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A MUNKA ELOZMENYEL CELKITUZESEK

A kornyezeti stresszekre adott ndvényi védekezd mechanizmusok
megismerése alapvetden fontos, hogy a termésbiztonsagot szélsdséges
kornyezeti feltételek kozott is fenn tudjuk tartani.

A szérazsagtiirésre torténd nemesités egyik legfontosabb eszkoze
lehet a szarazsagtiirés szempontjabol kedvezd hatasti allélvariansok
megtalalasa és ezek keresztezés soran torténd felhasznalasa. A kutatok altal
kivalasztott génjeldltek szerepének tisztazasaban, illetve a szdrazsagtlirésre
torténd nemesitésben kulcslépés a genotipusok (értékes génvariansokat
hordozd6 ndvények és egyéb nemesitési anyagok) szarazsagtiird
képességének megbizhatdé meghatarozasa. Egyes gabonafajtdk, pl. rizs
esetében mar publikalt eredmények is mutattdk, hogy a stressz tolerans és
stressz  érzékeny fajtak eltér6 aldo-keto reduktaz génexpresszioval
rendelkeznek. Munkank sordn igy arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy a
szarazsagtlird 4arpa genotipusok esetében tudunk-e hasonld irdnyvonalat
kimutatni, illetve meg tudjuk-e adni ennek az esetleges kiilonbozdségnek a
genomikai hatterét. Ehhez kapcsoldddéan az arpa 2 sajat génjének
(,HVARH1” és ,,HVSRG6”) szarazsagtiirésében betoltott szerepét vizsgaltuk
expresszids analizisek segitségével a Torjék Ottdé munkacsoportja altal
kordbban mar kiilonb6z6é haplotipus csoportokba sorolt, szarazsagtiirés
szempontjabol variabilis arpa genotipusokon.

A dolgozat tovabbi részei az Agrobacterium tumefaciens altal
kozvetitett génatviteli eljarast és a vele elért eredményeket mutatjak be. Az
altalunk is vizsgalt, lucernabdl izolalt ALR (Medicago sativa aldoz-reduktaz,
MSALR) gén a stressz folyamatok sordn képzddé reaktiv aldehidek
redukciojaval, illetve ozmotikumok szintézisével védelmet nyujthat az
abiotikus stresszek ellen. A lucerna eredetii aldo-keto reduktazokat (AKR)
termeld transzgenikus ndvények igazoltan magasabb toleranciat mutattak
tobbféle abiotikus stresszel szemben is, pl. szarazsag (Oberschall et al.
2000), UV (Hideg et al. 2003), h6 (Turdczy et al. 2011). A doktori munka
soran egyrészt azt vizsgaltuk, hogy a lucerna ALR enzim milyen mértékben
tudja kifejteni ezt a védéhatast. Masrészt, hogy a reaktiv karbonil vegyiiletek
eltavolitasa a citoplazmaban vagy a kloroplasztiszban fontosabb. Ennek
eldontésére olyan konstrukciot is 1étre hoztunk, mely lehetévé teszi az egyes
detoxifikalo tulajdonsdgu fehérjék kloroplasztiszba torténd transzportjat. A
génjeloltet tavaszi arpaban tultermeltettiik €és a megnovekedett génexpresszid
hatasat vizsgaltuk a transzformdns novény abiotikus (dehidratacid, sé és
karbonil) stressz-adaptacioja soran. A jellemzés modszerét egy abiotikus
stresszekre adaptalt tranziens génexpresszid tesztrendszer (Marzin et al.
2008) képezte.

Az abiotikus stresszhatdsoknak ellenalldo ndvények eldallitdsa mellett
a kutatasok kiemelkedd fontossdgi masik célja a terméspotencial novelése



is; igy példaul a szemtermés méretének javitdsa, vagy a szemfeltoltddés
folyamatanak befolyasoldsa is fontos nemesitdi szempont. Irodalmi adatok
alapjan kivalasztottunk egy gént, mellyel szintén az arpa szemméretét
kivantuk befolyasolni. Valasztasunk a korabban rizsbél izolalt és jellemzett
GW2 (grain weight 2 gén, szemsuly meghatarozasaban szerepet jatszo) génre
esett. Antiszensz orientadcidban haszndlva a transzformdacié soran a
rizsszemek szélességének jelentés novekedésével szignifikansan sikeriilt a
szemtermés sulyat novelni, mely a szem vastagsagaban ¢és hosszaban
bekovetkezett enyhe ndvekedéssel parosult (Song et al. 2007). Kutatasaink
soran a gén arpa homoldgjaival végeztiink transzforméacios kisérleteket, hogy
megbizonyosodjunk szemméret befolydsolasaban betdltott szerepiikrol.

Az értekezés 6 célkitlizéseit igy az alabbi pontokban foglalom Gssze:

1. Az arpa szarazsagtiirésében feltételezhetéen szerepet jatszo sajat
génjeinek, a HVARH1és HVSRG6 gének expresszidjanak vizsgalata
abszcizinsav kezelés hatasara.

2. A tavaszi arpa Agrobacterium tumefaciens -szel torténd
transzformdcioja, a technologia adaptaldsa és az elkészitett konstrukciokkal
stabil transzformans arpavonalak létrehozasa.

3. A lucernabol izoldlt MsSALR gén binaris vektorba épitése olyan
transzgénikus vonalak eldallitasa céljabol, amelyek az ALR fehérjét a
citoplazmaban (p6d35S-MsALR) vagy a Kkloroplasztiszban (p6d35S-
cpMsALR) halmozzak fel. A transzgén beépiilésének és kifejezddésének
bizonyitasa €s kdpiaszaméanak meghatarozasa molekularis modszerekkel.

