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1. BEVEZETES

A vilhg medgazdasaganak alapgeproblémaja, hogy a termés mennyiségedléenre
valtozik az aktudlisan fellépkornyezeti stresszek, mint példaul a téli fagymlszarazsag, a szikes
terlleteken a magas sétartalom, az alacsony, aggnéa magasomérséklet, stb. fliggvényében.
Az abiotikus stresszek karos hatasanak lekiizdésetzitheti az, hogy a kulonféle stressz-faktorok
gyakorta szimultan jelentkeznek, valamint az a té&nyhogy az egyes stresszek fellépése térben,
idében és intenzitdsban is valtozhat - akar egy vegetéperidduson belll is. Az abiotikus
stressztolerancia kvantitativ, azaz tobb gén aleghatarozott jelleg. Mivel komplex jellegek - akar
egyideji - fellépésével kell szdmolnunk, ezért nagyon fentazoknak az anyagcsere-
folyamatoknak, illetve a megfetekzabalyozé géneknek a jellemzése, amelyek az stdessZirés
kialakitasaban részt vesznek. A nodvények esetézédmas Aaltalanos, tobbféle stressz-hatas
fellépésekor is megnyilvanul6 valaszreakciokatltalé Ilyen példaul a ,névényi stresszhormon”,
az abszcizinsav tartalom Vvéltozdsa, az ozmotikusdtiv anyagok felhalmozddéasa, a
membrankarosodasok kivédésére iranyuld, vagy assstresordn keletkezett reaktiv oxigén-
szdrmazékokat eliminélé folyamatok beindulasa. Eegyes stresszfolyamatok mechanizmusanak
megértése sok esetben egy mésik stressz-valasrtésgés kozelebb hozhatja.

Az abiotikus stressz-tolerancia kialakulasaban tvésé élettani, biokémiai folyamatok
tanulmanyozésa, azok genetikai héatterének felderitéok évtizedes mdultra tekint vissza. A
genetikai szabélyozas molekularis vizsgalata viglean () terllet, a transzkripcios faktorok
szerepének tanulmanyozasa pedig ,forr6 pontja” @mtkanak. A novényi sejtekben a gének egy
része konstitutivan expresszalédik, mig mas gémak specifikus jelre indukalédnak, vagy éppen
csokken az expressziojuk. A transzkripcios faktoekDNS megfelél szakaszaihoz kédve
képesek bekapcsolni, é¢miteni, vagy €ppen gatolni az RNS éatirast, a tkaisaot. Egy
transzkripcios faktor tobbféle gént is ki- vagy bpksolhat, és az egyes faktorok tobbféle szignal
hatasara is aktivalédhatnak.

A rizshdl izolalt OsMYB4gén egy transzkripcids faktort kddol, melynek delgre adott
stresszvalaszban van szerepe; tobb ezer gént waabéhgy direkt modon, vagy intermedier
transzkripcios faktorokon keresztiil. Az alacsokdyrirsékleti stressz esetében a legrészletesebben
a CBF/DREBL1 transzkripcids faktorok szerepét tauipoztak. Az ezeket kodolo gének alacsony
hémérséklet hatadsara, a hideg-akklimatizacid koraiséban, tranziens mdédon expresszalddnak.
Mind homoldg, mind heterolég kisérleti rendszerhigazoltak, hogy aCBF/DREB1 génnel
transzformélt novények megndvekedett hideg-, iefiagytirést, és fokozott szarazsémgst
mutattak. Osztalyunkon kéEBF génbl (CBF14 és aCBF15) mutattak ki, hogy kiemelkeéd
szerepuk van a gabonafélék faggisében.



