlag Ct értékeket az ugyanazon mintak Bzip3 primerrel kapott atlag ciklusszamahoz

viszonyitottuk (ACt), majd a 2/

modszerrel a kopiaszamot meghatiroztuk. Ezen kisérlet
alapjan a vizsgalt MSALR [3-as vonal kopiaszama 11,2 + 0,8 —re volt kalkulalhato.

A masodik modszerhez a transzforméacidhoz hasznalt plazmid DNS és a vizsgalt
transzgénikus vonalrol és a vad tipusi vonalrdl szdrmazd genomi DNS-ek keverésének
modszerét alkalmaztuk (Song et al. 2002), annak meghatarozasa végett, hogy a
transzformalashoz hasznalt plazmid molekuldbdl mekkora mennyiségii felel meg 1 plazmid
kopia = 1 haploid genom mennyiségnek. Ennek a mennyiségnek (0,03 pg) a meghatarozasa utan
meghatarozasat. A Ct értékek meghatarozasa utan a 2" modszerrel szamolva megkaptuk a
relativ kopiaszamokat. Ezen mddszer alapjan a vizsgalt MSALR L3 transzgénikus vonalunk

tesztelt homozigdta egyedei a T2 generacidban egyarant 14,9 + 2 kdpiaszamban hordoztdk a

vizsgalt MsALR transzgént.

4.3. Az MSALR fehérjét termel6é arpa vonalak stressztiiré6 képességének fluoreszcencia

detekcios modszeren alapuld vizsgalatanak optimalizalasa

Az altalunk alklmazott tranziens expresszios tesztrendszer a Marzin et al. (2008)

kozleményében leirt rendszer tovabbfejlesztésén alapul. Lényege, hogy a kontroll Golden
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Promise fajta és az MsALR fehérjét termeld transzgenikus arpa novények levélmintait
(MsALR L3 vonal) a génbelovés modszerét alkalmazva tranziensen is transzformaljuk.

Az arpalevelek részecskebelové berendezéssel torténd minél nagyobb hatékonysagu
tranziens transzformalasa érdekében a kezdeti kisérletek soran sziikség volt a berendezés
bizonyos paramétereinek atallitdsara, ugyanis az alapbeallitdsi protokollt kdvetve az elséd
probalkozasok soran megszamolt GFP-t termeld sejtek szdma ¢és a levélfeliileten vald eloszlasa
nem bizonyult megfelelének. A megoldas végett eldszor stressz kezelés nélkiili Golden Promise
leveleken kisérleteztiink. A beallitasok soran az alabbi kisérleti koriilményeket valtoztattuk:

= a leveleket tartalmazé Petri-csészék nagysagat (9 cm, vagy 6 cm atmérd, Greiner), illetve

a levelek lemezen beliili egymashoz viszonyitott tavolsagat,

* ator6lemez ¢és a makrohordoz6 egymastol viszonyitott tavolsagat,

* a makrohordozo ¢és a leveleket tartalmazd Petri-csész€k egymdashoz viszonyitott

tavolsagat (kiilonb6zd polcokon végzett belovések),

» abelovések szamat (1x vagy 2x belovés),

» illetve a makrohordozoéra egyszerre felvitt aranyszemcsék mennyiségét.

Térélemez

e . Makrohordozé

1. polc

o 2. polc
Y B e 3, ol

4. polc

[~—~_Petri-csésze, rajta a

- d beléni kivant levelekkel

14. abra: Részecskebelovo berendezés alkatrészei és beallitasi lehetoségei
(Forras: http://www.oaocities.org/eurekayao/bombgene.html abraja alapjan ujrarajzolva)

A nagyobb (d= 9 cm) Petri-csészékben végzett kisérletek semmilyen mas atallitasi
lehetdséggel egyiitt sem biztositottak elegendd szdmu és egyenletes eloszlasu GFP expresszalo
epidermisz sejtet a levagott leveleken, hiszen még a legoptimalisabb koriilmények esetén is csak
a kozépsd levelek kozépsd harmaddban tudtunk zolden fluoreszkalo sejteket megszdmolni,
ezeknek a leveleknek a végei és sz€lsd levelek mindig érintetlenek maradtak. Els6ként tehat
elvetettiik az ilyen méretli Petri-csészékkel vald probalkozasok lehetdségét, s a tovabbiakban

szintétn nem foglalkoztunk a levagott levelek egymashoz viszonyitott tévolsdganak
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megvaltoztatasdval sem, hiszen egységnyi (5db) levélszegmenseket kisebb atmérdjii (6 cm)
Petri-csészében csak szorosan egymas mellett tudtunk csak elhelyezni. Legelsd valtoztatasi
pontként ezért a kisebb, 6 cm atmérdjii Petri-csészéket hasznéltuk, s itt vizsgaltuk a
legeredményesebb beallitdsokat. Hasonléan nem vezetett eredményre, ha a kisebb Petri-csészén
1évo levelekkel és a makrohordozotdl tavolabb — vagyis az altalunk alkalmazott részecskebel6vo
berendezés (14. abra) harmadik vagy negyedik polcan — 1évé lemezeken probaltunk elegendd
szamu sejtet transzformalni. A probalt elsé vagy masodik polcon végzett belovések koziil
egyszeres mennyiségii (azaz 1 x 5 pg) plazmid alkalmazasa esetén is a masodik polcon végzett
belovések bizonyultak a leghatékonyabbaknak, itt volt optimalis a teljes Petri-csészén beliili és a
levelek felszinén nézett eloszlas. A még nagyobb szamu expresszald sejtek elérése érdekében
probat tettlink arra, hogy a DNS-oldatot az elkészitését kovetden, a makrohordozora egyszeres (5
ul), vagy kétszeres mennyiségben mért (2 x 5 pl) plazmid, vagy az egyszeres mennyiségben
mért, de egymas utan egyszer, vagy egymas utan kétszer belétt leveleken tudtunk-e magasabb
szamu GFP-t termeld sejtet megszamolni. Tekintettel arra, hogy a belovés is egyfajta stresszként
érinti a leveleket, probaltuk tgy kivalasztani az 0sszeallitast, amely kiértékelés szempontjabol is
megfeleld (a stressz kezelés statisztikai hatasat elemezve szignifikdns valtozast mutat) és
mindemellett a 4 napos stressz végén is érdemben tudunk expresszalo sejteket megszamolni. Az
optimalis Osszeallitasnak a masodik polcra elhelyezett Petri-csészék belovése bizonyult, a
makrohordozdéra kétszeresen felvitt DNS mennyiséggel (2 x 5 pg).

Amint a transzformalt sejtek megfelelé aranyban oszlottak a Petri-csészékbe helyezett
mikroszkopos detektalas folyaman azzal szembesiiltiink, hogy a meglévd szlirdberendezés az
eltéré erdsseéggel expresszalo DsRED transzforméans sejtek miatt nem alkalmas a voros
fluoreszcens sejtek és klorofill autofluoreszcencia teljes biztonsaggal torténd elkiilonitésére és
igy a DsRED sejtek korrekt mennyiségi meghatarozasra, ezért a tovabbi kisérletekhez a

hatékonyabb detektalas érdekében megfeleld mikroszkdp sziirélemezt szereztiink be.

15. abra: DsRED expresszalo epidermisz sejtek detektalasa mikroszkop szlir6lemez
beszerzése elott (A) és utan (B).

57



Miutan a DsRed sejtek mikroszkopos detektalasa is megfelelonek bizonyult, a korabbi
Western-blot eredményére hagyatkozva kivalasztottunk egy magas expresszids szinttel
jellemezhetd transzgenikus vonalat (13. abra, MsALR L3-es vonal) ¢és kiprobaltuk a
GFP/DsRED kettds transzformaciojat is.

A levagott leveleket fitoagar taptalajra helyeztiik, génbelovéssel tranziensen
transzformaltuk, majd a belovést kovetden 24 oraig, nem stresszelt koriilmények kozott hagytuk
felhalmozodni a zolden fluoreszkaldé GFP ¢és az éretlen, nem fluoreszkalé DsRED fehérjét,
Parafilm®-mel lezart Petri-csészékben, klimatizalt helyiségben (24 °C éllanddé hdmérsékleten,
nem kozvetlen megvildgitassal). Egy nap elteltével fluoreszcens sztereo mikroszkop alatt

megszamoltuk a GFP expresszalo epidermisz sejtek szamat.

16. abra: Részecskebeldvésen atesett levelek a belovést koveto 1 nap elteltével, a GFP
expresszalo sejtek mikroszkopos szamlalasat megelézéen. Kontroll: Golden Promise
arpafajta levelei, MsALR: transzgénikus vonal levelei.

4.3.1. A citoszolban felhalmozott MSALR fehérje hatisa a transzgenikus arpa szarazsag, so

és direkt karbonil stresszre adott valaszreakcioiban

A GFP-expresszald sejtek szamolasa utan a beldtt levélszegmenseken kisérletenként
kiilonbozo6 stressz kezeléseket hajtottunk végre.
Els6 kisérletként a levélszegmensek 50 %-at dehidratdacios stressznek tettik ki az Anyag és
modszer fejezetben részletezett eljarasoknak megfelelden. A stressz kezelés 4 napos

id6tartamanak végeztével megszamoltuk a levélszegmenseken vorosen fluoreszkalod epidermisz
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sejteket, s ezek szamat normalizaltuk a belovést kovetden, stressz kezelés nélkiil felhalmozodni
hagyott zold fluoreszcens sejtek szamaval (Mellékletek, M5./1., 2. fénykép).

A nem stresszelt, fitoagaron tartott leveleken minden esetben csak mérsékelt valtozast
talaltunk a szdmolt GFP/DsRED értékekben, mind a vad tipusi Golden Promise, mind pedig a
transzgenikus MSALR vonalunk k6zott.

A szarazsag stresszelt levelek esetében azonban szignifikans kiilonbség mutatkozott a
stresszelt transzgenikus vonal javara (17./ A abra). Itt ugyanis 22 %-kal tobb DSRED expresszald
sejtet sikeriilt megszamolnunk a stresszkezelés utolsd napjan (86%) a szintén stresszkezelésen
atesett Golden Promise levelekhez viszonyitva (64%). Mindez arra utalt, hogy a DsSRED
expresszald sejtek normalizalt szama alkalmas paraméter a levelek dehidratacio, vagy mas
stresszekkel szembeni ellenalld képességének vizsgalatara.

Kovetkez6 1épésként magas ozmotikus stresszt és oxidativ stresszt okozo sostressz (175
mM NaCl) kisérletet is végeztiink. Azért volt sziikséges ilyen nagy sOkoncentraciot alkalmazni,
mert a nem transzgenikus Golden Promise fajta eredetileg is magas sotiiré (Forster et al. 2001)
képességgel rendelkezik. A tranziens tesztrendszerben alkalmazott 4 napos stresszkezelés
alacsonyabb (150 mM) sokoncentracio esetén nem okozott érzékelhetd valtozast, és a
GFP/DsRED fluoreszcencia véltozas sem mutatott szignifikans kiilonbségeket. Ennél magasabb,
200 ¢és 250 mM NaCl-ot tartalmazo taptalajon azonban az arpa levelek a génbelovés
szovetroncsolo stresszhatdsaval kiegésziilve négy napos inkubdaléas alatt mar teljesen elsargultak,
a fluoreszcencia mérése gyakorlatilag teljesen lehetetlenné valt. Ezért dontottiink a 175 mM
NaCl-ot tartalmaz6 taptalajok alkalmazasa mellett a tovabbi kisérletekben.

A sostressz kezelések eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a lucerna ald6z reduktaz
enzim taltermelése az alkalmazott stressz koriilményei kozott hasonld védelmet biztosit, mint a
szarazsag stressz esetében. A GFP/DsRED fluoreszcens sejtarany valtozasaban a sostressz kezelt
transzgenikus leveleken szinte ugyanannyi DsRED expresszald sejtet detektaltunk, mint a
fitoagaron tartott transzgenikus levelek esetében (95.6 %). Ezzel szemben a vad tipusu, so
stresszel kezelt Golden Promise leveleken 20 % -kal kevesebb (75,9 %) DsRed expresszalo sejtet
mértiink a fitoagaron tartott vad tipust, kontroll levelekhez képest (95,7 %) (17./ B abra).

A kivalasztott transzgenikus vonalunk levelein metilglioxal (MG) kezeléssel kivaltott
direkt karbonil stressz kezelést is végrehajtottunk. A MG stresszkezelések soran alkalmazandé
koncentraciot is eldkisérletek segitségével hatdroztuk meg. A részecskebelovés nélkiil kiillonb6zo
kezeléseket kovetden azt tapasztaltuk, hogy az elsédlegesen kivalasztott, kiindulasi 5 mM MG
kezelés nem okozott szembetlind valtozast a levelek klorofill tartalmaban. A magasabbik

koncentracioérték, a 20 mM MG koncentraciot nézve viszont mar szamottevoen erds valtozasok
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(nekrézis) voltak megfigyelhetdek a negyedik nap végére, nemcsak a levelek vagasi feliileténél,
hanem az egész levélfelilleten, ami arra engedett kdvetkeztetni — hasonléan a sé stressz
kisérletekhez -, a hogy részecskebelovés stressz hatdsaval egyiitt nagy valdsziniiséggel mar
alkalmatlannak bizonyulna a fluoreszkalo sejtek szamlalasahoz.

Ezért, a feltehetéen az 5 - 15 mM kozotti tartomanyba esé koncentracié pontos
kivalasztasa végett részecskebeldvéssel egylitt is megvizsgaltuk az adott koncentracioértékeket,
amely kisérletek soran mértiik mind a fluoreszkal6 sejtek szamat, mind pedig a stressz kisérlet
végére okozott klorofill tartalomban bekovetkezd valtozast. Arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy az 5 mM MG kezelés az eldzéeknek megfeleléen nemcsak a klorofill tartalomban, de a
fluoreszcens sejtek aranyaban sem okozott valtozast a stressz 4 napos idétartama alatt. A 7,5 és
10 mM MG -al végzett mérések esetében a stresszelt levélszegmenseken mért eredmények
szorasat tekintve nem voltak szignifikdnsnak tekinthetéek egymashoz, illetve a fitoagaron tartott
levelekhez képest, sem klorofill tartalom valtozdsdban, sem pedig a fluoreszcens sejtek
aranyaban. A 12,5 mM koncentraci®é azonban mar kellden erds, szignifikdans valtozast
eredményezett mind a kettd vizsgalt paraméter esetében. Ezért valasztottuk ezen koncentraciot, s
a kisérletet végrehajtottuk nemcsak a vad tipusu Golden Promise, hanem az MsALR_L3
transzformans, eloz6ekben is tesztelt vonalunkon.