4. Az MsALR gén abiotikus stresszvalaszokban betdltott szerepének
fluoreszcencia detekcids modszeren alapuld tanulmanyozasa. Ezt a kutatast a
l1étrehozott stabil transzforméans arpa vonalak dehidratacid, s6 és karbonil
stressztlirés vizsgalatain keresztiil végeztem. A fluoreszcens sejtarany
értékek altal igazolt stressz tolerancia mértékét mas biokémiai modszerekkel
(klorofill tartalom, prolin, tiobarbitirsav reaktiv anyagok (TBARS)
felhalmozodas mérése) is alatdmasztottam.

5. A szemméret befolyasolasaban szerepet jatsz6 GW2 gén arpa
homolégjait antiszensz orientdcidban tartalmazd stabil transzformansok
létrehozasa, a transzformans vonalak jellemzése molekularis biologiai
modszerekkel. A vonalak fenotipizalasa, szemméret pixel-analizisen alapulod
vizsgalata.



ANYAG ES MODSZER

Novénynevelés, novényanyag

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

Az arpa leveleken végzett tranziens expresszios, génbelovéses kisérletekhez
7-10 napos arpa novénykékrdl levagott, kb. 6 cm hosszisagu els6 leveleket
helyeztink 0,5 % (w/v) viz-fitoagar (Duchefa) tdptalajra, Gsszesen 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.

Arpa transzformacio

Az arpa Agrobacterium tumefaciens (LBA4404 torzs) altal kozvetitett stabil
genetikai transzformacioja soran Hensel és Kumlehn (2004) altal kidolgozott
protokollt kdvettiik.

RNS izolalas, cDNS-szintézis és valos ideji, kvantitativ, reverz
transzkripciés PCR (RT-gPCR)

A génexpresszids vizsgalatokhoz sziikséges 0ssz-RNS izoldlasokat
Chomcyznski és Sacchi (1987) modszere alapjan Tri-reagenssel (Sigma)
végeztiik. A tisztitott RNS mintakbol szintetizalt cDNS-eket real-time (valos
idejli) PCR futtatdsokhoz hasznaltuk, melyeket az ABI Prism 7900 HT
Sequence Detection System késziilékén végeztiink. Az adatok analiziséhez a
2% modszert alkalmaztuk (Livak és Schmittegen, 2001).

Tranziens expresszios tesztrendszer anyagai és modszertana:
részecskebelovés és stressz kezelés

A tranziens részecskebelovés sordn az aranyszemcsék két tranziens
expresszios plazmiddal torténd bevonasdhoz Mihaly Robert doktori
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 génbelovéssel
tranziensen transzformaltuk, majd a belovést kovetdéen 24 Oraig, nem
stresszelt koriilmények kozott hagytuk felhalmozddni a zolden fluoreszcens
(GFP) és az éretlen, nem fluoreszkalé DsRED (Discosoma sp. RED, voros



fluoreszcens protein) fehérjét, Parafilm® -mel lezart Petri-csészékben,
klimatizalt helyiségben (24 °C allandd6 hémérsékleten, nem kozvetlen
megvilagitassal). Egy nap elteltével Olympus SZX12 fluoreszcens sztereo
mikroszkép alatt (Olympus Europa GmbH, Hamburg, Germany)
megszamoltuk a GFP expresszald 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 eltéro stressz kezeléseken (dehidratacio, so és
metilglioxal) esett 4t, melyeket az alabbiakban részletezett modon hajtottunk
veégre:

Dehidratacios stressz esetén a levagott levelek 50 % -at tettiik ki
kiszaritasos stressznek gy, hogy tomegiiket a levagaskor mért kiindulési
tomegiik 60 % -ara csokkentettiik kiszaritassal, laminaris boxban (Gelaire,
Italy), 22 °C hémérsékleten, 60+30 perc alatt. Miutan elérték a kivant
tomeget, atnedvesitett filter papirral (0.25 ml H,0) ellatott Petri-csészékbe
helyeztiik dket, s Parafilm® -mel (Pechiney, Chicago, IL, USA) lezarva,
nem kozvetlen megvilagitasu helyre helyeztiik dket.

Sostressz esetén a stressz kezelt, levagott levelek 175 mM NaCl
(natrium klorid)—ot tartalmazoé viz-fitoagar taptalajra keriiltek. A NaCl-ot a
kivant koncentracidoban autoklavozas el6tt adagoltunk a taptalajba.

Metilglioxdllal (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 el6htitott taptalajhoz.

Mindegyik stressz kezelés esetén mind a kontroll és stressz
koriilmények kozott tartott levelek 96 oOrdig voltak inkubdlva. A stressz
kezelések végeztével megszamoltuk a levélszegmenseken vorosen
fluoreszkald epidermisz sejteket, s ezek szdmat normalizaltuk a belovést
kovetden, stressz kezelés nélkiil felhalmozodni hagyott z6ld fluoreszcens
sejtek szamaval.