A génfunkciés vizsgélatok egyik moddja, ha a jel@ént transzformans ndvényben
tultermeltetjuk. A transzkripciés faktorokkal tomté transzformaciéval szamos mas, a
gazdandvényben lévgén niikodését befolydsolhatjuk, melynek méthétatasa lehet a stressz-
adaptacidoban. Munkank soran a riflslszarmaz60OsMYB4 valamint azészi blazabdl izolalt
TaCBF14 és TaCBF15transzkripcios faktort kddold gének funkcibjat \gattuk transzformans
arpaban. A jelolt géneket tavaszi arpaban tultaetiék (overexpresszaltattuk) és a megnovekedett
génexpresszio hatdsat vizsgaltuk a transzformawénydabiotikus (hipoxia, alacsonyiérséklet,

fagy, ozmotikus stressz) stressz-adaptécioja soran.

A Ph.D. értekezéserelkitiizésit az aldbbi pontokban foglaltuk dssze:

1. A rizshol izolalt OsMYB4gén binaris vektorba épitése Arabidopsis thalianabdl
szarmazdcorlba stressz-indukalhaté promoterrel, valamint ézi buzabdl izolalt
TaCBF14és TaCBF15gének binaris vektorba épitése konstitutiv exgiésdiztositd

promaterrel.

2. A tavaszi arpaAgrobacterium tumefacierszel tortél transzformacios technikgjanak
elsajatitasa, és az elkészitett konstrukciokkdilst®&sMYB4 TaCBF14 ésTaCBF15

transzformans arpavonalak készitése.

3. Az adott transzgén beépilésének és kitglézének bizonyitasa, és a képiaszadmanak

meghatarozasa molekularis médszerekkel.

4, Az OsMYB4 transzkripciés faktor szerepének tanulpeadsa a létrehozott stabil
corl5a-OsMYB4transzformans arpavonalak fafypéisének tesztelésével, valamint a

vonalak hideg- és oxigén-hidnyos stre&ss vizsgalataval.

5. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripcios faktorok szénel bizonyitasa a fadyts
kialakitasaban a transzformans arpavonalakon vetgmpitesztekkel; tovabba a gének

szerepének tanulmanyozasa az ozmotikus stresstéisigben.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A gabonafélék alacsony-dmérsékleti stressz-toleranciaja

A ndvényi abiotikus stressz-élettannal, annak geaietzabalyozasaval jonéhany szakkonyv
(Jenks és Hasegawa 2005, Jenks és Wood 2010, Petretk 2010) és Osszefoglalé dolgozat
foglalkozik (Floris et al. 2009, Chinnusamy et 2010, Roy et al. 2011). Mivel a dolgozatomban
olyan transzkripciés faktorok vizsgalataval fogtakm, amelyeknek elsorban a hideg-, és
fagytirésben, valamint a hipoxia elleni védekezésben szamepik, ezért az Irodalmi attekintés

soran ezekil a stressz-hatasokrdl nyujtok attekintést.

Abiotikus kornyezeti stressz alatt az élettelemiggéreti tényedk (homérséklet, csapadék, a
talaj asvanyi anyagai, stb.) olyan megvaltozasgiilkéramely a névény fejését, nbvekedését,
élettani ntikddését, virdgzasat, stb. gatolja, vagy extrémbeseletalis. A stressités genetikali
szempontbdl egy fenotipus, megjelenése a kornyerdtitteleken tul az 8lény genetikai
meghatérozottsagatol is figg, mértékét e két tényeilcsonhatasa hatarozza meg. Az éelds
(akklimatizacid) az az élettani folyamat, amelyne&vén a novény eléri a genetikailag
meghatarozott stresfrését.