A GFP/DsRED fluoreszcens arany vizsgalata soran ennél a stressznél is, az eddigi
kiszaritas és sO stressz kezelésekhez hasonléan szignifikans kiilonbség mutatkozott a
stresszkezelt aldoz reduktdz taltermeld ndvényekrdl gyiijtott leveleken mért eredményekben a
vad tipustt Golden Promise stresszelt levélszegmensein mért értékekhez képest, mig a fitoagaron
tartott levelek kozott tovadbbra sem mutatkozott szignifikans eltérés (17./ C ébra). A vad tipusu
leveleken detektalt DsRED expresszald sejtek a kezelés végére (61,5%) mintegy 15 % -0S
csokkenést mutattak a fitoagaron tartott kontroll levelekhez képest (77,3 %), mig a transzgenikus
vonalrol szarmazé leveleken ez az érték a MG kezelés ellenére is alig valtozott (74,4 % kontroll

allapotban, 72,7% stresszkezelés utan).
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17. abra: A tranziens tesztrendszerben vizsgalt fluoreszcens sejtek aranyanak valtozasa a
termelt fehérjét a citoszolban felhalmozo transzgenikus vonalon végzett stresszkezelések
hatasara. A nem stresszelt, fitoagaron tartott (kontroll) és a dehidratacioval (A), 175 mM
NaCl-al (B) és 12,5 mM MG-lal (C) stresszelt vad tipusi Golden Promise és az MSsALR
fehérjét a citoszolban felhalmoz6 MsALR L3 vonal transzgenikus névényeirdl szarmazo
levélszegmenseken mért GFP/DsRED arany alakulasa a kisérlet utolsé napjan. A kiillonb6z6
betilivel jelzett oszlopok P<0.05 valdszintiségi szinten szignifikansan kiilonboznek
egymastol.

4.3.1.1. A fotoszintetikus pigment tartalom valtozasa

A levelekben mért klorofill és karotinoid tartalom a ndvényi sejtek fontos stresszérzékeny
paramétere, ezért a vad tipusu és az MsSALR L3 transzgenikus vonal stressz tlirése kozotti
kiilonbséget fotoszintetikus pigment tartalom mérésekkel is alatamasztottuk.

Dehidratacios stresszkezelés utan arra az eredményre jutottunk, hogy mind az
Osszklorofill (klorofill a+b), mind pedig a karotinoid tartalomban szignifikans kiilonbségeket
talaltunk a Golden Promise €s a transzgenikus; az MsALR fehérjét tultermeld arpak kozott. Az
ald6z reduktdz fehérjét tultermeld transzgenikus vonalakon elvarasainknak megfelelGen,
magasabb klorofill és karotinoid szintet mértiink a vad tipusu névényekhez viszonyitva, mar
stressz kezelés nélkiili, fitoagar taptalajon tartott allapotban is, valamint a dehidratacios stressz
kezelés végeztével mért klorofill és karotinoid tartalomban is. Az Osszes dehidratacios
stresszkezelés soran a transzgenikus MALR L3 vonalunkban szignifikdnsan t6bb klorofill volt

mérhetd (18./ A,D éabra).
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Sostressz kezelést kovetden a klorofill tartalom valtozésa, illetve ennek kiilonbsége a
transzgenikus és a vad tipust novények esetében is hasonld volt a szarazsag stressz sordn mért
értekekhez, a transzgenikus ndvényben a kisérlet végeztével itt is szignifikdnsan tobb klorofillt
mértlink Ez érvényes volt a stresszmentes allapotra is, hasonléan az el6zd kisérletekben
tapasztaltakhoz. Szintén jelentds valtozast mértiink a karotinoidok mennyiségében is, ugyanis
mig a szarazsag stressz esetén a karotinoid tartalom jelentdsen csokkent, addig a s6 stressz soran
ez az érték gyakorlatilag nem valtozott. Ennek magyarazataként az szolgéalhat, hogy a so stressz
kivalasztott koriilményei kozott a novények még képesek voltak elegendd karotinoid
bioszintézisére, mely segitségével hatasosan védték a fotoszintetikus apparatus fehérjéit a reaktiv
gyokok tdmadésaval szemben (nem fotokémiai kioltas-NPQ)(18./ B, E abra).

MG kezelést kovetden a fotoszintetikus pigment tartalom valtozasainak mérése soran a
sostressz kisérletek alkalmaval mért értékekhez hasonloakat tapasztaltunk. Az Osszklorofill
tartalom mérése soran a MG stressz kezelésen atesett vonalak levelei a fitoagaron tartott
levelekhez viszonyitott szazalékos klorofill csokkenésben mutatkozott kisebb valtozds a
transzgenikus vonal javara: az MsALR [3-as transzgenikus vonalrdl szarmazo levélszegmensek
esetében csak 20 % -os klorofill tartalom csokkenés volt kimutathat6, addig a vad tipust Golden
Promise esetében ez az érték 25 % -ra volt tehetd (atlagértékekkel szamolva). A karotinoid
tartalomban ehhez képest nem detektaltunk semmilyen kiilonbséget a vad tipus ¢€és a
transzgenikus vonalon mért értékek kozott, viszont a karotinoid tartalomban mindkettd vizsgalt
vonal esetében novekedés volt tapasztalhatd a kiindulasi, fitoagaron tartott allapothoz képest,
melynek valoszinisitheté oka, hogy a MG kezelés soran is képesek voltak elegendd karotinoid
bioszintézisére, mellyel szintén hatasosan védték a fotokémiai rendszer fehérjéit (nem fotokémiai

kioltas) (18./ C, F bra).
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18. abra: A termelt fehérjét a citoszolban felhalmozo transzgenikus vonalon (MSALR) és vad
tipusu Golden Promise fajta levelein mért fotoszintetikus pigment (klorofill a+b és
karotinoid) tartalom alakulasa dehidratacié (A, D) séstressz (B, E) és karbonil (C, F) stressz
hatasara. A kiilonbozo betiivel jelzett oszlopok P<0.05 valdszinliségi szinten szignifikansan
kiilonbdznek egymastol.

4.3.2. A kloroplasztiszban felhalmozott MSALR fehérje hatiasa a transzgenikus arpa

szarazsag, so és direkt karbonil stresszre adott valaszreakcioiban

Az MsALR fehérjét a citoplazmaban felhalmozo6 transzgenikus novények létrehozasa
mellett az alkalmazott transzformacids vektorrendszer lehetdséget nyujtott arra is, hogy a termelt
fehérje lokalizaciojat is megvaltoztassuk, ezaltal a kivalasztott és stabil transzformacidohoz
hasznalt génjeldltiink termékét a kloroplasztiszba irdnyitsuk. A transzformacids eredményként
kapott novényekben bizonyitottuk a kloroplasztiszban térténé MsALR felhalmozast (13. abra),

melynek soran kivalasztott transzgenikus ndvények (cpMsALR L1) utédgeneraciojat
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felszaporitva elegendd anyagot kaptunk egy kivalasztott kloroplasztisz transzformans vonal
tranziens expresszios tesztrendszerben torténd vizsgalasahoz.

A GFP/DsRED médszerrel kapott eredmények bebizonyitottak, hogy a kloroplasztiszban
akkumulal6édo aldoz reduktaz fehérje legalabb akkora védohatast fejtett ki a szarazsag stressz
soran, mint a citoszélban felhalmozodd. A negyedik napon mért és normalizalt fluoreszcens
sejtek aranya itt is szignifikdns kiillonbséget mutatott a transzformans vonalunk javara a vad
tipusu Golden Promise-hoz képest (19./A abra): a stressz kezelésen atesett transzgenikus levelek
20 % -al tobb (55,47 %) fluoreszcens sejtaranyt mutattak, mint a dehidratalt Golden Promise
levelek (35,37 %)

A GFP/DsRED ardny nem valtozott szamottevéen a s6 ¢s MG kezeléseket kovetden: a
cpMsALR transzgenikus vonal levelei a stresszkezelés nélkiili, kontroll transzgenikus leveleken
meértekkel azonos eredményeket mutattak: 90.1 % a 175 mM NaCl és 77.9 % a 12.5 mM MG
stresszelt cpMsSALR leveleken, valamint 89.6 % ¢és 82.8 % a stressz kezelés-mentes kontroll
transzgenikus leveleken. Osszehasonlitasképpen a s6 és MG stresszelt Golden Promise leveleken
mért fluoreszcens sejtarany szignifikansabban alacsonyabb volt a transzgenikus leveleken
mértekhez képest (71.5 % a 175 mM NaCl stressz ¢€s 59.01% a 12.5 mM MG stressz kezeléses
kisérletekben)(19./ B, C 4bra).
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19. abra: A tranziens tesztrendszerben vizsgalt fluoreszcens sejtek ardnyanak valtozasa a termelt fehérjét a
kloroplasztiszban felhalmozoé transzgenikus vonalon végzett stresszkezelések hatasara. A nem stresszelt, fitoagaron
tartott (kontroll) és a dehidratacidval (A), 175 mM NaCl-al (B) és 12,5 mM MG-lal (C) stresszelt vad tipusu Golden
Promise és az MsALR fehérjét a kloroplasztiszban felhalmozé cpMsALR vonal transzgenikus novényeir6l szarmazo
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levélszegmenseken mért GFP/DsRED arany alakulasa a kisérlet utols6 napjan. A kiilonb6zd bettivel jelzett oszlopok
P<0.05 valo6sziniiségi szinten szignifikdnsan kiilonb6znek egymastol.

4.3.2.1. Fotoszintetikus pigment tartalom valtozasa

A termelt fehérjét a kloroplasztiszban felhalmoz6 transzgenikus vonalak tesztelése soran
- az alddz reduktdz fehérjét a citoszolban felhalmoz6 transzformans novényeken végzett
kisérletekhez hasonldoan — a fotoszintetikus pigment tartalom valtozasat is nyomon kovettiik.

A dehidratacios stressz kezelés végeztével a stresszelt transzgenikus arpa vonal levelei itt
is szignifikansan magasabb Osszklorofill tartalmat mutattak a kisérlet utolsé napjan, a vad tipusu
Golden Promise -hoz képest: ez 7,9 % -al magasabb klorofill tartalmat jelentett (atlagértékekkel
szamolva). Ezzel ellentétben a karotinoid tartalom valtozasai nem kovették ezt a tendenciat. A
szazalékos karotinoid tartalom csékkenés tekintetében a transzformans vonal 15 % -0s karotinoid
tartalom csokkenést mutatott, mig a vad tipusit Golden Promise-nal 25 % -0s karotinoid tartalom
csokkenés volt megfigyelhetd a fitoagaron tartott levelekhez mérve (atlagértékekkel szamolva)
(20./A, D abra).

A sostresszt kovetden a transzgenikus cpMsALR L1 vonal levelei csak 4,9 % -0s
csOkkenést mutattak a klorofill tartalom tekintetében a kontroll allapotokhoz viszonyitva,
szemben a vad tipust levelek 25 %-os Osszklorofill tartalom csokkenésével. A karotinoid
tartalom valtozasai ehhez hasonld tendenciat mutattak, a stressz kezelésen atesett transzgenikus
levelek 2,4 %-kal kevesebb karotinoid tartalommal voltak jellemezhetéek, mig a vad tipusa
levelekben ez a csokkenés 11,8 % -os volt (20./ B, E &bra).

Karbonil stressz kisérletekben a transzgenikus novények mar kiindulasi allapotban is
szignifikansan tobb klorofill és karotinoid tartalommal voltak jellemezhetéek a vad tipusu

levelekhez képest, ez a kiilonbség a stresszkezelés végeztével is érzékelhetd volt (20./C, F abra).
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20. abra: A termelt fehérjét a kloroplasztiszban felhalmozo transzgenikus vonalon
(cpMSALR) és vad tipustt Golden Promise fajta levelein mért fotoszintetikus pigment
(Klorofill a+b és karotinoid) tartalom alakulasa dehidrataci6 (A,D) sostressz (B, E) és

karbonil (C, F) stressz hatasara. A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok P<0.05 valoszinliségi
szinten szignifikansan kiilonboznek egymastol.

4.4. Az MSALR fehérjét a citoszolban felhalmoz6 transzgenikus vonalon mért prolin és
tiobarbitursav reaktiv szarmazékok felhalmozodasanak mértéke az alkalmazott

stresszhatasokra

A vizvesztéssel szembeni védekez0 mechanizmusok egyik fajtija a kiilonb6zd szerves
ozmolitok (pl. prolin) sejten beliili felhalmozddasa. Az aldéz reduktaz enzimek
ozmoregulacioban betoltdtt szerepe irodalmi adatok alapjan is bizonyitott (Oberschall et al.

2000), ezért a fluoreszcens sejtek aranya, valamint a fotoszintetikus pigment tartalom mérése

66



utdn megvizsgaltuk, vajon a tultermeltetett MsALR fehérje védd hatasa a prolin felhalmozddas
szabalyozasaban megnyilvanul-e? (21. abra).

A kezelés nélkiili, kozvetleniil a cseréprdl levagott vad tipusi Golden Promise és MsSALR
transzforméans vonal levelei 0,12 mM szabad prolint tartalmaztak, melynek mennyisége a
kiszaritas 2 6ras idotartamanak végére mintegy 5-6 szorosara nott. A fitoagaron tartott leveleken
mért prolin szint, mind a vad tipus, mind az MSALR vonal esetében a kisérlet teljes id6tartama
alatt a kezeletlen, levagéaskori érték (0,12 mM) koriil maradt, mely alatdmasztotta azt is, hogy a
kisérleti rendszer elvarasainknak megfeleléen miikodott, a fitoagaron tartott levelek a frissen
levagott levelekhez képest nem voltak tovabbi stresszhatasnak kitéve. Az els6 napon szedett
dehidratalt mintak szabad prolin szintjében a kiindulasi, kezelés nélkiili mintakban mért prolin
szinthez képest a vad tipusi Golden Promise esetében 15-szoros, a transzgénikus leveleink
esetében pedig 16-szoros emelkedés volt tapasztalhatd. A transzgénikus ndvényrdl szdrmazo
kiszaritott levelek esetében a felhalmozott szabad prolin szint hamarabb, mar az els6 napon elérte
a kisérlet végén is mért maximalis szintet, azaz a transzformdns vonal gyorsabb prolin
felhalmozd képességet mutatott. Ezzel ellentétben a kiszaritott Golden Promise leveleken mért
szabad prolin szint enyhe emelkedést mutatott a naponkénti mintak esetében, egészen a negyedik
napon mért maximalis szint eléréséig (2,09 mM) (21./A 4bra).