A pixel alapu szemméret jellemzés digitalis fotografiaval

A szemméret meghatarozasara a T2 nemzedék kivalasztott vonalaibol 80-80
mag tomegét mértilk le Ohaus Model EP114C analitikai mérleg (Ohaus
Corporation, Parsippany, NJ, USA) segitségével (0.1 mg mérési pontossag).
A lemért szemek szemmeéret meghatarozast a Komplex Stressz Diagnosztikai
Rendszer részét képez6 SSAP program segitségével (Seed Size Analysis
Program, v. 0.95) végeztikk el. A program ¢és a fényképek analiziséhez
sziikséges filiggvényeket Sass Laszlo (SzBK, Novénybiologiai Intézet)
fejlesztette.



GFP és DSRED expresszalo epidermisz sejtek mikroszkopos detektalasa

A GFP és DsRED expresszald sejtek szamolasa Olympus SZX12
fluoreszcens sztereo mikroszkdp segitségével tortént. A GFP és DsRED
expresszalo sejtekrdl késziilt fényképfelvételek Olympus Camedia C7070
digitalis kameraval késziiltek, DScaler szoftver (4.1.15. verzio,
www.dscaler.org) hasznalataval.

Klorofill és karotinoid tartalom meghatarozasa

A méréseket a belovéses kisérleti rendszerben hasznalt leveleken
(~300mg, 5 levél/ 6cm O Petri-csésze) végeztik, melyeket folyékony
nitrogénben porra 6roltiink. A fotoszintetikus pigmenteket 4 °C-0s, 80 v/v %
koncentracioji acetonban vald dorzsoléssel extrahdltuk. A mintikat
centrifugalas utan (4°C, 10 perc, 2500 rpm) spektrofotometridsan (Hitachi U-
2900) mértiik a kovetkez6 hullamhosszokon: 663,6 ¢s 646,6 nm (klorofill a
¢és b), valamint 440,5 nm (karotinoidok). A kiértékeléshez Yang et al. (1998)

altal felallitott képleteket hasznaltuk.
Statisztikai analizis
A statisztikai elemzések a Microsoft® Excel 2003 (Microsoft Inc.,

Redmond, WA, USA) szoftver segitségével késziiltek el, kétmintéas t-probat
alkalmazva, P<0.05 valdsziniiségi szinten.


http://www.dscaler.org/

EREDMENYEK

Az arpa szarazsagtiirésében feltételezhetéen szerepet jatszo sajat
génjeinek expresszios vizsgalati eredményei

A Torjék Otto altal vezetett csoportjanak munkajahoz kapcsolodva
vizsgaltuk az arpa 2 sajat génjének abszcizinsav (ABA) kezelésre adott
expresszios valaszat vizsgaltuk. A kivalasztott gének a kdvetkezOk voltak:
HVARH1, valamint a HVSRG6.

A HvVARH1 gén esetében a korabban 3 f6 haplotipus csoportba
(HVARH1-Z1, HVARH1-Z4 ¢és a HvARH1-Z6) sorolt genotipusok kozotti
legfontosabb eltérés a HYARH1-Z4 és HYARH1-Z6 haplotipus csoportokon
beliil a promoter régidban, a transzlacios starttél 71 bazisparnyi tavolsagra
upstream iranyban elhelyezked6 6 bp hosszusaga delécio, illetve a
HVARH1-Z1 haplotipus csoport esetében a promoter régidban, a transzlacios
startponttol 735 bp tavolsagra upstream iranyban elhelyezkedd 9 bp hosszu
inszercid volt. Mindharom haplotipus csoporton beliill 3-3 genotipusban
vizsgaltuk az inszercids-delécios mutaciok hatasat az ABA- indukalt
génexpresszios valtozasokban. A 6 hetes leveleken végrehajtott 24 oras, 50
uM ABA kezelés hatdsdra minden esetben erdteljes gén indukciot
tapasztaltunk, ami a relativ transzkriptszint vizes kontroll kezelt mintakhoz
viszonyitott szignifikdns emelkedésében nyilvanult meg. 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 ndvekedést mutatott a vizes
kontroll kezelt leveleken mértekhez. A Z4 és Z6 haplotipusba tartozo
tajfajtadk alacsonyabb, 10-szeres gén expresszios szintet produkaltak. A Z4
haplotipushoz tartoz6 Compana genotipusban detektalt kimagaslo
expresszios szint azonban eldrevetitette a nagyobb mintaszammal végzendd
tovabbi génexpresszids vizsgalatok (statisztikai) szlikségszertisegét.

A HvSrg6 gén esetében az ABA indukalt expresszios valtozasokat 5
olyan genotipusban vizsgaltuk meg, amelyek a teljes hosszisagu promoter
szekvenciat tartalmaztak, illetve 3 olyan genotipusban (Otis, Chilga és
Diamond), melynek promoéter régidja a transzlacios starttdl 158 bp
tavolsdgra egy 197 bp nagysagl inszercios-delécids mutacidt tartalmazott.
Az eldz6 expresszios analizissel szemben itt az irodalmi adatokat kovetden
melynek hatdsara azonban csak moderalt génexpresszios valtozast
tapasztaltunk, ennek a valtozasnak a nagysaga 2,7 szeres indukciotol a 0,7
szeres represszioig €rd tartomanyban mozgott.



Stabil arpa transzformacié az MSALR génnel

Az MSALR fehérjét termeld vektorkonstrukciok eldallitasakor
felmeriilt a kérdés, hogy az oxidativ stressz soran keletkezo reaktiv karbonil
vegyiiletek eltavolitasa a citoplazmaban vagy a kloroplasztiszban fontosabb,
esetleg a detoxifikald enzim egyiittes jelenléte novelheti-e meg jobban a
stressz ellenallosagot. Ennek eldontésére olyan konstrukciok eléallitasat
kezdtiik meg, mely lehetové teszi az egyes detoxifikald tulajdonsagu
fehérjék citoszolba, vagy kloroplasztiszba torténd transzportjat.