Az 6szi gabonafélék télen megfelghlajboritast nydjtanak, ezaltal csokkentik ajetaziot,
és a hosszabb tenyészithiatt mintegy 15-25%-kal tobb termést produkalnadint a tavasziak.
Termesztésik tehat gazdasagosabb és kornyezetkiméhint a tavaszi gabonaféléké. Mivel
Magyarorszagon szinte kizarolégzi buzat termesztenek, ezért a szaratigdgmellett a fagyirés
is fontos kovetelmény a hazai fajtakkal szemberelAllésag az a tulajdonsag, amely képessé teszi
a novényeket arra, hogy a tél viszontagsagait ¢hidxigénhiany, felfagyas, betegségek, stb.)
karosodas nélkul elviseljek. Ennek legfontosablmelea fagyallosag, vagy fadyés, amely
alkalmassa teszi a ndvényeket a fagypont aléttiérsékletek elviselésére. E komplex mennyiségi
jelleg mértékét a genetikai hattér (faj, fajta, gfpus) és a kornyezet egyittesen hatarozza meg. Az
alacsony Bmérsékleti stressz, illetve a fagy kivédéséhezz atrdoz, hogy a ndvények elériék a
genetikailag meghatarozott fagyallésagukat, sziikségan egy hosszabb ideig tartd, alacsony
hémérsékleii ndvekedési periodusra: az édes idszakara. Természetes korllmények kozott
hazankban a hidegettiés ésszel torténik, rovididl nappalhossz, és adinérséklet fokozatos
csokkenése soran. Az ,edzett” névények elviseliigyponttol néhany Celsius fokkal alacsonyabb
hémérsékletet is; pl. a#szi budza taléli a -10°C alattismérsékleteket is. Az edzettség mértékét

befolyasolja a talaj viztartalma is. Nedves kormgben kevésbé eédnek a ndvények, illetve



hamarabb elvesztik edzettségiket. Az ez mesterségesen, kisérleti korulmények kozott is
kivalthatd, a folyamat modellezliet A maximalis fagyallosdg eléréséhez a ndvényeket
noévénynevaél kamraban, kontrollalt korilmények kozott fokozaoscsokkeli homérséklet és
nappalhossz mellett nevelik, majd hosszabb ide&hdny hétig) alacsony, de fagypont fol6tti
héomérsékleten edzik. A legtébb esetben egy néhanigrtapté masodik, fagypont alatti edzési
periddust (second-phase cold hardening) is alkalatagSutka 1981, Tischner et al. 1997).

A novények fagyallésdgaban fiziologiai szemponta&ejtmembran jatszik kiemelkash
fontos szerepet (Levitt 1980). A sejtek kozottibem 16w szabad viz megfagyasa a vizpotencial
csokkenésével és az oldatkoncentracid novekedég@velyitt. igy nagy kémiai és ozmotikus
potencialkilonbség keletkezik a sejten bellli, ésejpek korlli térben Iévoldatok kozott, ennek
kovetkeztében a sejtetdbviz aramlik ki, aminek a hatasara a protoplaznehidratalodik és
zsugorodik. A sejtek kozotti térben Eyég olvadasakor a folyamat ellentétesen jatszdelika
protoplazma rehidrataldadik, térfogaté (Lewitt 1980). Az edzett névények sejthartydjaiiezt
a térfogatvaltozast, az edzetleneké azonban neepd@itus 1984). Annak ismeretében, hogy
-10°C-nél az ozmotikusan aktiv viz tébb mint 90%daramlik a sejtbl (Thomashow 1999),
érthet, hogy az alacsonyémérsékleti stresszek egy részét a vizhiany okoBrepOnkus 1984,
Steponkus et al. 1993). Ezért az ozmotikusan akiipagok felhalmozoédasanak igen nagy szerepe
van a vizvesztéssel jaré stresszek kivédésében.