So stressz soran a levelekben mérhetd szabad prolin szintek meghatirozasa az
elvarasoknak megfelelé eredményeket mutattak. A kezeletlen leveleken az el6z6 kisérletekhez
képest kisebb, 0,05 mM prolin koncentraciot hataroztunk meg (21. abra). Ez az eltérés utalt
egyrészt arra, hogy az iliveghazi nevelés, bar kontrollalt keretek kozott tortént, a kiilsé iddjarasi
valtozékonysagbol adédoan mégis lehettek minimalis - kiilonbségek az egymashoz viszonyitott
kisérletekbdl szedett levélmintdk kozott. A dehidratacids stresszhez hasonldéan a fitoagaron
tartott levélmintdk a kiinduldsi naptol kezdve, egészen a negyedik napig bezardlag itt is
a transzgénikus vonalunk esetében. A dehidraticids stresszel ellentétben a so stressz kisérletek
soran mért maximalis prolin koncentracidot mindkét vizsgalt vonalunk csak a negyedik napon, a
kisérlet végére, naponként egyenletesen ndvekvd tendenciat mutatva érte el, de a prolin
koncentracionak ez a maximalis értéke sem ért el olyan magas szintet, mint a dehidratacid soran.
Itt maximalisan 0,8 mM koncentracidban detektaltunk szabad prolint a levagott levelekben. A
transzgénikus vonalunknal a termeltetett MSALR fehérje protektiv hatdsa mar az elsé nap végén
gyljtott so stressz kezelt mintdkon is latszott, az MSALR fehérjét a citoszolban felhalmozo
ozmoprotektiv prolint halmozott fel a Golden Promise esetében mért 0,24 mM koncentracidhoz

képest, a dehidratacios stressznél vizsgaltakkal megegyezden a transzgénikus vonal itt is
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gyorsabb prolin felhalmozé képességet mutatott. Ez a szignifikans kiilonbség a transzgénikus
vonalunk javara mindegyik napon megmaradt a so stresszelt mintak esetében (21./B 4bra).

Mivel az eldz6 két alkalmazott stressz esetében a levelekben mért szabad prolin
mennyisége a stresszhatas jo indikatoranak bizonyult, ezért a MG hatasanak elemzésekor is
kivancsi voltam ennek a paraméternek a valtozésara. Bar a kémiai stressz esetében a prolin
ozmoprotektiv hatdsa nem jatszik szerepet a karositd hatds kivédésében, kozvetlen reakcid
lejatszodhat a prolin és a reaktiv oxoaldehid kozott. A szabad prolin szint a kiszaritas, vagy so6
stressz soran kapott eredményeknél alacsonyabb volt. A fitoagaron tartott leveleken mind a kettd
vizsgalt vonalunk esetében — és az eddig bemutatott mérésekhez hasonléan — 0,1-0,2 mM szabad
prolin szint volt detektalhatd, kismértékli ingadozast mutatva az elsé napon szedett mintakhoz
képest. A MG stressz kezelésen atesett leveleken mért prolin koncentraciok naponként
egyenletesen novekvo tendenciat mutatva valtoztak, de a kisérlet zaronapjan is alig haladtdk meg
a fitoagaron tartott leveleken mért értékeket. Amig a vad tipustt Golden Promise negyedik napon
szedett mintdja kisérlet zaronapjan mintegy masfélszeres prolinszint emelkedést mutatott a
fitoagaron tartott levélszegmensekhez képest, addig a transzgénikus ndvényvonalunk esetében is

csak a fitoagaron tartott levelekkel megegyezd nagysagu prolin szintet detektaltunk (21./C abra).
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21. abra: Prolin koncentracio (mM) valtozasa a stresszkezelések id6tartalma alatt.

—a vad tipusu Golden Promise fajta és az MsALR fehérjét a citoszolban felhalmozd
transzgénikus novényekbdl szarmazé levélszegmensek Kiszaritas (A), sostressz (B) és
karbonil (C) stresszkezeléseken atesett levelei. A kiilonb6zo betiivel jelzett oszlopok P<0.05
valdszinliségi szinten szignifikansan kiillonboznek egymastol.

A szabad prolin szint meghatdrozédsa utdn tovabbi kérdésként felmeriilt, vajon a
megemelkedett stressz tiird képesség esetén kimutathatdak-e kiilonbségek az alkalmazott stressz
karositdé hatadsainak mértékét jellemzd reaktiv aldehid komponensek sejten beliili
koncentraciojaban. A lipid-peroxidacio bomlési termékeinek mérését - ami elsOsorban a
malondialdehid (MDA) - a tiobarbitursav (TBA) reaktiv termékek kimutatasaval, az un. TBARS-

teszttel hatdroztuk meg.
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A prolin mérésekhez hasonloan a kezeletlen leveleken itt is egyforma, 7 nmol/gr reaktiv
aldehid szintet mértiink. A 2 Ora kiszaritas végezetére mért TBA reaktiv aldehid érték ennek
kozel dupldjara, 12 nmol/g-ra nétt, mind a vad tipus, mind a transzgénikus esetében. A
naponkénti mintavételek soran mért TBA reaktiv vegyiiletek koncentracidja a fitoagaron tartott
levelek esetében mindkét vonalnal kismértékben novekvd, de egyforma értékeket mutatd
tendenciat kovetett, amely egyben alatamasztotta a prolin méréseknél kapott stresszmentes
kisérleti kortilményeket is. A dehidratacidval stresszelt levelek esetében a méasodik mintaszedési
naptol kezdve mutatkozott szignifikans kiilonbség a transzgénikus vonal javara, a vad tipust
Golden Promise-ban ugyanekkor mért 24,5 nmol/g malondialdehiddel szemben az aldéz
reduktaz tultermelé vonalunkban csak 18,4 nmol/g lipid peroxidaciés bomléasi termék
keletkezett. Hasonléan kevesebb reaktiv aldehid szintet mértiink a harmadik (22 nmol/g) és a
negyedik (28 nmol/g) napon is a transzgénikus vonalunk javara, ezekbdl pedig arra
kovetkeztethettiink, hogy a transzforméans arpa ndvényekben taltermeltetett lucerna aldoz
reduktaz fehérje a reaktiv aldehid komponensek detoxifikalasaval is hozzajarul a névény stressz
tlird képességének fokozasahoz (22./A ébra).

Sostresz esetén a lipid-peroxidéacios termékek mennyiségének meghatarozdsa soran mind
a kett6 vonal fitoagaron tartott levelein 12-14 nmol/ friss tdmeg grammra vonatkoztatott
koncentracioban detektaltunk tiobarbitursav adduktumokat (csakiagy, mint a korabbi, szarazsag
stressznek kitett kisérlet soran a fitoagaros levelek esetében), ezek az értékek a kisérlet elsd
napjatol kezdve az utolso napig bezardan ugyanekkora értékeket mutattak. A so stressznek kitett
leveleken (a szdrazsag stressz hatdsandl is mértekhez hasonloan) naponként enyhén emelkedd
tendenciat kovetve, egyre nagyobb mennyiségli TBA reaktiv vegyiiletet mértiink, viszont ennek
maximalis nagysaga a kisérlet zaronapjan is csak a fitoagaron tartott leveleken mért értékek érte
el, a kozbeesd napokon a fitoagaron mért értékekhez viszonyitva kisebb koncentraciokat
detektaltunk (22./B é&bra).

A MG kezelésnek alavetett leveleken végzett TBARS meghatarozasa soran az MsALR
génnel transzformalt transzgénikus vonal levelein kevesebb lipid-peroxidacids termeéket
detektaltunk mar a kisérlet elsé napjan stresszelt mintdk esetében is. A vad tipusit Golden
Promise vonalr6l szarmazoé levélmintak reaktiv aldehid szintje magasabb volt nemcsak a
stresszelt, de mar a fitoagaron tartott levelek esetében is. A kisérlet zaronapjan szedett mintak
esetében mért lipid-peroxidacios termék mennyisége a fitoagaron tartott leveleken mért értékeket

alig haladtdk meg (22./C ébra).
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22. abra: Reaktiv karbonil szarmazékok felhalmozdodasanak iiteme a stresszkezelések idétartalma
alatt. A vad tipust Golden Promise fajta és az MSALR fehérjét a citoszolban felhalmozo
transzgénikus novényekbdl szarmazo levélszegmensek kiszaritas (A), sostressz (B) és karbonil (C)
stressz kezelései. A kiilonb6z0 betiivel jelzett oszlopok P<0.05 valoszinliségi szinten
szignifikansan kiilonbdznek egymastol.

4.5. Prolin és TBARS felhalmozodasanak mértéke az MsALR fehérjét a kloroplasztiszban

felhalmozo transzgenikus vonalon végzett stresszkisérletek hatasara

A kezelés nélkiili, kozvetlenilil a cseréprdl levagott vad tipusi Golden Promise és

cpMsALR transzformans vonal leveleinél tovabbra is alacsony szabad prolin szintet mértiink
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(0,02 mM). Ez a kiszdritas végére mintegy 9-10 szeresére novekedett (0,4-0,5 mM). A
fitoagaron tartott leveleken mért prolin szint, mind a vad tipus, mind az cpMALR L1 vonal
esetében a kisérlet teljes idotartama alatt 0,2 mM koriil maradt. Az elsé napon szedett dehidratalt
mintadk szabad prolin szintje 0,4-0,5 mM ko6zott mozgott. A kisérlet masodik napjara 2 mM
nagysagura emelkedett (23./ A. abra), és a kisérlet teljes id6tartama alatt ezen az értéken maradt.

So stressz soran a kezeletlen leveleken 0,12 mM prolin koncentraciot hatdroztunk meg
(23./ B. abra). A fitoagaron tartott levélmintak a kiinduldsi naptol kezdve, egészen a negyedik
Promise, mind pedig a transzgénikus vonalunk esetében. SO stressz hatdsara mért maximalis
prolin koncentraciét mindkét vizsgalt vonalunk csak a negyedik napon érte el (1,6 mM). A
transzgénikus vonalunknal a termeltetett MsALR fehérje protektiv hatdsa szignifikans
kiilonbségben azonban nem nyilvanult meg.

A MG hatasanak elemzésekor a prolin ozmoprotektiv hatasa szintén nem jatszott szerepet
a karositd hatds kivédésében. A szabad prolin szint a kiszaritds, vagy so stressz soran kapott
eredményeknél magasabb volt. A fitoagaron tartott leveleken mind a ketté vizsgalt vonalunk
esetében — ¢és az eddig bemutatott mérésekhez hasonldan — 0,1-0,3 mM szabad prolin szint volt
detektalhato. A MG stressz kezelésen atesett leveleken mért prolin koncentraciok naponként
egyenletesen novekvo tendenciat mutatva valtoztak, de a kisérlet zaronapjan is alig haladtdk meg
a fitoagaron tartott leveleken mért értékeket, szignifikans kiilonbség itt sem mutatkozott egyik

tesztelt vonal javara sem (23./ C. abra).
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23. abra: Prolin koncentracio (mM) valtozasa a stresszkezelések iddtartalma alatt.
— a vad tipust Golden Promise fajta és az MsALR fehérjét a kloroplasztiszban (cpMsSALR)
felhalmoz6 transzgénikus ndvényekbdl szarmazo levélszegmensek kiszaritas (A), sostressz
(B) és karbonil (C) stresszkezeléseken atesett levelei. A kiillonbozo betiivel jelzett oszlopok
P<0.05 valosziniiségi szinten szignifikansan kiilonboznek egymastol.

A reaktiv szarmazékok felhalmozodasanak mértékét nézve dehidraticid sordan a
kezeletlen leveleken itt is egyforma, 9-10 nmol/gr reaktiv aldehid szintet mértiink. A kiszdritds
végezetére mért TBA reaktiv aldehid koncentracidja a fitoagaron tartott levelek esetében
mindkét vonalnal kismértékben ndvekvd tendenciat mutatott viszont nem volt szignifikans

kiilonbség detektalhato a kiszaritott vonalaink kozott.
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Sostresz esetén a lipid-peroxidacios termékek mennyiségének meghatarozasa sordn mind a kettd
vonal setében a fitoagaron tartott levelekhez mérhetd aldehid koncentraciét mértiink, egyediil az
els6 nap végeztével volt kiilonbség a transzgénikus vonalunk javara, hasonléan a MG-lal végzett

kisérletek sran mértekhez (24. dbra)
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24. 4bra: Reaktiv karbonil szarmazékok felhalmozodasanak iiteme a vad tipust Golden
Promise fajta és az MsALR fehérjét a kloroplasztiszban (cpMsALR) felhalmozo
transzgénikus névényekbol szarmazoé levélszegmensek kiszaritas (A), sostressz (B) és
karbonil (C) stressz kezelései alatt. A kiilonbdzé betiivel jelzett oszlopok P<0.05
valdsziniiségi szinten szignifikansan kiilonbdznek egymastol.
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4.6. Arpa stabil genetikai transzformaciéja a GW2 gén csendesitésére

Els6é Iépésben adatbazisbol azonositottuk az arpa GW2 homologokat. Megallapitottuk,
hogy az arpa genomja, ugyanugy, mint a rizsé, két ilyen gént kodol (EU333863 ¢s AK250398
azonositasi szadmmal), azonban a nukleotid sorrendek hasonldésdga miatt egyértelmiien
azonosithatd volt a szemfeltoltddésben szerepet jatszd gén (az EU333863). Mind egyszikiiek,
mind a kétszikliek esetében két homoldgot taldlunk, azonban az ismert kétszikli szekvenciak egy
jol definidlhatd csoportot alkotnak, mig az egyszikiiek esetében a kétfajta homolog egymastol
¢lesen elkiilonithetd (25. abra). A két csoport kozotti fehérjeszintli azonossag 40% koriili,
azonban ez fOként a fehérjék elsd felére koncentralddik, ahol az ubiquitin ligdz aktivitasért
felelés RING-domén talalhatd, a szubsztrat kotésért feltehetoen felelos masodik szakasz
szekvenciaja teljesen eltérd (Mellékletek fejezet, M6.). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
fehérjék élettani funkcioja is jelentdsen kiillonbozhet, noha mindkét esetben a fehérje degradacios
utvonal irdnyitd enzimeirdl van sz6. A homolog szekvencidk Gsszehasonlitdsa alapjan tehat a
fehérje C-terminalis felét kodold szakasz tette lehetdvé a specifikus antiszensz technika
alkalmazasat. Arpa cDNS konyvtar hianyaban azonban a megfelel$ szakasz amplifikélasahoz a
genomikus struktarara kellett tervezniink. Ehhez a rizs gén exon-intron szerkezetét vettiik
figyelembe, s olyan primereket terveztiink, melyek egyrészt a genomikus szekvenciarol képesek
amplifikalni egy olyan régiot, mely megfelel az atirodott gén egy szakaszanak; masrészt pedig

specifikusan képes antiszensz hatést kifejteni az arpa GW2 homoldgon.