A konstrukciok elballitasaval parhuzamosan az arpa Agrobacterium
tumefaciens altal kozvetitett transzformacios protokolljanak (Hensel et al.
2004) laboratériumi koriilményeink kozé torténd adaptilasa is sikeresen
megtortént.  Létrehoztunk 24  fliggetlen (14,3 % transzformacios
hatékonysdg); az MsALR fehérjét a citoszolba, és 5 fliggetlen; az MsALR
fehérjét a kloroplasztiszba targetald transzformans arpavonalat (4,4 %
transzformécios hatékonysdg). A PCR analizissel ellendrzott vonalak
mindegyikében ki tudtuk mutatni nemcsak az MSALR, hanem a szelekcios
markergén (Hpt) jelenlétét, és fehérje immunoblot analizs sordn pedig a
szintetizalod6 MsALR fehérjét. A termelt fehérjét a kloroplasztiszba
targetalo p6d35s-cpMSALR vonalak esetében a citoszolos transzformans
vonalakkal dsszehasonlithaté mértékben szintetizdlodo fehérjét detektaltunk,
bizonyitottam azt is, hogy az arpa Rubisco kis alegység tranzit peptid
hatékony célbajuttatd szekvenciat biztositott a fizids protein szdmdra. A
citoszolos traszformans vonalunk esetében (L3 vonal) a beépiilt transzgén
kopiaszamat  kvantitativ  real-time PCR-rel hataroztuk meg. Az
Agrobacterium altal kozvetitett genetikai transzformaci6 a vizsgalt MSALR
transzformans vonalunkon a vérakozéasokkal ellentétben magas kopiaszamot
eredményezett: mindkét szamoladsi modszerrel 10 feletti beépiilési
koépiaszamot mutatott (14,9 £+ 2 valamint 11,2 = 0,84).

Tranziens génexpresszidés tesztrendszer az MSALR gén abiotikus
stresszvalaszban betoltott szerepének bizonyitasara

A fluoreszcens tesztelés a dehidratacios, s6 €s karbonil stressz soran fellépd
sejtszintli stresszvalaszok értékelésében megfeleld modszernek bizonyult a
p6d35S-MsALR  (citoszol) és  p6d35S-cpMsSALR  (kloroplasztisz)
transzformans vonalainkon; a kivalasztott vonalaink mind a GFP és DsRED
fehérjéket termeld, zolden ¢és vorosen fluoreszkald epidermisz sejtek
ardnydban a vad tipusu kontroll ndvényekhez képest szignifikansan
magasabb értékeket mutatott, s egyben az alkalmazott abiotikus stresszekkel
szemben ellenallobbnak bizonyult. Munkank alatt a stressz kezelések soran
mért GFP/DsRED sejtaranyokban kapott szignifikans kiilonbségek



alatdmasztasara klorofill és karotinoid izolalasokat is végeztiink tehat.
Megallapitottuk, hogy mindharom stresszkezelés a varakozasoknak
megfeleléen mindkét transzformans vonalunk esetében (L3 és cpLl)
csOkkentette a klorofill tartalmat. A dehidratacid és sOstressz esetén a stressz
kezelt transzgenikus levelek szignifikansan magasabb klorofill mennyiséggel
voltak jellemezhetéek. A metilglioxallal (MG) végzett stressz kezelések a
stresszelt transzgénikus levelek csak 5 %-kal tobb klorofill tartalmat
mutattak. Karotinoid tartalom tekintetében a dehidratacios stressz kezelés
utdin enyhe csokkenés volt megfigyelhetdé a transzgénikus ¢€s nem
transzgénikus vonalainkon. A s6 és MG kezelés nem mutatott hasonlo
valtozast: ez a paraméter emelkedett vagy éppen nem valtozott a
stresszkezelés hatdsara.

Az altalunk végzett kisérletek mind azt igazoltdk, hogy az MsALR
fehérjét taltermeld arpavonalaink mind ellendlloaknak bizonyultak az
alkalmazott abiotikus stresszek esetében, fiiggeleniil attol, hogy a termelt
fehérjét a citoszolba, vagy a kloroplasztiszokba targetaltuk.

Arpa stabil genetikai transzformaciéja a GW2 gén csendesitésére

Dolgozatom kovetkezd részét a magméret meghatarozasaban szerepet
jatszd GW2 gén csendesitésére iranyuld transzformacios kisérletek képezték.
Ennek elsd épéseként a rizs szemméret meghatarozasaban fontos szerepet
jatsz6 GW2 gén (mely egy E3 ubiquitin ligazt kodol) arpa homoldgjait
kerestiik meg ¢és ezek kifejezddését csokkentettiik antiszensz technologiaval;
a gének rovid, specifikus szakaszainak Golden Promise tavaszi arpaba
torténd visszatranszformalasaval. Az adatbazisokban torténd keresésébol
megallapitottuk, hogy az ismert kétszikli szekvencidk 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 elsé felére koncentralodik, ahol az ubiquitin
lighz aktivitasért feleloés RING-domén talalhatd, a szubsztrat kotésért
feltehetden felelés masodik szakasz szekvencidja egymastol teljesen eltéro.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fehérjék élettani funkcidja is jelentdsen
kiilonbozhet, noha mindkét esetben a fehérje degradacids utvonal irdnyito
enzimeirdl van szo. A rizs esetében a GW2 homoldg fehérje szekvencidja
bizonytalan. Bar az ezt kddol6 genomikus régi6 ismert, a predikcio nem fedi
a CDNS-¢k altal megerdsitett aminosav sorrendet.