Egyszikiiek 1.

OsGW2.1
HvGW2.1

TaGW2.1

BdGW2.1

ZmGW2.1
SbGW2.1

ZmGW2.3

TaGW2.2

ZmGW2.2
SbGW2.2

AtGW2.1

AtGW2.2

HvGW2.2

GmGW2.1
BdGW2.2

GmGW2.2

PtGW2.1
PtGW2.2

OsGW2.2
Egyszikiek Il.

Kétszikiiek

25. dbra: Az egyszikii és kétszikii GW2 homolog fehérjék torzsfija. Arpa homologok a
torzsfan: HYGW2.1 és HVGW2.2 jelolésekkel.
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A genomi DNS-r6l a Yrgl 120-145 Forwl és 606-631_Revl, valamint a Yrg2_3-24 Forwl és
520-541 Revl primerekkel a kivant 512 bp (Yrgl) és 539 bp (Yrg2) hosszusagu szakaszokat
amplifikaltuk, majd a  terméket egy  kovetkezd PCR  reakcidban  az
ASHvVGW2.1 BamHI_Forw/_Spel Rev, valamint ASHvGW2.2 _BamHI _Forw/_Spel Rev
primerek felhasznalasaval a klonozashoz sziikséges hasitohelyekkel lattuk el (Mellékletek fejezet,
M2.). Emésztés utan a fragmentet a pUbi-AB (4745 bp) koztes vektor elsd, egyszeres hasitassal
birod restrikcios Spel és BamHI helyeire ligaltuk. A koztes konstrukcid Sfil emésztését kovetden
az expresszios kazettat a p6d35S novényi expresszids vektorba illesztettiik. A kész konstrukciot
restrikcidos emésztéssel €és szekvenaltatdssal is ellendriztilk, majd a megfelelonek bizonyult
konstrukciot LBA4404 Agrobacterium tumefaciens torzsbe transzformaltuk (Mellékietek fejezet,
M4.). A kész konstrukcioval a korabban bemutatott transzformacids technologia segitségével
éretlen arpa embriokat (szkutellumokat) transzformaltunk, majd a kalluszosodott embridk
regeneralo taptalajra helyezésével novényeket regenerdltunk. Az eldzdekben emlitésre keriilt
Agrobacterium talnovés ezeken az embridkon is megmutatkozott, melynek kdszonhetben itt is
csak alacsony transzforméacios hatékonysagot sikeriilt elérniink. Az ASHvGW2.1 konstrukcio
(kozeli arpa homolog) esetén Osszesen 13 ndvényt regenerdltunk, melyek a késébbi PCR
analizisek sordn 4 fliggetlen transzformans vonalat bizonyitottak (124 db kalluszosodott
embriora vonatkoztatva 3,22 % transzformacios hatékonysdg), az ASHvGW2.2 konstrukcio
(tavoli arpa homolog) esetében pedig minddsszesen csak 8 novényt regenerdltunk, melyek 2
fiiggetlen vonalat bizonyitottak (99 kalluszosodott embridéra vonatkoztatva 2,02 %

transzformacios hatékonysagnak felelt meg).

4.6.1. Az ASHvGW2.1 és ASHvGW22.2 transzformans arpavonalak génexpresszios

vizsgalata

crcr

vonal egyedein) kvantitativ. RT-PCR segitségével végzett génexpresszios analizissel
bizonyosodtunk meg a vizsgalandd gének inaktivaciojarol, expresszidjanak gatlasarol.
Referencia génnek a buza 18S génre tervezett primereket hasznaltuk, az adatokat 274
modszerrel értékeltiik ki.

génexpresszio gatlasa egyontetlien, minden vizsgalt vonal tekintetében az ASHvGw2.2 vonalhoz
tartozd egyedeken volt megfigyelhet, itt mindenhol 0,5-0,9-szeres kifejezddési szintet
figyelhettiink meg. Az ASHVGW2.1 génnel transzformalt vonalak expresszios szintje 2 vonal

(1/1a és 1/4b vonalak) esetében a vart antiszensz hatasnak megfeleléen repressziot mutatott, mig
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a maradék két vonal esetén a vizsgalt novények expresszids szintje vagy a vad tipust Golden
Promise—on tapasztalt kifejez6dési szinthez volt mérhetd, vagy kismértékii (max. 2—Szeres)
mind a kettdé génnel végzett transzformansok Osszesen 6 vonaldnal repressziot sikerdilt

kimutatnunk (26. abra).

2 T1 generacios vonalak 12 T2 generéacios vonalak
18 -
16 - 1
2 14
B o2 5 o®
w ¥ 7 w
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26. abra: Real Time PCR vizsgalatok T1 és T2 generacioju ASHVGW2.1 és ASHVYGW?2.2
transzformans vonalak ndvényegyedein génexpressziods analizis céljabol.

Az antiszensz hatas fenotipusban megmutatkoz¢ valtozasainak meghatirozasa végett a
Gabonakutatdé Non-Profit Kht.-val egyiittmikodve megkezdtik a transzgénikus jelolt
novényvonalak részletes vizsgalatat. Az elvetett vad tipusi Golden Promise, valamint a 6
egyedszammal torténd analizise (vonalanként 17-20 db) lehetdvé tette a fenotipusban
megmutatkozo6 valtozasokra irdanyuléd kovetkeztetéseink levonasat. Osszesen 102 ndvény PCR és
fenotipusos analizisére keriilt sor az emlitett kisérlet soran.

A Kkisérletbe bevont 0sszes novényvonallal PCR vizsgalatokat végeztiink, mind a hpt
szelekcios markergén (PHYG_Fw és Rev primerek, Mellékiletek M2.), mind pedig az antiszensz
orientacidban bejuttatott transzgén jelenlétének bizonyitasara (pUbi-AB_Fwd és Rev primerek,
Mellékletek M2.). A novények tesztelése sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kisérletbe
bevont novények kozott elhanyagolhatd szadmban, Gsszesen 8 novényrdl allapitottuk meg, hogy
egyik transzgénre vizsgdlva sem bizonyult transzformansnak, tovabbi 3 esetben pedig azt
tapasztaltunk, hogy a vizsgalt novények a szelekciés markergénre (hpt) pozitivnak, mig az
antiszensz orientacidoban bejuttatott inszertre negativnak bizonyultak, azaz erre a transzgénre
nézve hasadtak (27. abra). A ndvényvonalak fenotipusos analizise soran a rogzitett adatok
kiértékelésénél a PCR reakciok ezen eredményeit is figyelembe vettiik, 6ket az adatok

értékelésebdl kizartuk.
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Vonal Nb\n?nyek hpt + GW?I
szama transzgén +

ASHvGW2.1 1a 19 15 15
2a 17 16 15

3b 18 18 18

4b 19 16 16

ASHvGW2.2 1a 9 9 7
2a 20 20 20

¥ b 102 94 91

12 3 45 6 78 910 o +

Génspec.

1112 13 14 15 16 1718 19 = 112 13 14 15 16 17 18 19 wiz + w -
- -

bl ;
L ® Génspec.

27. abra: A Gabonakutaté NonProfit Kht-vel k6zdsen végzett kisérletbe bevont T2
ASHvGW?2.1/1a vonal névényeinek példajan bemutatva. Tablazat: Transzformans jelolt
novényvonalak attekintd tesztelési eredményei (vonalankénti transzformansok szama) PCR
futtatasok eredményei: 1-19: ASHVGW?2.1 transzformans jeldlt vonal ndvényedei. M:
molekula marker, A/Pstl. +: pozitiv plazmid kontroll, w: viz (water) iires kontroll, -: negativ
plazmid kontroll. HPT: higromicin foszfotranszferaz szelekcios markergén, Génspec.:
GW2.1 homoldgra tervezett specifikus primerpar.

A vegetaciés idOszak kozepén mért novénymagassagi paraméterek mellett

meghatarozasra kertiltek a kaldszolasi és érési idopontok, a kaladszadatok analizise soran pedig
kiértékeltiik a f6 és mellékhajtasok szamat, hajtdsonkénti ezerszemtdmegét, az arataskori teljes
szaraz novénytdmeg meghatarozasat, valamint a vegetacids iddszak alatt elsédlegesen tapasztalt,
jelentds (levélszélesség) valtozds miatt a zaszldslevelek arataskori tomegét. Szamitogépes
programmal végzett magszemmeéret analizis segitségével az igéretesnek tekintett transzgénikus

vonalainkon pedig a learatott szemek egyenkénti eloszlasi tomegét, szélességét €s hosszusagat is

meghatarozhattuk pixelanalizis segitségével.

4.6.2. A transzgénikus novények fenotipusos jellemzése

A 6 transzformans vonalbdl tovabbi analiziseinkhez kivalasztottunk 1-1 vonalat, hogy

azokat a lehetd legrészletesebb modon jellemezhessiik. A késébbiekben ezek keriilnek

bemutatasra.
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A rizs GW2 kozeli arpa homologjanak represszidja (ASHVGW2.1) a névény vegetativ
novekedési fazisaban erdteljes fenotipus valtozast bar nem okozott, a vegetacids id6 végén mért
névénymagasségi adatok tekintetében joval magasabbnak bizonyultak a kontroll névényekhez
kontroll leveleknél nagyobbak, a tomegiikben akar 50 %-os ndvekedés is tapasztalhatd volt
(28./B,D 4abra). Arataskor nézve a novénymagassagbol adodoan joval nagyobb szaraztomeggel
voltak jellemezhet6ek a kontroll Golden Promise ndvényekhez képest (28./E abra).

A rizs GW2 tavoli arpa homolog kifejez6désének csokkentése (ASHVGW2.2) ezzel
szemben jelentds valtozast eredményezett a vegetativ novekedés fazisaban. (28./A é4bra). A
novények alacsonyabbak (26./A, C éabra), az alacsonyabb novénymagassag ellenére azonban a
nagyobb bokrosodasnak koszonhetéen nagyobb aratdskori szaraztomeggel, levélméret

novekedéssel jellemezhetdek (28./ B, E dbra).
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28. abra: Az ASHVGW?2.1 és ASHVGW?2.2 transzformans vonalak fenotipusos jellemzése a
vegetacios idészak végén mért novénymagassag (A, C), arataskori szaraztomeg (B, D, E)
adatok eredményein bemutatva.
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A kaldszolas az ASHVGW2.1 transzformansok esetében a kontrollhoz képest elobb
kezdddott (koriilbeliil egy héttel), azonban a kaldsz érésének folyamata lassubb, a tejes és viaszos
érés id6tartama hosszabb volt (29. abra). A jobb szemfeltoltédés és a kialakuld nagyobb
szemmeéret ¢s — tomeg kozotti Osszefiiggéseket elsdsorban ezzel magyardzzuk. Az azonos iddben
fényképezett kalaszok példdja a 27. dbra lathatdak.

Az ASHVGW2.2 transzformansok esetében a kalaszolas legalabb egy hét késéssel indul meg a

kontrollhoz képest, a kalaszok gyakorlatilag a teljes érés soran is levélfedettek voltak (29. 4bra).

Golden Promise ASHVGW2.1 ASHvVGW2.2

29. abra: Kalaszok érettségi allapotanak jellemzése a kiillonb6z6 vonalakban, azonos kora
névények esetében.

Szemszamolasi adatainkat elemezve megallapithattuk, hogy mindkét transzformans
vonalunk 0sszességében kevesebb magszammal volt jellemezhetd. Bokrosodas tekintetében
mindharom tesztelt vonal egymashoz hasonlé szamu hajtast ndvesztett, tényleges eltérések

azonban a kontroll novényekhez viszonyitva a f6- és mellékhajtasok szamaban mutatkoztak.

Mindkét transzforméans vonal esetében kevesebb fOhajtast szamolhattunk meg, mig
mellékhajtasok szamaban az ASHVGW2.2 transzformansok joval felilmultdk az ASHVGW2.1
transzforméansokat, és kontroll ndvényeket. Mindezekbdl adoddéan hasonld eredmények
mutatkoztak a f0- és mellékhajtadsokon mért ezerszemtomegben is: a mellékhajtdsokon mért
ezerszemtomegek mindkét transzformans vonal esetében feliillmultdk a kontroll noévényeken

mérteket, még a kevesebb szemszam ellenére is.
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Ndvényenkénti szemszam alakulasa
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30. dbra: Az ASHVGW2.1 és ASHVGW?2.2 transzformans vonalak ndvényenkénti Szemszam
alakulasa a f6- és mellékhajtasok szamanak, valamint a f6- és mellékhajtasonként mért
ezerszemtomeg tiikkrében a kontroll (GP) névényekhez viszonyitva.

Annak eldontése végett, hogy a mellékhajtasokon mért magasabb szemsuly a szemek mely
novekedési (szélesség, hosszusag, tdmeg) paraméterével magyarazhatoak, a vonalankénti
magokat szamitogépes pixelanalizisnek vetettiik ala (Mellékletek fejezet, M5./4. fénykép). Ennek
koszonhetden a mért paraméterek tekintetében eloszldsi gorbéket hatarozhattunk meg.
Osszességében elmondhattuk, hogy a nagyobb ezerszemtomegek elésorban a szemek szélesebb
voltanak, valamint ebbdl adodo nagyobb tomegiikkel voltak magyardzhatoak a transzformansok
esetében, ehhez a szemhosszusagban mért csekély valtozasok voltak feljegyezhetéek a kontroll

novényeken mért szemekhezz képest (29. abra).
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31. abra. Az ASHVGW2.1 és ASHVGW2.2 transzformans vonalak szemstly, szemhosszisag
¢€s szemszélesség pixelanalizis segitségével végzett kiértékelése
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4.7. Uj tudomanyos eredmények

1. Szakirodalmi adatok alapjan az arpa szarazsagtiirésében feltételezhetden szerepet jatszo
sajat génjeinek; a HVARH1 és SRG6 gének abszcizinsav kezelés hatasara adott
génexpresszios valtozasait elemeztiik. Az adott haplotipusokba tartozé arpafajtak
esetén vizsgaltuk az inszercios-deléciéos mutaciok hatasat az ABA-indukalt
génexpresszios valtozasokban. A HVARH1 génnél a kezelés hatasara minden esetben a
gén erbteljes indukciojat tapasztaltunk. Ez a HVARH1-Z1 genotipusban volt a
legkifejezettebb. Az SRG6 gén esetében az irodalomban kozoltekkel ellentétben viszont

csak moderalt génexpresszios valtozast figyeltiink meg.

2. Elkészitettik a p6d35s-MsSALR ¢és p6d35s-cpMSALR  konstrukciokat, melyeket
felhasznalva Agrobacterium tumefaciens kozvetitésével éretlen tavaszi arpa (Hordeum
vulgare L. cv. Golden Promise) embriokat transzformaltunk. Arpaban stabil genetikai
transzformdcios célra rutin modszerré fejlesztettiik ezt az agrobaktérium altal kozvetitett
transzformaciés modszert. Sikeresen allitottunk el6 24 fiiggetlen (14,3 %
transzformacios hatékonysag): az MSALR fehérjét a citoszélba, és 5 fiiggetlen: az
MSALR fehérjét a Kkloroplasztiszba targetalé transzformans arpavonalat (4,4 %
transzformacios hatékonysag). A transzgén expresszidjat, s utddnemzedékekbe torténd
atorokitéseét, kopiaszamat molekularis genetikai modszerekkel mindegyik transzgénikus

vonal esetében, tobb generacion keresztiil alatdmasztottuk.

3. Az MsALR gén abiotikus stresszvalaszokban betoltott szerepét fluoreszcencia
detekcios modszerre alapozva tanulmanyoztuk, a létrehozott stabil p6d35S-MsALR és
p6d35S-cpMSALR  arpavonalak dehidratacié, s6 és karbonil stressztiirés
vizsgalataival. Itt az abiotikus stresszre (pl. dehidratacio) stresszre érzékeny DSRED
marker fehérjét expresszald sejtek szama jelezte a stressz sulyossagat. A GFP/DsRED
modszer felallitisa utdn megallapitottuk, hogy a fluoreszcens sejtarany alkalmas
paraméter a levelek abiotikus stresszekkel szembeni ellendlld képességének gyors,
rutinszeri vizsgalatara. A fluoreszcens tesztelés modszert barmilyen laborkoriilmények
koz¢ konnyen adaptalhatova alakitottuk, mely egyarant alkalmas lehet egyéb mas Petri-
csészékben végrehajthatd stressz kezelések hatasdnak tanulméanyozasara is. A
stresszkisérletek soran igazoltuk, hogy az MSsALR fehérje citoszolban, vagy
kloroplasztiszban vald felhalmozddasa egyarant nodveli a tavaszi arpa abiotikus

stesszellanallosagat.
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4. A magméret befolyasolasaban szerepet jatsz6 GW2 gén arpa homologjait antiszensz
orientaciéoban tartalmazé stabil transzformansokat hoztunk létre a p635S-
ASHVGW2.1 és ASHVGW2.2 konstrukciok segitségével. Az ASHvGW2.1 konstrukcio
esetén 4 fliggetlen (3,22 % transzformdcios hatékonysdg), az ASHvGW2.2 konstrukcid
esetében pedig 2 fiiggetlen (2,02 % transzformacios hatékonysag) transzformans vonalat
bizonyitottunk. A transzformans vonalak jellemzése, fenotipizalisa soran
megallapitottuk, hogy mindkét arpa homolég géncsendesitése megnoveli az atlagos
novénymagassagot, és mindkét GW?2 homolog kifejezodésének csokkentése egyarant

megvaltoztatja a szemsuly és szemszélesség eloszlasat.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A kozelmultban befejezddott genom szekvenalasi programnak (The IBGS Consortium
2012) koszonhetden az arpa az utdbbi években a géntechnoldgiai kutatasok egyre gyakrabban
alkalmazott genetikai modell-novényévé valt, koszonhetéen annak, hogy egyre tobb adattal
funkciok felderitése azonban nagy kihivasok elé allitja a kutatokat. Részletes génfunkcio-
vizsgédlat végrehajthatd transzgénikus novények eldallitasaval, gének elhallgattatasaval
(antiszensz technologia) vagy tultermeltetésével, illetve az adott gén expresszids vizsgalatainak
elemzésével. A dolgozatban leirt stabil transzformacios kisérletek eredményei ezeknek a

génfunkcios vizsgalatoknak képezik alapjat.

5.1. Az arpa szarazsagtiirésében szerepet jatszo génjeloltek azonositasa

Egy gén lehetséges funkcidjanak megismeréséhez elengedhetetlen megismerni a gén
kifejezddését modositd tényezdket. Az elmult évek szakirodalmi eredményeinek kdszonhetéen
szdmos olyan tényezd valt ismertté, amely a szarazsagtlirésben szerepet jatszo gének
transzkripcidjat befolyadsolja. Egyes gabonafajtak, pl. rizs esetében mar publikalt eredmények is
mutattdk, hogy a stressz tolerans és stressz ¢€rzékeny fajtak eltérd aldo-keto reduktaz
génexpresszioval rendelkeznek (Karuna Sree et al. 2000). Munkank soran igy arra szerettiink
volna vaélaszt kapni, hogy a szarazsagtlird arpa genotipusok esetében tudunk-e hasonlo
iranyvonalat kimutatni, illetve meg tudjuk-e adni ennek az esetleges kiillonb6zdségnek a
genomikai hatterét. Munkdnk soran els6é Iépésként vizsgaltuk az arpa sajat génjeinek
abszcizinsav (ABA) kezelésre adott expresszios valaszat. A dolgozat témajahoz kapcsoloddan
eldszor az arpa ald6z reduktaz homolog gén (HVARH1) altal koédolt fehérje volt (Bartels et al.
1991; Roncarati 1995) vizsgalataink célpontja. Ezt az arpa gént szarazsagtiird6 embriobol készitett
génbankbol differencial digndzis mddszerével azonositottdk, s a fellelhetd kisérleti eredmények
szerint kifejez6dése fejlodés specifikus és hormonregulalt. Prométerében Roncarati et al. (1995)
azonositottak ugyanis az ABRE elemet, amely abiotikus stressz hatasara indukalédé gének ABA
kozvetitette kifejezO0désének szabalyozasdban jatszik szerepet (Shinozaki et al. 1998). Ezen
adatokbol kiindulva kisérletet tettiink a gén genotipus fliggetlen transzkripcids valaszanak
igazolasara. A Torjék Ottd vezette munkacsoport kutatasaihoz kapcsolodva a HVARH1 gén
esetében az arpa genotipusok 3 f6 haplotipusba (HvARH1-Z1, HYARH1-Z4 ¢és a HYARH1-Z6)
voltak csoportosithatéak. A genotipusok kozotti legfontosabb eltérés a promoter régidban volt

megfigyelhetd: a transzlacios starttdl upstream iranyban elhelyezkedd 6 bp hosszusagu delécio
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(Z4 ¢és 76), illetve 9 bp hosszusagh inszercio volt (Z1). A levagott, fiatal leveleken alkalmazott
egy napos, 50 uM ABA kezelés hatdsara a relativ transzkriptszintben egyontetiien jelentds
emelkedést tapasztaltunk minden vizsgdlt genotipus esetében. A legkifejezettebb valtozast a
HVARH1-Z1 genotipusban figyeltiik meg, ebben a csoportban a génexpresszié 20-60-Sz0oros
novekedést mutatott a vizes kontroll kezelt levelekben mért értékekhez képest. A Z4 és Z6
haplotipusba tartozo téjfajtak alacsonyabb, minddssze 10-szeres gén expresszid-emelkedést
mutattak a kezelés hatasara. A Compana genotipusban a tobbi mintdhoz képest detektalt
kimagaslo expresszios szint azonban eldrevetitette a nagyobb mintaszammal végzendd tovabbi
génexpresszids vizsgalatok sziikségszertiségének felvetését, nagyobb mintaszdmbol még
pontosabb kdvetkeztetéseket vonhatunk le az adott haplotipus csoportokba tartozé genotipusok
hormon indukalt expresszios valaszaibol.

Vizsgaltunk egy masik, szintén szdrazsagstressz elleni védelemben szerepet jatszo
génjelolt; a HVSRG6 gén hormonindukalt expresszidjat. A gén szarazsagtlirésben betdltott
szerepének és ABA kezelés hatasara adott expresszios valtozas-vizsgalatanak alapjat Malatrasi
¢s mtsai. altal (2002) leirt eredmények adtak. Az arpa SRG6 gént, double haploid (DH)
régid szoros Osszefiiggésbe hozhatd az 4arpa és egyéb gabonafélék ozmotikus stressz
adaptéacidban betoltott szerepével. A gén ABA indukalt expresszids valtozasainak vizsgalatat 5
olyan genotipusban vizsgaltuk, amelyek a teljes hosszusagi promoter szekvenciat tartalmaztak,
illetve 3 olyan genotipusban (Otis, Chilga és Diamond), melynek promoter régioja a transzlacios
starttol 158 bp tavolsagra egy 197 bp nagysagu inszercios-delécidos muticiot tartalmazott. Mivel
a hormon hatdséara is csak mérsékelt génexpresszios kiilonbségeket detektaltunk, elvégeztiik a
promoter ré€go internetes adatbazisban végzett elemzését is. Ennek eredménye bizonyitotta, hogy
a hormonindukciohoz sziikséges elemek egyike sem taldlhatd az inszercids-delécios régidban.
Altalanossagban, az irodalomban fellelheté adatok alapjan azonban elmondhaté, hogy az SRG6
gén expresszidja azon genotipusokban kifejezetten magas, ahol sok fiziologiai karakter
(gézcsere, PS(II) fotokémiai rendszer teljesitménye, sejtmembran stabilitds) is kevésbé érzékeny
a szarazsag stressz (Rapacz et al. 2010) okozta valtozasokra, megerdsitve ezaltal azt a feltevést,
hogy a génjeldltiink fontos részét képezi a szarazsag stressz elleni védelem komplex
mechanizmusanak (Xu et al. 2010; Tong et al. 2007). A gén hormon indukalt expresszidjaval

parhuzamosan végzett egyéb fiziologiai paraméterek elemzése tehat még atfogobb képet adhat a
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5.2. Arpa transzformacié Agrobacterium tumefaciens kozvetitésével

crer

(elcsendesitésével vagy taltermelésével) szerezhetjiik a legatfogobb képet. Dolgozatom
kovetkezd részeiben az abiotikus Stressz rezisztenciaval és szemméret ndveléssel kapcsolatban
végzett kisérleteink eredményeirdl szol. A transzformaciohoz els6ként valasztott gén a Medicago
sativa eredetli aldéz-reduktaz (MsSALR) volt, melynek az abiotikus stressztiiréképesség
fokozasaban van jelent6sége (Oberschall et al. 2000). Ezen transzformaciok soran az MsALR
fehérjét a citoszolba (p6d35S-MsALR) és/vagy a kloroplasztiszba (p6d35s-cpMsALR) targetald
arpavonalakat is eldallitottunk. A Kkonstrukciok eldallitasaval parhuzamosan az arpa
Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett transzformacios protokolljanak (Hensel et al. 2004)
laboratériumi koriilményeink kozé torténd adaptalasa is sikeresen megtortént. Létrehoztunk 24
fiiggetlen (14,3 % transzformécios hatékonysag); az MsALR fehérjét a citoszolba, és 5
fliggetlen; az MsALR fehérjét a kloroplasztiszba targetald transzforméns arpavonalat (4,4 %
transzformécios hatékonysdg). Ezen transzformécids eredményeinkkel nemcsak a sikeres
transzformaciot tamasztottuk ala, hanem az irodalomban fellehet6é adatokhoz hasonld (Hensel et
al. 2008), de akar magasabb transzformacids hatékonysagot is bemutattunk. A PCR analizissel
ellendrzott vonalak mindegyikében ki tudtuk mutatni nemcsak az MSALR, hanem a szelekcios
markergén (Hpt) jelenlétét, és fehérje immunoblot analizs soran pedig a szintetizalodd MsALR
fehérjét. A termelt fehérjét a kloroplasztiszba targetalo p6d35s-cpMSALR vonalak esetében a
citoszolos transzformans vonalakkal 0Osszehasonlithatd mértékben szintetizdlodd fehérjét
detektaltunk, mely bizonyitotta, hogy az arpa Rubisco Kis alegység tranzit peptid hatékony
célbajuttatd szekvenciat biztositott a fiizids protein szdmara.

A bizonyitottan fehérjét termeld vonalak koziil késébbi vizsgalatainkhoz egy —egy magas
fehérje expresszids szinttel jellemezhetd vonalat valasztottunk ki, melyet tobb generacio
keresztiil fenntartottuk a késdbbi tesztelési eljardsainkhoz sziikséges alapanyagot biztositva. A
citoszolos traszformans vonalunk esetében (L3 vonal) a beépiilt transzgén kopiaszdmat, a
jelenleg legmegbizhatobb modszerrel (Gadaleta et al. 2011), kvantitativ real-time PCR-rel
hataroztuk meg. Az Agrobacterium altal kozvetitett genetikai transzformacio a vizsgalt MSALR
transzforméns vonalunkon a vérakozasokkal ellentétben magas kdpiaszdmot eredményezett:
mindkét szdmolasi modszerrel 10 feletti beépiilési kopiaszamot mutatott (14,9 + 2 valamint 11,2
+ 0,84). Ez az irodalomban fellelhetd adatokhoz képest ellentétben allt, hiszen az
agrobaktériumos transzformalds altalaban alacsony beépiilési kopiaszamot eredményez (Bartlett
et al. 2008). Az ellentétes orientacioban beépiild transzgén kopidk genom instabilitashoz,

rekombinacids eseményekhez illetve géncsendesitéshez vezethetnek (Wolffe et al. 1997;
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Travella et al. 2005), bar ennek ellenkezdjére is vannak példak. Hernandez-Garcia és mtsai.
(2010) 1) szoja promoterek vizsgalatakor leirtdk azt, hogy egyenes ardnyossagot tapasztaltak a
GFP transzgén kopiaszama ¢és a termelt GFP fehérje mennyisége kozott. Nem kiilonleges tehat
az sem, hogy egy tobb MSALR koépiat tartalmazd transzformans vonalunk esetében magas
fehérjeszintet tudtunk kimutatni.

Valtozo frekvencidval mindig el6fordulhatnak tehdt olyan vonalak, melyek 6tnél tobb
kopiat is tartalmaznak. Hensel és mtsai. (2008) sem tudtak kozvetlen kapcsolatot talalni a tobb
kopiat tartalmaz6 transzformansok el6forduldsa €s a transzformacio soran alkalmazott kezelések
illetve Agrobacterium torzsek kozott. Fontos megjegyezniink azt, hogy esetiinkben ez a magas
kopiaszam nem géncsendesitéshez vezetett (Wolffe et al. 1997), hanem a fehérje immunoblot
analizise szerint magas expresszids szintet biztositott, melyhez a csoportban végzett korabbi
kutatdsok (Oberschall et al. 2000) sordn termeltetett a-MsALR poliklondlis ellenanyagot és
peroxidaz konjugalt anti-nytl IgG antiszérumot hasznaltunk. Ez az ellenanyag képes volt a
transzgénikus arpakban szintetizalodd MsALR fehérje kimutatdsara, amellett, hogy
elhanyagolhat6 hattért eredményezett a nem transzformans Golden Promise vonalak fehérje
mintidin. Az ellenanyag rutinszerli tesztelési eljarast biztositott az MsALR transzformans jeldlt
vonalaink esetében.