A transzformans vonalainkon Gabonakutatd Non-Profit Kft.-ben
megkezdtilk a novények részletes vizsgalatait (Golden Promise kontroll
novények €s a transzgenikus arpdk 6 vonala), melyben az egyedszdmok
(vonalanként 18-20) megengedték a novények fenotipusos elemzését a
kalaszok  paraméterei (f6 ¢és mellékhajtdsok szdma, szemszam,
ezerszemtomeg, szem szélesség, hosszlisdg) alapjan. A tapasztalt
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fenotipusok alapjan osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy a rizs GW2 kdozeli
arpa homoldgjanak antiszenszelése (ASHvVGW2.1) a novény vegetativ
novekedési fazisdban bar erdteljes fenotipust nem okozott, a kaldszolas a
kontrollhoz képest elobb kezdddott (koriilbeliil egy héttel. A kalasz érésének
folyamata lassubb, hosszabb volt a tejes és viaszos ¢érés iddtartama.
Feltételezéseink szerint ezzel is magyarazhatd a jobb szemfeltoltodés és a
kialakul6 nagyobb szemméret és -tomeg. Ezzel szemben a rizs GW2 tavoli
arpa  homologjanak antiszenszelése (ASHvGW2.2) jelentds valtozast
eredményezett mar a vegetativ novekedés fazisdban is. A ndvény
alacsonyabb, igen jelentds (80 %-os) levéltdmeg és az azt eredményezd
levélméret novekedéssel. A kalaszolas legalabb egy hét késéssel indult meg
a kontrollhoz képest, a kaldszok gyakorlatilag a teljes érés sordn
levélfedettek voltak. Kiilonbséget tapasztaltunk a f6- és mellékhajtasok
szamaban 1is, illetve az ezekr6l szarmazo szemek méreteiben is. Az
ASHVGW?2.2 novények esetében kevesebb fohajtas és tobb mellékhajtas volt
megfigyelhetd, tehat a bokrosodas is erdteljesebb mértékli volt. Mindkettd
homoldg esetében egyarant novekedett a mellékhajtasonként mért
ezerszemtdmegek nagysdga. Ez elsdsorban a szemek szélesebb voltanak,
valamint ebbdl adddé nagyobb tomegiikkel voltak magyarazhatéak a
transzforméansok esetében, ehhez a szemhosszisagban mért csekély
valtozasok voltak feljegyezhetdéek a kontroll ndvényeken mért szemekhez
képest.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az arpa szarazsagtiirésében feltételezhetéen szerepet jatszo sajat
génjeinek expresszios vizsgalati eredményei

Az elmult évek szakirodalmi eredményeinek koszonhetdéen szdmos olyan
tényezd valt ismertté, amely a szarazsagtiirésben szerepet jatszo gének
transzkripcidjat befolydsolja. Egyes gabonafajtak, pl. rizs esetében mar
publikalt eredmények is mutattak, hogy a stressz tolerans €s stressz érzékeny
fajtak eltérd aldo-keto reduktaz génexpresszioval rendelkeznek (Karuna Sree
et al. 2000). Munkank soran igy arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy a
szarazsagtiird arpa genotipusok esetében tudunk-e hasonld irdnyvonalat
kimutatni, illetve meg tudjuk-e adni ennek az esetleges kiilonb6zdségnek a
genomikai hatterét. Munkank soran elsd 1épésként vizsgaltuk az arpa sajat
génjeinek abszcizinsav (ABA) kezelésre adott expresszids valaszat. A
HvAHR1gén vizsgalatai soran a Compana genotipusban a tobbi mintahoz
képest detektalt kimagasld expresszids szint azonban elOrevetitette a
nagyobb mintaszammal végzendd tovabbi génexpresszios vizsgalatok
szlikségszerliségének felvetését, nagyobb mintaszdmbdl még pontosabb
kovetkeztetéseket vonhatunk le az adott haplotipus csoportokba tartozo
genotipusok hormon indukalt expresszids valaszaibol.

A HVSRG6 gén esetében mivel a hormon hatasara is csak mérsékelt
génexpresszios killonbségeket detektaltunk, elvégeztik a promoter régio
internetes adatbazisban végzett elemzését is. Ennek eredménye bizonyitotta,
hogy a hormonindukcidhoz sziikséges elemek egyike sem taldlhatdé az
inszercios-delécios régioban. Altalanossagban, az irodalomban fellelhet6
adatok alapjan azonban elmondhat6, hogy az SRG6 gén expresszidja azon
genotipusokban kifejezetten magas, ahol sok fizioldgiai karakter (gazcsere,
PS(II) fotokémiai rendszer teljesitménye, sejtmembran stabilitas) is kevésbé
érzé¢keny a szdrazsag stressz (Rapacz et al. 2010) okozta valtozasokra,
megerdsitve ezaltal azt a feltevést, hogy a génjeldltiink fontos részét képezi a
széarazsag stressz elleni védelem komplex mechanizmusanak (Xu et al. 2010;
Tong et al. 2007). A gén ABA indukalt expresszidja mellett végzett egyéb
fiziologiai paraméterek elemzése tehat még atfogdbb képet adhat a gén