A magas transzformacids hatékonysag az agrobaktériumos transzformécié egy masik elényét is
igazolta, miszerint a kozvetett géntranszfer e fajtdjanal a transzgén gyakrabban fejezédik ki. A
biolisztikus és agrobaktériumos transzformacidés modszer sordn eredményezett génexpresszios
aranyok Osszehasonlitisara Travella ¢és mtsai. (2005) végeztek kisérleteket arpaban.
Eredményeik szerint a génbelovéssel eldallitott transzgenikus vonalak 25 % -a, mig az

agrobaktériummal eldallitott vonalak 71 % -a eredményezett transzgén kifejezddést.

5.3. Tranziens génexpresszios tesztrendszer az MSALR gén abiotikus stresszvalaszban

betoltott szerepének bizonyitasara

Az MsALR traszformans arpavonalaink tesztelésére kialakitott tranziens génbelovésen
alapuld teszrendszer alapjat Marzin et al. (2008) altal leirt protokoll adta. Az altaluk leirt
dehidratacios stresszben hasznalt TIGS rendszer, az arpaban mar egy masodik fenomikai eszkoz,
a lisztharmat elleni védekezésben érdekelt gének tesztelésére létrehozott tranziens vizsgalati
rendszer utan (Douchkov et al. 2005). Mindkét rendszer egyarant alkalmas tobb szaz, vagy akar
néhany ezer gén dehidratacio stressz elleni védelemben, vagy patogén rezisztenciaban betoltott
lehetséges szerepének tisztdzasdra. Mindkét rendszer kozos eldénye, hogy a gének analizise

kozvetleniil elvégezhetd a vizsgalt ndvényfajon, anélkiil, hogy kiilon modell-rendszert allitanank
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fel a gének tesztelésére (pl. Nicotiana benthamiana, éleszt6 kettés hibrid, Arabidopsis thaliana,
stb), ahol mar miikddnek nagy ateresztOképességl tesztrendszerek (Warringer et al. 2003, Devi
et al. 2006)

Az arpa leveleken végzett stressztiirési kisérleteinkhez — ezen irodalmi adatok alapjan —
megfelel6 markernek bizonyult a zold fluoreszcens GFP (Aequorea victoria) (Shaner et al. 2005,
Heim et al. 1995, Tsien 1998) és a vorosen fluoreszkaldo DsRed fehérje (Discosoma sp. Red
fluorescent protein). A DsRed fehérje biokémiai tulajdonsagai alapjan alkalmas volt arra, hogy
jobban megismerjiik €s jellemezziik az alkalmazott stresszt a fluoreszcens fehérjéket termeld
ugyanis hosszu és a stressz altal gatolt folyamat, ezért a kisérleti rendszerben alkalmazott 4
napos stressz kezelés végeztével megszamolhatd vordsen fluoreszkalod sejtek aranya a GFP-t
termeld, zolden fluoreszkald sejtekhez képest jo indikdcidja nemcsak az alkalmazott stressz
erdsségének, de a vizsgalt ndvényvonalunk sejtszintli stressz tolerancidjanak is. A vizhianyos
allapot soran kialakult denaturald koriilmények, a feler6sddott proteolitikus aktivitas és sejthalal
ugyanis modositja, csokkenti az érett DsRed mennyiségét (Gross et al. 2000, Baird et al. 2000).
Megnd a vordsen fluoreszkald sejtek ardnya azonban akkor, ha a transzgenikus ndvény
ellenallobb a stressz hatassal szemben. A fluoreszcens fehérjék termeltetésén alapuld tranziens
expresszios tesztrendszer altalunk alkalmazott varidnsanak eldnye mas modszerekkel szemben,
hogy egyszerlien adaptalhatd mas, laborkoriilmények kozott eldidézhetd stressz esetén is,
tovabba egyes — példaul gyokérndvekedést vizsgald hidroponikus — kisérletekkel szemben
lényegesen gyorsabb tesztelési eljaras. Olyan esetekben is informdacidét nytjthat a vizsgalt
abiotikus stresszel szembeni tolerancia mértékére, amikor mdas paraméterek (példaul
fotoszintetikus hatékonysdg) még nem mutatnak detektalhaté kiilonbséget. Az altalunk
alkalmazott tranziens tesztmodszer a fiatal (10 napos) leveleken végzett stressz tolerancia
vizsgéalatok mellett alkalmas lehet zaszloslevelek, vagy akar nem fotoszintetizalo szovetek
(példaul sejtszuszpenzid, vagy folyadék kultirdban novesztett gyokér) sejtszinten mérhetd
stressz valaszainak vizsgélatara is.

A fluoreszcens tesztelés a dehidratacios, so és karbonil stressz soran fellépd sejtszintii
stresszvalaszok értékelésében megfeleld modszernek bizonyult a p6d35S-MsALR (citoszol) és
p6d35S-cpMsALR (kloroplasztisz) transzformans vonalainkon; a kivalasztott transzgénikus
vonalaink mind a GFP és DSRED fehérjéket termeld, zolden és vorosen fluoreszkalod epidermisz
sejtek aranyaban a vad tipusu kontroll névényekhez képest szignifikdnsan magasabb értékeket
mutatott, s egyben az alkalmazott abiotikus stresszekkel szemben ellenallobbnak bizonyult. Az

aldoz-reduktdz gén tehat alkalmasnak bizonyult az abiotikus stresszek hatasara képz06do reaktiv

crer

89



van korabbi kutatasaink eredménye is, mely a citoplazmatikus aldoz-reduktaz fehérje in vivo

Kisérleteink sordn megvizsgaltuk a levelek fotoszintetikus aktivitdsdnak valtozasat a
kiszaritas soran. A kisérletben résztvevd novényeknél PSII fotokémiai rendszer maximalis
kvantumhatékonysagat (Fv/Fm) ¢és effektiv kvantumhatékonysagat [Y(I1)] fluoreszcencia
kinetika méréssel is meghataroztuk (adatok nem mutatva): eldszor a levélszegmensek
levagasakor, majd a belovést kovetden, végiil a stresszkezelés befejezésekor is végeztiink
méréseket. Bar az eredmények néhany kisérlet eset¢ben a GFP/DsRED arany ¢és a klorofill
tartalom sordan mért adatokhoz hasonld eredményt szolgaltattak (a transzgénikus
novényvonalunk magasabb értékeket mutatott a stresszkezelés végeztével), azonban ezek a
kiilonbségek egyetlen esetben sem bizonyultak szignifikansnak a vad tipusu Golden Promise
leveleken mért adatokhoz képest. Megemlitendé azonban, hogy a transzgenikus arpa az MsALR
enzimet a citoplazmaban felhalmozva miikddése kozben jelentdsen csokkenthette a reaktiv
aldehidek karos hatdsat. Ez azonban csak attételesen jelentheti a fotoszintetikus apparatus
védelmét, igy kaphattunk szignifikans kiilonbséget a tesztmodszer alkalmazéasakor annak
ellenére, hogy a fotoszintetikus paraméterekben nem tapasztaltunk szdmottevo eltérést (adat nem
mutatva). Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a tranziens tesztrendszer alkalmazéisakor a
novények kiilonboz6 abiotikus stressz kezelésekre adott valasza soran elsdsorban olyan
sejtszinten vizsgalhato kiilonbségeket mériink, amikor a stressz tolerancia alakulasa nem
els6sorban a kloroplasztiszokhoz, mint fotoszintetikus sejtszervecskéhez kothetd. Az
eredményekbdl joggal kovetkeztethetiink nemcsak a vizsgalt ndvények stresszel szembeni jobb
tulélési aranyaira, de kozvetve ez altal a tilélésbdl eredendd nagyobb termésmennyiségre is. A
fent emlitett okok miatt a sejtszinti stressz tlirés jellemzésére inkabb az eredmények részben
részletezett paraméterek (klorofill és karotinoid tartalom) bizonyultak alkalmasnak.

Parida és Das (2005) kozleményében irt a fotoszintetikus pigmentek stressz
érzékenységérdl, mely szerint a csdkkent klorofill tartalom a so stresszre adott valasz altalanos
jelensége, amely miatt a klorofill szintézis degradacioja és klordzis megindulésa figyelhetd meg
a ndvényekben, hasonldan a szdrazsag-stressz (Kirnak et al. 2001) soran megfigyeltekhez. Ezek
a pigmentek szerepet jatszanak a szinglet oxigénformak hatasa elleni védelemben, megelézve az
oxidativ stressz altal kivaltott lipid-peroxidacioés folyamatok beindulasat. Munkénk alatt a
stresszkezelések soran mért GFP/DsRED sejtardnyokban kapott szignifikdns kiilonbségek
alatdmasztasara klorofill és karotinoid izolalasokat is végeztiink tehat. Megallapitottuk, hogy
mindharom stresszkezelés a varakozasoknak megfelelden mindkét transzforméns vonalunk
esetében (L3 ¢és cpLl) csokkentette a klorofill tartalmat. A dehidratacid és sdstressz esetén a

stressz kezelt levelek szignifikansan magasabb klorofill mennyiséggel voltak jellemezhetéek,
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mely igazolta az MsALR fehérje véd6 hatasat az alkalmazott stresszekkel szemben a
fotoszintetikus apparatus megvédése altal. A metilglioxallal (MG) végzett stressz kezelések a
stresszelt transzgénikus levelek csak 5 %-kal tobb klorofill tartalmat mutattak, mely azt engedte
feltételezni, hogy a detoxifikaldo enzim stresszvédd hatasa nemcsak a citoszélban felhalmozott
fehérjék lehetséges karosodasnak megeldzésében van. Karotinoid tartalom tekintetében a
dehidratacios stressz kezelés utan enyhe csokkenés volt megfigyelhetd a transzgénikus és nem
transzgénikus vonalainkon. A sé és MG kezelés nem mutatott hasonld valtozast: emelkedett
vagy €ppen nem valtozott a stresszkezelés hatasara. Ez a megfigyelés azzal is magyarazhato,
hogy a novények a kezelés ellenére is képesek voltak elegendd karotinoid bioszintézisére,
mellyel szintén hatasosan védték a fotokémiai rendszer fehérjéit (nem fotokémiai kioltas- NPQ).

A vizvesztéssel szembeni védekez0 mechanizmusok egyik fajtdja a kiilonbozo szerves
ozmolitok (pl. prolin) sejten beliili felhalmozdodasa. Ezeknek az un. kompatibilis ozmolitoknak a
felhalmozésa - a belsd ozmotikus potencial csokkentésével - hozzijarul a ndvények
stressztolerancidjahoz: csokkenteni tudjak a toxikus ionok enzimaktivitast gatlo hatasat, novelik
az enzimek héstabilitasat, megakadalyozzak az enzimkomplexek szétesését (Szabados és
Savoure 2010). Az aldéz reduktaz enzimek ozmoregulacidban betoltott szerepét korabban mar
sikeresen igazoltak (Oberschall et al. 2000), ezért megvizsgaltuk, vajon a taltermeltetett MsALR
fehérje védo hatasa a prolin felhalmozodéas szabalyozasaban is megnyilvanul-e mindharom
stresszkezelés alatt. A cserepekrdl kozvetleniil levagott és stressz kezelés nélkiil (fitoagaron)
tartott leveleken mért szabad prolin szint igazolta, hogy a tesztrendszeriink a varakozasainknak
mgefeleléen miikodik, vagyis a levelek levagasa és viz-fitoagaron tartdsa esetén nem kell
szamolnunk a kisérletlink soran tovéabbi stresszhatisokkal, melyet egyrészt a levagas is
okozhatna. A dchidratalt és s6 stresszel kezelt mintdk szabad prolin szintje 15-16-Szoros
novekedést mutatott a fitoagaron tartott levelekhez képest, azonban a MG kivaltott karbonil
stressz nem okozott szignifikans emelkedést a szabad prolin szintjében.

A prolin szint meghatdrozdsa mellett a tiobarbitursav reaktiv szarmazékok
mennyiségének meghatarozasa is széles korben hasznalt paraméter a stressz indukalt lipid-
peroxidacid mértékének meghatarozasara. Kisérleteinkben elvégzett mérések azonban azt
mutattak, hogy csak a kisérlet zaronapjan a citoszdlos transzforméans vonalunknal mutatkozott
szignifikans kiilonbség a malondialdehid adduktumok mérésében, mig MG kezelés esetén nem
volt ez megfigyelhetd. Ebbdl arra engedtiink kovetkeztetni, hogy figyelembe véve az MsALR
enzim széles szubsztrat specifitdsat (Oberschall et al. 2000) az MSALR fehérje expressziojanak
stressz protektiv hatasa az A&ltalunk vizsgalt levagott, fiatal leveleken nem detektalhatok

hatékonyan TBARS tesztelési eljarassal.
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Novények esetében a rektiv aldehidek egyik f6 keletkezési helye a kloroplasztiszoban
talalhatok. Itt a kettes (PSII) és egyes (PSI) fotokémiai rendszer tekinthetd ezek f6 képzddési
helyeinek (Asada 2006). Takagi et al. (2014) legjabb eredményei vildgosan megmutattak, hogy
a kloroplasztisszok is lehetnek a MG elsddleges forrashelyei, melyek egyben a fehérje-modositd
1épések f6 cél organellumai is. Ugy vélték, hogy a Calvin-ciklusbol szarmaztatott MG
mennyiségének ardnya nétt a megvilagitas idétartama, fény intenzitasa és a CO2 —koncentracio
fliggvényében. Ezzel parhuzamosan a kloroplaszt fehérjék és MG kozotti lehetséges reakciok
szama is novekszik, amelyek kiilob6zé kémiai modosuldsokon keresztiil a normalis fehérje
funkcios folyamatokat megzavarva vezetnek az ugynevezett "névényi diabétesz"-hez (Saito et al.
2011). A termelt fehérjét a kloroplasztiszba targetald transzformans ndvényvonalaink koziil a
késébbi tranziens expresszios kisérleteinkhez cpL1 jeloléssel ellatott vonalunkat hasznaltuk. Ez a
transzformdcios stratégia tobb szempontbol is fontos lehet szamunkra. Részint elérhetjiik a
fotoszintetikus apparatus stresszel szembeni jobb védelmét aziltal, hogy a detoxifikalo
enzimeket (jelen esetben a reaktiv aldehideket atalakité aldoz reduktazt) kozvetleniil a
kloroplasztiszba juttattuk, részint pedig csokkenthetjiik annak a veszélyét, hogy a nagy
mennyiségben termelt enzim esetleg karosan befolyasolja a novény fejlédését. Az altalunk
alkalmazott Rubisco kis alegység tranzit peptid szekvenciaja alkalmasnak bizonyult a termelt
fehérje kloroplasztiszokba targetalasara, s a transzgénikus vonalaink a citoszolos transzformans
vonalakhoz hasonlo erdsséggel szintetizaltak a fehérjét.

Az altalunk végzett kisérletek mind azt igazoltak, hogy az MsALR fehérjét taltermeld
arpavonalaink mind ellenalléaknak bizonyultak az alkalmazott abiotikus stresszek esetében,
fliggeleniil attol, hogy a termelt fehérjét a citoszolba, vagy a kloroplasztiszokba targetaltuk.
Mindkét transzformacids megkozelités hasonld eredményeket adott, mely azzal is magyarazhato,
hogy az enzim természetes szubsztratjainak (reaktiv karbonil-vegyiiletek) képzodése mindkét
intracellularis helyen el6fordulhat. Az ilyen vegyiiletek a kloroplasztiszokban lebontasra
keriilhetnek kozvetleniil a PSI rendszer altal, de az aldo-ketoreduktaz enzimek altali, enzimatikus

uton torténd lebontasuk fontossaga megndvekszik a stressz, vagy rossz fényviszonyok hatasara.

5.4. Arpa stabil genetikai transzformaciéja a GW2 gén csendesitésére

Dolgozatom kovetkezd részét a magméret meghatarozasaban szerepet jatszo GW2 gén
csendesitésére iranyuld transzformdcids kisérletek képezték. Ennek elsé 1épéseként a rizs
szemméret meghatarozasaban fontos szerepet jatszo GW2 gén (mely egy E3 ubiquitin ligazt
kodol) arpa homologjait kerestik meg ¢és ezek kifejezddését csokkentettiik antiszensz

technologiaval; a gének rovid, specifikus szakaszainak Golden Promise tavaszi arpaba torténd
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visszatranszformalasaval. Az adatbazisokban torténd keresésébdl megallapitottuk, hogy az ismert
kétszikli szekvenciak egy csoportot alkotnak, mig az egyszikiiek esetében a kétfajta homolog
egymastol élesen elkiilonithetd. A két csoport kozotti fehérjeszintli azonossag 40% koriili,
azonban ez foként a fehérjék elsd felére koncentralodik, ahol az ubiquitin ligdz aktivitasért
felelos RING-domén talalhatdo, a szubsztrat kotésért feltehetoen felelés masodik szakasz
szekvenciaja egymastol teljesen eltérd. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fehérjék élettani
funkcidja is jelentdsen kiilonbozhet, noha mindkét esetben a fehérje degradacids utvonal iranyitd
enzimeirdl van szo. A rizs esetében a GW2 homolog fehérje szekvencidja bizonytalan. Bar az ezt
kodoldo genomikus régi6 ismert, a predikcid nem fedi a cDNS-ek altal megerdsitett
aminosavsorrendet.

A Gabonakutatd Non-Profit Kft.-ben megkezdtiik a novények részletes vizsgalatat
(Golden Promise kontroll novények és a transzgenikus arpak 6 vonala), melyben az
egyedszamok (vonalanként 18-20) megengedték a ndvények fenotipusos elemzését a kalaszok
paraméterei (f6 és mellékhajtasok szédma, Szemszam, ezerszemtomeg, Szem szélesség,
hosszisag) alapjan. A tapasztalt fenotipusok alapjan Gsszefoglaléan elmondhatjuk, hogy a rizs
GW2 kozeli arpa homoldgjanak antiszenszelése (ASHVGW2.1) a ndovény vegetativ ndvekedési
fazisaban bar erdteljes fenotipust nem okozott, a kalaszolas a kontrollhoz képest eldbb kezdddott
(kortilbeliil egy héttel), azonban a kalasz érésének folyamata lassubb, hosszabb volt a tejes és
viaszos €rés idOtartama. Feltételezéseink szerint ezzel is magyarazhato a jobb szemfeltoltddés és
a kialakul6 nagyobb szemméret és -tomeg. Ezzel szemben a rizs GW2 tavoli arpa homoldgjanak
antiszenszelése (ASHVGW2.2) jelentds valtozdst eredményezett mar a vegetativ ndvekedés
fazisaban is. A novény alacsonyabb, igen jelentds (80 %-os) levéltomeg és az azt eredményezd
levélméret novekedéssel. A kalaszolas legalabb egy hét késéssel indult meg a kontrollhoz képest,
a kalaszok gyakorlatilag a teljes érés soran levélfedettek voltak. Kiilonbséget tapasztaltunk a f6-
¢s mellékhajtasok szadmaban is, illetve az ezekrdl szarmazd szemek méreteiben is. Az
ASHVGW?2.2 homolog esetében kevesebb féhajtas és tobb mellékhajtas volt megfigyelheto,
tehat a bokrosodas is erdteljesebb mértékli volt. Mindkettd homoldg esetében egyarant
novekedett a mellékhajtasonként mért ezerszemtomegek nagysaga. Ez elsésorban a szemek
szélesebb voltanak, valamint ebbdl add6dd nagyobb tomegiikkel voltak magyarazhatdak a
transzforméansok esetében, ehhez a szemhosszusagban mért csekély valtozasok voltak
feljegyezhetdek a kontroll novényeken mért szemekhez képest. Ez Osszhangban van az
irodalomban fellelheté eredményekkel is. Song és mtsai. (2007) a GW2 gén térkepezésen alapulod
azonositasat és klonozasat végezték el. A szerzOk a gént forditott, antiszensz oriendtacidban (AS)
fejeztették ki ciszgénikus novényekben, ahol a gén elhallgattatisa novelte a rizsszemek

szélességét, szensz (S) orientdcidban torténd alkalmazésa pedig a szemméret csokkenését
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eredményezte. Két homozigota, kozel izogén vonal 0sszehasonlitasabol kideriilt, hogy a mutans
GW2 allél a rizs szemek szélességének jelentds novekedésével szignifikdnsan megnovelte a
szemtermés sulyat, mely a szem vastagsagaban és hosszaban bekovetkezett enyhe novekedéssel
parosult.

Az eredmények alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy ezek az ubiquitin ligdzok alapvetd
meghatarozoi lehetnek a vegetativ-generativ fazisok kozotti atvaltasnak. A gén szemméretet
befolyasold markerként torténd alkalmazhatosaganak kiilobozé szemméretekkel rendelkezd rozs,
triticale double haploid (DH) populéacidkon torténd vizsgalata egy tovabbi kutatdmunka targyat
képezheti. Igen érdekes lehet még a fenotipusok elemzése kétszikiiekben is, mivel jelentds

hatasuk lehet a biomassza mennyiségének meghatarozasaban.
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6. OSSZEFOGLALAS

A szarazfoldi novények helyhez kotott életmodjuk miatt ki vannak téve az allanddan
valtozo kiils6 kornyezetbdl érkezd hatasoknak, biotiku és abiotikus stresszfaktoroknak. Jelenleg
vilagszerte ¢és hazankban is a szarazsag stressz az egyik legjelentdsebb termés korlatozod
abiotikuss stressztényez6 a gabonafélék, igy az arpa esetében is.

A nemesités sikeressége nagymértékben fligg attol is, hogy a meglévd természetes
genetikai variabilitds milyen értékes informacioval szolgalhat a szarazsagtiirésben résztvevd
gének funkcidjat illetden. Egyes gabonafajtdk, pl. rizs esetében mar publikalt eredmények is
mutattak, hogy a stressz tolerans és stressz érzékeny fajtak eltérd aldo-keto reduktaz
génexpresszioval rendelkeznek. Munkéank soran igy arra szerettiink volna véalaszt kapni, hogy a
szarazsagtiird arpa genotipusok esetében tudunk-e hasonlo irdnyvonalat kimutatni, illetve meg
tudjuk-e adni ennek az esetleges kiilonbozdségnek a genomikai hatterét. Ehhez kapcsoldddan az
arpa 2 sajat génjének (Hordeum vulgare L. ald6z reduktaz homolog 1 ,, HvARH1” és Hordeum
vulgare L. 6-os szammal jelzett stresszre reagald gén ,, HVSRG6 ") szarazsagtiirésében betoltott
szerepét vizsgaltuk expresszios analizisek segitségével a Torjék Ottdé munkacsoportja altal
korabban mar kiilonb6zd haplotipus csoportokba sorolt, szarazsagtiirés szempontjabol varidbilis
arpa genotipusokon.

Mindkét génjelolt esetében, a gének ABA kezelés hatisara adott expresszids valtozasait
vizsgaltuk. A HVARH1 gén esetében az irodalomban fellelhetd kisérleti eredmények szerint a gén
kifejezodese fejlodés specifikus €s hormonreguldlt: az abszcizinsav (ABA) serkenti, a
gibberellinsav pedig gatolja a gén expressziojat. A vizsgalt arpa genotipusaink 3 f6 haplotipusba
(HVARH1-Z1, HvVARH1-Z4 ¢és a HvARHI-Z6) voltak csoportosithatoak, kozottik 1évo
legfontosabb eltérés a promoter régidban felfedezhetd 6 bp hosszusagi delécid (a Z4 ¢és Z6
haplotipus csoportokon beliil), illetve a Z1 haplotipus csoport esetében a promoter régidban
elhelyezkedd 9 bp hosszii inszerci6 volt. Mindhdrom haplotipus csoporton beliil 3-3
genotipusban vizsgaltuk az inszercids-deléciés mutaciok hatdsat az ABA- indukalt
génexpresszids valtozasokban. Az alkalmazott ABA kezelés hatdsara minden esetben erételjes
gén indukciot tapasztaltunk. A legkifejezettebb, s egyben az adott haplotipuson beliil a leginkabb
egyontetlibb valtozast a HYARH1-Z1 haplotipusban tapasztaltunk (20-60-szoros ndvekedés). A
74 és Z6 haplotipusba tartozd téajfajtdk alacsonyabb, 10-szeres gén expresszids szintet
produkaltak. A Z4 haplotipushoz tartozé6 Compana genotipusban detektalt kimagasld expresszids
szint azonban eldrevetitette a nagyobb mintaszdmmal végzendd tovabbi génexpresszios
vizsgalatok (statisztikai) sziikségszerliségét. Az HVSRG6 gén esetében 5 olyan arpa genotipust

vizsgaltunk, amelyek a teljes hosszlsdgu promoter szekvenciat tartalmaztdk, illetve 3 olyan
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genotipust (Otis, Chilga ¢s Diamond), melynek promoéter régidja egy 197 bp nagysagu
inszercids-delécios (INDEL) mutaciot tartalmazott. Az ABA kezelést hatasara itt azonban csak
moderalt génexpresszids valtozast tapasztaltunk (2,7 szeres indukcidtol - 0,7 szeres represszidig),
de késObbi promoter analizisliink eredménye kimutatta, hogy az ABA indukcio és szarazsag
stressz valaszhoz kotheto elemek egyike sem talalhato az adott INDEL régioban.

A génfunkcids vizsgalatok masik moddja, ha a jelolt gént transzformans ndvényben
taltermeltetjiik. Ennek érdekében a kivalasztott génekkel tavaszi arpat (Hordeum vulgare L. cv.
Golden Promise) transzformaltunk, majd vizsgéaltuk a transzformans vonalak abiotikus
stressztoleranciajat, valamint a szem méretének alakulasat.

Els6 transzformaciés kisérleteink sordan csoportunk korabbi kutatdsi eredményeihez
kapcsolodoan egy genetikai modellnévénybdl, a Medicago sativa-bol szarmazo, reaktiv
aldehideket semlegesit6 ALR gén (MSALR) szerepét vizsgaltuk a stressztlirésben. Ezen
transzformaciok soran az MSALR fehérjét a citoszolba (p6d35S-MsALR) és/vagy a
kloroplasztiszba (p6d35s-cpMSALR) juttatd arpavonalakat is eldallitottunk. A konstrukciok
eléallitasaval parhuzamosan az arpa Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett transzformacios
madszerét is rutimddszerré adaptaltuk laboratoriumunkban. A transzgénikus jel6lt vonalak PCR
analizisével igazoltuk, hogy sikerrel vittiik at arpdba mind a célgént, mind pedig a szelekcids
markergént (hpt). Immunoblot analizissel nemcsak a termelt fehérje expresszidjat igazoltuk,
hanem bizonyitottuk, hogy a fehérje megfeleléen erds mennyiségben, s az adott
sejtkompartmentben (citoszol vagy kloroplasztisz) expresszalodik. Sikeresen hoztunk 1étre 24
fiiggetlen (14,3 % transzformacids hatékonysag); az MsALR fehérjét a citoszdlba, és 5
fiiggetlen; az MsALR fehérjét a kloroplasztiszba juttatd transzformans arpavonalat (4,4 %
transzformacios hatékonysag). Késdbbi vizsgalatokhoz kivalasztott vonalak esetében a citoszolos
transzforméns vonalon a transzgén beépiilési kopiaszamat is meghataroztuk. Az agrobaktériumos
transzformaciora jellemz6 alacsony kopiaszam helyett magas kopiaszamot értiink el, mely magas
expresszios szintet (14,9 + 2/ 11,2 + 0,8 RT-PCR-rel meghatarozva) bizonyitottunk.