crer

Stabil arpa transzformacié az MSALR génnel

A citoszolos traszforméns vonalunk esetében (L3 vonal) a beépiilt
transzgén kopiaszamat, a jelenleg legmegbizhatobb modszerrel (Gadaleta et
al. 2011), kvantitativ real-time PCR-rel hataroztuk meg. Az Agrobacterium
altal kozvetitett genetikai transzformaci6 a vizsgalt MSALR transzforméns
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vonalunkon a  varakozasokkal ellentétben magas  kopiaszamot
eredményezett: mindkét szamoldsi modszerrel 10 feletti beépiilési
képiaszdmot mutatott (14,9 = 2 valamint 11,2 + 0,8). Ez az irodalomban
fellelhetd adatokhoz képest ellentétben allt, hiszen az agrobaktériumos
transzformalas altaldban alacsony beépiilési kopiaszamot eredményez
(Bartlett et al. 2008). Az cllentétes orientacidban beépiild transzgén kopiak
genom instabilitashoz, rekombinacids eseményekhez illetve
géncsendesitéshez vezethetnek (Wolffe et al. 1997, Travella et al. 2005), bar
ennek ellenkezdjére is vannak példak. Hernandez-Garcia és munkatdrsai
(2010) U szoja promoéterek vizsgalatakor leirtdk azt, hogy egyenes
aranyossagot tapasztaltak a GFP transzgén kopiaszama és a termelt GFP
fehérje mennyisége kozott. Nem kiilonleges tehat az sem, hogy egy tobb
MsALR kopiat tartalmazo transzformans vonalunk esetében magas
fehérjeszintet tudtunk kimutatni.

Valtozo frekvenciaval mindig el6fordulhatnak tehat olyan vonalak,
melyek 6tnél tobb kopidt is tartalmaznak. Hensel és munkatérsai (2008) sem
tudtak kozvetlen kapcsolatot taldlni a tobb  kopidt tartalmazo
transzforméansok eléfordulasa ¢és a transzformdcido sordan alkalmazott
kezelések illetve Agrobacterium torzsek kozott. Fontos megjegyezniink azt,
hogy esetiinkben ez a magas kopiaszdm nem géncsendesitéshez vezetett
(Wolffe et al. 1997), hanem a fehérje immunoblot analizise szerint magas
expresszids szintet biztositott, melyhez a csoportban végzett korabbi
kutatasok (Oberschall et al. 2000) sordn termeltetett a-MSALR poliklonalis
ellenanyagot és peroxiddz konjugalt anti-nytl 1gG antiszérumot hasznaltunk.
Ez az ellenanyag képes volt a transzgénikus arpakban szintetizalodo MsALR
fehérje kimutatasara, amellett, hogy elhanyagolhaté hattért eredményezett a
nem transzformans Golden Promise vonalak fehérje mintdin. Az ellenanyag
rutinszerll tesztelési eljarast biztositott az MsSALR transzformans jelolt
vonalaink esetében.

A magas transzformacidés hatékonysdg az agrobaktériumos
transzformacido egy masik elonyét is igazolta, miszerint a kozvetett
géntranszfer e fajtajanal a transzgén gyakrabban fejezddik ki. A biolisztikus
€s agrobaktériumos transzformacidos moddszer soran eredményezett
génexpresszios aranyok Osszehasonlitisara Travella és mtsai. (2005)
végeztek kisérleteket arpaban. Eredményeik szerint a génbeldvéssel
eléallitott transzgenikus vonalak 25 %-a, mig az agrobaktériummal
eldallitott vonalak 71 % -a eredményezett transzgén kifejezddést.

Tranziens génexpresszios tesztrendszer az MSALR gén abiotikus
stresszvalaszban betoltott szerepének bizonyitasara

A fluoreszcens fehérjék termeltetésén alapuld tranziens expresszids
tesztrendszer altalunk alkalmazott variansanak eldnye mas moddszerekkel
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szemben, hogy egyszerlien adaptilhatdé mas, laborkoriilmények kozott
eléidézhetd stressz esetén is, tovabba egyes — példaul gyokérnovekedést
vizsgaldé hidroponikus — kisérletekkel szemben Iényegesen gyorsabb
tesztelési eljards. Olyan esetekben is informdéciot nyudjthat a vizsgalt
abiotikus stresszel szembeni tolerancia mértékére, amikor més paraméterek
(példaul fotoszintetikus hatékonysdg) még nem mutatnak detektalhatéd
kiilonbséget.

Az aldoz-reduktdz gén a tranziens expresszios tesztrendszerben
alkalmasnak bizonyult az abiotikus stresszek hatisara képz6dd reaktiv
aldehidek toxikus koncentraciojanak redukcidjaban (Oberschall et al. 2000).
A GFP/DsRED fluoreszcens sejtek aranya mindenhol szignifikdnsan tobb
értéket mutatott a transzformans vonalaink javédra, a stresszkezelések
végeztével. Ezzel 6sszhangban van korabbi kutatasaink eredménye is, mely a
transzgénikus buza novényekben (Fehér-Juhasz et al. 2014).

Kisérleteink sordn megvizsgaltuk a levelek fotoszintetikus
aktivitasanak valtozasat a kiszaritds sordn. A kisérletben résztvevd
novényeknél PSII fotokémiai rendszer maximalis kvantum hatékonysagat
(Fv/Fm) és effektiv kvantumhatékonysagat [Y(I1)] fluoreszcencia kinetika
méréssel is meghataroztuk (adatok nem mutatva): eldszor a levélszegmensek
levagasakor, majd a beldvést kovetden, végiil a stresszkezelés befejezésekor
is végeztiink méréseket. Bar az eredmények néhany kisérlet esetében a
GFP/DsRED arany és a klorofill tartalom sordn mért adatokhoz hasonlo
eredményt szolgaltattak (a transzgénikus novényvonalunk magasabb
értékeket mutatott a stresszkezelés végeztével), azonban ezek a kiillonbségek
egyetlen esetben sem bizonyultak szignifikdnsnak a vad tipusu Golden
Promise leveleken mért adatokhoz képest. Megemlitend6 azonban, hogy a
transzgenikus 4arpa az MSALR enzimet a citoplazmaban felhalmozva
miikodése kozben jelentdsen csokkenthette a reaktiv aldehidek kéaros hatasat.
Ez azonban csak attételesen jelentheti a fotoszintetikus apparatus védelmét,
igy kaphattunk szignifikans kiilonbséget a tesztmodszer alkalmazéasakor
annak ellenére, hogy a fotoszintetikus paraméterekben nem tapasztaltunk
szamottevo eltérést (adat nem mutatva). Mindezek alapjan elmondhat6, hogy
a tranziens tesztrendszer alkalmazésakor a novények kiilonb6z6 abiotikus
stressz  kezelésekre adott vélasza sordn elsdsorban olyan sejtszinten
vizsgalhato kiilonbségeket mériink, amikor a stressz tolerancia alakulasa
nem  elsésorban a  kloroplasztiszokhoz, = mint  fotoszintetikus
sejtszervecskéhez kothetd. Az eredményekbdl joggal kovetkeztethetiink
nemcsak a vizsgalt novények stresszel szembeni jobb talélési aranyaira, de
kozvetve ez 4ltal a talélésbdl eredendd nagyobb termésmennyiségre is. A
fent emlitett okok miatt a sejtszinti stressz tiirés jellemzésére inkébb az
eredmények részben részletezett paraméterek (klorofill és karotinoid
tartalom) bizonyultak alkalmasnak.

14



Parida és Das (2005) kdzleményében irt a fotoszintetikus pigmentek
stressz ¢érzékenységérol, mely szerint a csokkent klorofill tartalom a so
stresszre adott valasz altalanos jelensége, amely miatt a klorofill szintézis
degradacioja ¢és klordzis megindulasa figyelhetd meg a ndvényekben,
hasonléan a szarazsag-stressz (Kirnak et al. 2001) soran megfigyeltekhez.
Ezek a pigmentek szerepet jatszanak a szinglet oxigénformak hatasa elleni
védelemben, megeldzve az oxidativ stressz altal kivaltott lipid-peroxidacios
folyamatok beindulasat. Munkéank alatt a stresszkezelések soran mért
GFP/DsRED sejtaranyokban  kapott szignifikans kiilonbségek
alatdmasztasara klorofill és karotinoid izolalasokat is végeztiink tehat.
Megéllapitottuk, hogy mindharom stresszkezelés a varakozdsoknak
megfeleléen mindkét transzformdns vonalunk esetében (L3 ¢és cpLl)
csOkkentette a klorofill tartalmat. A dehidratacio és sostressz esetén a stressz
kezelt levelek szignifikansan magasabb klorofill mennyiséggel voltak
jellemezhetdek, mely igazolta az MsALR fehérje védo hatasat az alkalmazott
stresszekkel szemben a fotoszintetikus apparatus megvédése altal. A
metilglioxallal (MG) végzett stressz kezelések soran mért klorofilltartalom
valtozasok csekély volta (5%). Karotinoid tartalom tekintetében a
dehidratacios stressz kezelés utan enyhe csokkenés volt megfigyelhetd a
transzgénikus és nem transzgénikus vonalainkon. A s6 és MG kezelés nem
mutatott hasonld valtozast: emelkedett vagy éppen nem valtozott a
stresszkezelés hatasara. Ez a megfigyelés azzal is magyarazhatd, hogy a
novények a kezelés ellenére is képesek voltak elegendd karotinoid
bioszintézisére, mellyel szintén hatdsosan védték a fotokémiai rendszer
fehérjéit (nem fotokémiai kioltas- NPQ).

Az altalunk végzett kisérletek mind azt igazoltdk, hogy az MsALR
fehérjét taltermeld arpavonalaink mind ellenélldaknak bizonyultak az
alkalmazott abiotikus stresszek esetében, fiiggetleniil attol, hogy a termelt
fehérjét a citoszolba, vagy a kloroplasztiszokba targetaltuk. Mindkét
transzformécios megkdzelités hasonld eredményeket adott, mely azzal is
magyardzhato, hogy az enzim természetes szubsztratjainak (reaktiv karbonil-
vegyiiletek) képzddése mindkét intracelluldris helyen eléfordulhat. Az ilyen
vegyliletek a kloroplasztiszokban lebontésra keriilhetnek kozvetleniil a PSI
rendszer altal, de az aldo-keto reduktaz enzimek altali, enzimatikus Gton
torténd lebontasuk fontossdga megnovekszik a stressz, vagy rossz
fényviszonyok hatasara.