A transzformans arpa leveleken végzett stressztiirési kisérleteinkhez — szintén irodalmi
adatok alapjan — fluoreszcens fehérjék (GFP ¢s DsRed) tranziens expresszidjan alapul6 tesztelési
eljarast fejlesztettiink tovabb, mely egyszerlien alkalmazhté volt laboratdiumban végzett
stresszkisérletekre. A DsRed fehérje biokémiai tulajdonsagai alapjan alkalmas volt arra, hogy
jobban megismerjiik és jellemezziik az alkalmazott stresszt a fluoreszcens fehérjéket termeld
arpa epidermisz sejtekben. A vizhidnyos allapot soran kialakult denatural6 koriilmények ugyanis
csokkentették az érett DsRed mennyiségét, viszont megndtt a vordsen fluoreszkalo sejtek aranya
—csak akkor, ha a transzgenikus ndvény ellenallobb volt a stressz hatassal szemben. Altalunk

alkalmazott modozatanak eldnye mas modszerckkel szemben, hogy egyszerlien adaptalhato
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szamos stressz esetén is, tovabba olyan esetekben is informéciot nyhjthat a vizsgalt abiotikus
stresszel szembeni tolerancia mértékére, amikor mds paraméterek (példaul fotoszintetikus
hatékonysdg) még nem mutatnak detektalhato kiilonbséget. A fluoreszcens tesztelés az altalunk
alkalmazott dehidratacios, s6 (175 mM NaCl) és karbonil (12,5 mM MGQG) stressz soran fellépd
sejtszintll  stresszvalaszok értékelésében megfeleld modszernek bizonyult a transzformans
p6d35S-MsALR (citoszol) és p6d35S-cpMsALR (kloroplasztisz) transzformans vonalainkon: a
kivalasztott vonalaink mind a GFP/DsRED sejtaranyban a vad tipusu kontroll névényekhez
képest szignifikdnsan magasabb értékeket mutattak, s egyben az alkalmazott abiotikus
stresszekkel szemben ellendllobbnak bizonyultak. Az aldéz-reduktdz gén tehat alkalmasnak
redukcidjdban. Vonalaink stressztiird képességét fluoreszcens pigmenttartalom mérésekkel is
alatdmasztottuk. A dehidraticio és sostressz esetén a stressz kezelt levelek szgnifikansan
magasabb Klrofill mennyiséggel voltak jellemezhetéek, mert igazolta az MSALR fehérje védo
hatasat az alkalmazott stresszekkel szemben a fotoszintetikus apparatus megvédése altal. A
metilglioxallal (MG) végzett stressz kezelések esetében a transzgénikus levelek 5 %-kal tobb
Klorofill tartalmat mutattak, mely azt engedte feltételezni, hogy a detoxifikald enzim stresszvédo
hatasa nemcsak a citoszolban felhalmozott fehérjék lehetséges karosoddsnak megeldzésében van.
Karotinoid tartalom tekintetében a dehidraticids stressz kezelés utdn enyhe csokkenés volt
megfigyelhetd a transzgénikus €s nem transzgénikus vonalainkon. A s6 és MG kezelés soran
megfigyeltek pedig arra engedtek kovetkeztetni, hogy novények a kezelés ellenére is képesek
voltak elegendd karotinoid bioszintézisére, mellyel szintén hatdsosan védték a fotokémiai
rendszer fehérjéit (nem fotokémiai kioltas). Fotoszintetikus pigmenttartalom mellett prolin €s
tiobarbitarsav reaktiv szarmazékok mennyiségi meghatarozasat is elvégeztiik. Kisérleteink soran
mindkét transzformaciés megkdzelités (citoszol / kloroplasztisz) hasonld eredményeket adott,
mely azzal is magyardzhat6, hogy az MsALR enzim természetes szubsztratjainak (reaktiv
karbonil-vegyiiletek) képzddése mindkét intracellularis helyen eléfordulhat. Mindkét
transzformans vonal esetében egymassal 6sszehasonlithatdo mértéki stressztoleranciat igazoltunk.

Dolgozatom kdvetkezd részét a szemméret meghatarozasaban szerepet jatszo GW2 gén
csendesitésére iranyuld transzformacids kisérletek képezték. Azonositottuk a rizs szemméret
meghatarozasaban fontos szerepet jatszo GW2 gén arpa homoldgjait (2), majd antiszensz
technoldgidval csokkentettiik kifejezodésiiket. Az ASHvGW2.1 konstrukcid esetén Osszesen 13
novényt regeneraltunk, melyek a késébbi PCR analizisek soran 4 fiiggetlen transzformans
vonalat bizonyitottak, az ASHvGW2.2 konstrukcié esetében pedig minddsszesen 8 novényt
regeneraltunk, melyek 2 fiiggetlen vonalhoz kapcsolodtak. A jeldlt vonalainkon PCR analizissel

generdciokon at igazoltuk a célgén ¢és a szelekcios markergén oOroklodését, RT-PCR
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technologiaval pedig a gén kifejezédésének csokkenését. T2 generdcios ndvényeken elvégeztiik
a novények részletes vizsgalatat, fenotipusos elemzését a kaldszok paraméterei (f6 és
mellékhajtasok szdma, szemszadm, ezerszemtomeg, Szem szélesség, hosszusag) alapjan. A rizs
GW?2 kozeli arpa homologjanak antiszenszelése (ASHVGW2.1) a novény vegetativ novekedési
fazisaban erdteljes fenotipust nem okozott, bar korabbi kaldszolas és lassubb kalaszérés volt
megfigyelhetd és hosszabb volt a tejes és viaszos érés idétartama, ezzel magyarazhatjuk a jobb
szemfeltoltddést és a kialakuld nagyobb szemméret és —tomeget is. Ezzel szemben a rizs GW2
tavoli arpa homoldgjanak antiszenszelése (ASHVGW?2.2) jelentOs valtozast eredményezett mar a
vegetativ ndvekedés fazisaban is. A ndvény alacsonyabb, igen jelentds (80 %-o0s) levéltomeg és
az azt eredményezd levélméret novekedéssel. A kaldszolas késett, a kalaszok gyakorlatilag a
teljes érés soran levélfedettek voltak. Kiilonbséget tapasztaltunk a f6- ¢és mellékhajtasok
szamaban is, illetve az ezekrdl szdrmazd szemek méreteiben is. A tavoli GW2.2 homolog
esetében kevesebb fOhajtds és tobb mellékhajtas volt megfigyelhetd, tehat a bokrosodés is
erételjesebb mértéki  volt. Mindkettd6 homoldg esetében egyarant novekedett a
mellékhajtasonként mért ezerszemtomegek nagysaga. Ez els6sorban a szemek szélesebb
voltanak, valamint ebbdl adodé nagyobb tomeglikkel voltak magyarazhatoak a transzformansok
esetében, ehhez a szemhosszisagban mért csekély valtozdsok voltak feljegyezhetek a kontroll
novényeken mért szemekhez képest. Ez 0Osszhangban van az irodalomban fellelhetd
eredmeényekkel is.

Az eredmények alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogy ezek az ubiquitin ligdzok alapvetd
meghatarozoi lehetnek a vegetativ-generativ fazisok kozotti atvaltasnak. A gén szemméretet
befolyasold markerként torténd alkalmazhatdsaganak kiiloboz6 szemméretekkel rendelkez6 rozs,
triticale double haploid (DH) populéacidkon torténd vizsgalata egy tovabbi kutatdmunka targyat
képezheti. Igen érdekes lehet még a fenotipusok elemzése kétszikliekben is, mivel jelentds

hatasuk lehet a biomassza mennyiségének meghatarozasaban.
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7. SUMMARY

Plants are sessile organisms, so their productivity largely depends on their sensitivity
agains the environmental stresses. The persistent problem of the agriculture that the yield
continously changes year by year due to the actual environmental stresses. In nature, plants are
exposed to a combination of biotic and abiotic stresses that limit crop yields. The pathogens and
the pests belong to the former, and the alterations from the optimal in the temperature, the light
and the water conditions belong to the latter. Researchers have started understanding the
molecular basis of combined biotic and abiotic stress interactions in order to produce stress
tolerant or high vyield crop plants. Currently, drought stress is the major limiting factor -
worldwide and in our country also - in the growth and production of crops cereals such as barley
as well.

Also, the efficiency of the breeding could highly depend on the existing genetic
variability and its contribution in drought stress tolerance. For the selection of barley genes that
play role in drought tolerance and to reveal their polimorphisms, the ECOTILLING technique
was applied in the research group of Ottd6 Torjék. The analysis of the determined genotypic-
phenotypic associations allowed them to ensure the contribution of their selected genes in
drought tolerance. This technology facilitated the isolation of the different haplotypes among the
analyzed 96 cultivars via sequencing them. Connected to this research our aims were to
demonstrate the genotype independent transcriptional response of two selected barley genes
during drought conditions.

Based on the literature data the expressional responses of both candidate genes were
investigated during ABA treatment. The results of the published studies showed that the
expression of the HYARH1 gene is influenced by developmental and hormonal condition: the
abscisic acid increases and the gibberellic acid obstructs the expression level of this gene. The
investigated barley haplotypes could be clustered into three main groups: (HVARH1-Z1,
HVARH1-Z4 és a HvARH1-Z6); the decisive feature was a 6 bp long deletion in their promoter
sequence in the Z4 and Z6 haplotypes, and a 9 bp long insertion in the Z1 haplotype’s promoter.
The effect of the insertion-deletion mutations were analysed in 3 genotypes in each haplotypes,
respectively. We experienced massive gene induction in all the cases during ABA treatment. The
strongest and most conform induction (20-60-fold increase) was observed in the HYARH1-Z1
haplotype. The cultivars belonging to the Z4 and Z6 haplotypes showed lower, 10-fold
expression increase. An extremely high value was measured in the case of a Compana genotype

belonging to the Z4 haplotype group demonstrated the importance of individual genomic
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characteristics and the necessity of the statistical analysis of data derived from multiple samples.
In the case of the ABA induction of HVSRG6 gene, 5 barley genotypes containing the full length
promoter and 3 genotypes (Otis, Chilga, Diamond) containing a 197 bp long deletion in the
promoter were tested. We observed only a very moderate response to ABA treatment in HYSRG6
expression, and PlantCARE analysis of the promoter showed that none of the sequence elements
responsible for ABA or drought responsive gene expression could be localized to the deleted
region.

The other possible method to investigate candidate genes’ function can be to overexpress
them in transformed plants, so the further experiments of my thesis are based on analysis of
different stable transformant barley lines. We introduced gene contructs including the selected
genes overexpressed into Hordeum vulgare L. cv. Golden Promise plants, and characterized their
abiotic stress tolerance and their grain size. The first genetic transformation experimet was
performed using a reactive aldehyde deactivating ALR gene isolated from a previous model
plant, Medicago sativa. In these experiments we produced transformed lines targeting this
protein into the cytosol and the chloroplast, respectively. In paralell with the preparation of the
expression cassettes, we succesfully adapted the Agrobacterium-mediated transformational
method of barley embryos to our laboratory conditions. We proved the successful transfer of the
target gene and the antibiotic resistance marker gene (hpt) using PCR technique, and with
Western blot we verified both the level and the location (cytosolic or chloroplast-targeted) of the
transgene’s expression. We created 24 independent lines (14,3 % transformational efficiency)
with cytosolic, and 5 independent lines (4,4 % transformational efficiency) with chloroplast-
targeted MSALR overexpressing barley lines. Selecting the candidate lines for the further
experiments the transgene copy number was also determined in the case of the cytosol-targeted
lines. Despite the characteristically low copy number of the Agrobacterium-mediated
transformation, we experienced not only high expression, but also high copy number of the
candidate gene (14,9 + 2, and 11,2 + 0,84, real-time gPCR technique).

The stress tolerance experiments were carried out according to the literature's protocol
using detached leaves from transformed barley plants. We improved the test system that is based
on the transient expression of fluorescent proteins (GFP and DsRed). The biochemical
parameters of the DsRed protein make it suitable to characterize the effect of stress conditions in
the epidermic cells: the denaturing conditions that occur during water deficiency decrease the
amount of the matured DsRed protein, the number of the red-fluorescent cells increases, if the
transgenic plant is tolearnt to the applied stress. The most important advantage of this system is
that it can be adapted easily for other stresses, and, due to its sensitivity, it can give us

information about the scale of the stress tolerance in difficult situations where other methods
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such us photosynthetic mesurements cannot provide such data.. The fluorescence tests were
proved to be efficient in the case of dehidration, salinity (175 mM NaCl) and carbonyl (12,5 mM
MG) stress, as investigating the response to these abiotic stresses in cellular level; both for the
cytosol- and the chloroplasts-targeted MSALR expressing transformed lines. The selected lines
showed higher in the DsRed/ GFP ratio compared to the wild type, and they exhibited higher
resistance to the stresses, as well. Therefore, the aldose reductase gene was proved to be efficient
in the detoxification of the accumulating reactive aldehydes during diverse abiotic stresses. The
stress tolerance of the transgenic lines was verified further by fluorescent pigment content
measurements. In the case of dehydration and salt stress the chlorophyll content of the transgenic
lines was significantly higher, which demonstrates that the overproduction of MSALR lead to
increased stress tolerance, partially through the preservation of the photosynthetic apparatus
system. During the methylglyoxal experiments we experinced 5% higher chlorophyll content
which allowed us to presume that the protective role of the aldose reductase does not confine to
the defense of the cytosolic proteins. In the point of the carotenoid content there was a slight
decrease in both the transgenic and wild type samples. The observations we gained in the salt
and MG experiments allowed us to conclude that the plants were able to produce enough
carotenoids despite the treatments, wherewith they protected the proteins of their photochemical
system (non-photochemical quenching). Beside the photosynthetic pigment content
measurements we also determined the proline contents and the thiobarbituric acid derivatives of
reactive aldehydes. We found the both of our transformational approaches (cytosolic and
chloroplast-targeted MsALR) were equally efficient in this field. The explanation could be that
the generation of the natural substrates of the aldose reductase happen in both intracellular
locations; the observed stress tolerance levels were compairable to each other.

The next part of my thesis focuses to the experiments oriented to the silencing of the
barley GW2 gene, which plays role in the grain size determination. First we identified the two
barley homologues of the rice GW2, then we decreased the amount of the transcript in transgenic
plants using antisense gene silencing technology. In the case of the ASHVGW2.1 construct we
regenerated 14 plants that belonged to 4 independent transgenic lines, and in the case of the
ASHVGW2.2 construct 8 plants were regenerated from 2 independent lines. In these candidate
lines we verified the transgenes’ (target and marker genes) prescence by PCR, and measured the
decreased expression level of target genes by real-time gPCR. In the T, generation we performed
a detailed charachterization and phenotypic analysis of the most important spike parameters
(number of the main and secondary shoots, seed number, 1000 seed mass, length and width of
the seeds). Although the silencing of the closer homologue to the rice GW2 (ASHVGW2.1

construct) did not cause strong phenotypic changes in the vegetative phase, the plants produced
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spikes earlier and the ripening of the seeds was significantly slower, leading to better grain-
filling and larger seeds and higher yield. However, the silencing of the other homologue
(ASHvVGW?2.2 construct) appeared to provoke remarkable changes already in the vegetative
growth phase of the barley plants. The plants were shorter, but the leaves were significantly
larger, and the dry weight of the leaves increased with 80% compared to the wild type. The spike
production was late, the spikes were covered by the leaves in full ripening. We observed
differences between the number of the main and secondary shoots, and in the seed size in the two
different transformant group. In the other homologue we counted more secondary shoots, that
means the tilling was more vigorous. The thousand seed weight was significantly higher in both
groups, which could be explained with the increased width of the seeds, since we could measure
only small differences in the seed length compaired them to the wild type ones. This finding is
well-harmonized with the data in the literature.

These results allow us to conclude that these ubiquitin ligases can play pivotal role during
the switch from vegetative to generative phase. The analysis of the applicability of this gene as a
seed size determining marker is a future aim, using indipendent triticale DH lines possessing
different sized seeds. Also, it could be interesting to investigate this gene’s expression in dicot

plants due to its possible effect on biomass production.
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