Arpa stabil genetikai transzformaciéja a GW2 gén csendesitésére

Az ASHVGW2.2 novények esetében kevesebb fOhajtds és tobb
mellékhajtas volt megfigyelhetd, tehat a bokrosodas is erdteljesebb mértékii
volt. Mindkettd homolog esetében egyarant ndvekedett a mellékhajtasonként
mért ezerszemtomegek nagysaga. Ez elsOsorban a szemek szélesebb
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voltanak, valamint ebbdl ad6dé nagyobb tomegiikkel voltak magyarazhatdak
a transzformansok esetében, ehhez a szemhosszusagban mért csekély
valtozasok voltak feljegyezhetdéek a kontroll ndvényeken mért szemekhez
képest. Ez 6sszhangban van az irodalomban fellelhet6 eredményekkel is.
Song és mtsai. (2007) a GW2 gén térképezésen alapuld azonositasat és
klonozasat végezték el, a transzformans ndvényekben a mutans GW2 all¢l a
rizs szemek szélességének jelentds novekedésével szignifikansan
megnovelte a szemtermés sulyat, mely a szem vastagsdgaban és hosszaban
bekovetkezett enyhe ndvekedéssel parosult.

Az eredmények alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogy ezek az ubiquitin
ligdzok alapvetd meghatarozoi lehetnek a vegetativ-generativ fazisok kozotti
atvaltasnak. A gén szemméretet befolydsold —markerként torténd
alkalmazhatdsadganak kiilonboz6 szemméretekkel rendelkezd rozs, triticale
double haploid (DH) populacidkon torténé vizsgalata egy tovabbi
kutatomunka targyat képezheti. Igen érdekes lehet még a fenotipusok
elemzése kétszikliekben is, mivel jelentds hatasuk lehet a biomassza
mennyiségének meghatarozasaban.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Szakirodalmi adatok alapjan az 4arpa  szarazsagtlirésében
feltételezhetden szerepet jatszo sajat génjeinek; a HVARH1 és SRG6 gének
abszcizinsav kezelés hatasara adott génexpresszios valtozasait elemeztiik. Az
adott haplotipusokba tartozo arpafajtdk esetén vizsgaltuk az inszercios-
delécios mutaciok hatdsat az ABA-indukalt génexpresszios valtozasokban. A
HVARH1 génnél a kezelés hatasara minden esetben a gén erdteljes
indukcigjat tapasztaltunk. Ez a HvARHI-Z1 genotipusban volt a
legkifejezettebb. Az SRG6 gén esetében az irodalomban kozoltekkel
ellentétben viszont csak moderalt génexpresszids valtozast figyeltiink meg.

2. Elkészitettiik a p6d35s-MsALR ¢és p6d35s-cpMsALR konstrukciokat,
melyeket felhasznalva Agrobacterium tumefaciens kozvetitésével éretlen
tavaszi arpa (Hordeum wvulgare L. cv. Golden Promise) embridkat
transzformaltunk. Sikeresen allitottunk el6 24 fiiggetlen (14,3 %
transzformacios hatékonysag), az MsALR fehérjét a citoszolba, és 5
fiiggetlen, az MsALR fehérjét a kloroplasztiszba targetald transzformans
arpavonalat (4,4 % transzformacids hatékonysag). A transzgén expresszidjat,
s utddnemzedékekbe torténd atorokitését, kopiaszamat molekularis genetikai
moddszerekkel mindegyik transzgénikus vonal esetében, tobb generacion
keresztiil alatimasztottuk.

3. Az MsALR gén abiotikus stresszvalaszokban betoltott szerepét
fluoreszcencia detekcidos mddszerre alapozva tanulmanyoztuk, a 1étrehozott
stabil p6d35S-MsALR és p6d35S-cpMsALR arpavonalak dehidratacio, so és
karbonil stressztiirés vizsgalataival. Itt az abiotikus (pl. dehidratacio)
stresszre érzékeny DsRED marker fehérjét expresszalo sejtek aranya jelezte
a stressz sulyossagat. A GFP/DsRED moddszer felallitasa utan
megallapitottuk, hogy a fluoreszcens sejtarany alkalmas paraméter a levelek
abiotikus stresszekkel szembeni ellendlld képességének gyors, rutinszeri
vizsgalatara. A fluoreszcens tesztelés modszert barmilyen laborkoriilmények
koz¢é konnyen adaptalhatova alakitottuk, mely egyarant alkalmas lehet egyéb
mas  Petri-csészékben  végrehajthatd  stressz  kezelések  hatdsdnak
tanulmanyozasara is. A stresszkisérletek soran igazoltuk, hogy az MsALR
fehérje citoszolban, vagy kloroplasztiszban valod felhalmozoddasa egyarant
noveli a tavaszi arpa abiotikus stessz ellenallosagat.

4. A magméret befolyasolasaban szerepet jatsz6 GW2 gén arpa
homolégjait antiszensz orientdcidban tartalmazod stabil transzformansokat
hoztunk létre a p635S-ASHVGW2.1 ¢és ASHvGW2.2 konstrukciok
segitségével. Az ASHvGW2.1 konstrukcié esetén 4 fiiggetlen (3,22 %
transzformécios hatékonysag), az ASHvGW2.2 konstrukcio esetében pedig 2
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fiiggetlen (2,02 % transzformdcios hatékonysdg) transzformans vonalat
bizonyitottunk. A fent emlitett vonalak jellemzése, fenotipizaldsa soran
megallapitottuk, hogy mindkét arpa homolog géncsendesitése megnoveli az
atlagos novénymagassagot, ¢és mindkét GW2 homoldg kifejezédésének
csOkkentése egyarant megvaltoztatja a szemsuly és szemszélesség eloszlasat.
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