Természetes korilmények kozott gyakran az abiotikatsessz-faktorok —egylttes
megjelenésével kell szamolnunk. Enyhe, felmelegatlésirkitott teleken, ha nappal a hotakar6
fels6 része megolvad, éjszaka pedig Ujra megfagy, egkejég keletkezik a szantofoldeken. A
jégkéreg gatolja az oxigén diffazidjat, alatta anaekorilmények alakulnak ki, az anaerob légzés
termékei pedig kérositjak a noveényeket (Bet893). Azdszi és tavaszi s e$zés, valamint a
tavaszi hirtelen hdolvadads a talaj tulzott &atneddését (waterlogging), magas talajvizszint
kialakuldsat eredményezheti. A szant6féldeken ékdsen az alacsony fekvéterileteken - a viz
Osszegyilhet, és a vetések akar napokra a viz ala kerighdtrelviz, submergence, flooding). A viz
alatt a gyokérzet, vagy akar a teljes novény arekdolimények kdzé kerll, ami szintén a névény
pusztulasival jarhat. Ilyen esetekben tehat az safgelémérsékleti stressz mellett a
csirandvényeknek az oxigén-hianyos allapottal ig kedl kiizdeniik. A gabonafélék tobbsége igen
érzékeny mar a talaj fokozott atnedvesedésére ziseleetett magvak csirdzasanak feltétele a
megfeleb hémérséklet, valamint a talaj megfdlaiedvességtartalma és oxigén-ellatottsaga. Vizzel
tulsagosan atitatott talajpan a gabonafélék — s kivételével — nem tudnak kicsirazni. Oxigén-
hiany esetén alapuin megvaltoznak az anyagcsere-folyamatok. Az afisssoran csokken a
sejt oxigénszintje, a fotoszintézis limitalt. Ahhdzogy a sejt fenntartsa az élékiidését, az

energianyerés céljabol az ATP (adenozin-trifoszézintézisét és a NAD(nikotinamid-adenin-
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dinukleotid) regeneracidjat az anaerob légzés Ufitositja. Oxigén-hianyos kdrnyezetben az
oxidalt NAD" aerob regeneracidja elégtelen a sejt azonnali é/ilkségletének a fedezésére, ezzel
szemben a glikolizis oxigén hianyaban is képes DNA NAD'-da oxidalni Az anaerob légzés
szubsztrathasznositds szempontjdbdol kevésbé hgtékaen tartalék tdpanyagok hamar
felhasznalédnak, a sejt energia-ellatottsdga romilladasul karos anyagcseretermékek, reaktiv
oxigénformék is termétinek (Dennis et al. 2000, Fukao és Bailey-Serrégl 2Bailey-Serres és
Voesenek 2008). Harond ffermentaciés utvonal alakult ki a nédvényekben érigpiany esetén,
melyek soran (1) laktat, (2) etanol, vagy (3) atdképsdik (1. abra).
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1. 4bra: Metabolizmus alacsony oxigén-ellatottsag esetémil¢B-Serres és Voesenek (2008) 3.
abra alapjan (320. 0.)]. A kék nyilak jelzik azoleat Utvonalakat, amelyek hipoxia soran keriilnek
elétérbe. A kék hattérrel jelolt enzimek réviditéseDA: alkohol dehidrogenaz, AlaAT: alanin
aminotranszferdz, ALDH: acetaldehid aminotranszZierAMY: alfa-amilaz, ASAT: aszpartat
aminotranszferdz, FK: fruktokindz, GDC: glutamakatboxildz, GDH: glutaméat dehidrogenaz,
LDH: laktat dehidrogenaz, NR: nitrat reduktaz, Pp@uvéat dekarboxilaz, PK: piruvat kinaz, SUS:

szachar@z szintaz. Pirossal néhany kulcsenzirkitatielve
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2.2. Transzkripciés faktorok

A transzkripcios faktorok (TF) a génszabalyozagzessialis résztveli, minden éblényben
megtalalhatéak. Eukariétakban az un. ,altalanossizlripcids faktorok” (general transcription
factors) a transzkripcio létrejottéhez szikségesimiciacios komplex kialakitasdban vesznek részt.
llyenek példaul a TFIIA, TFIIB, TFIID faktorok, mgék nem feltétlendl a szabalyozott gén DNS-
éhez koébdnek, hanem az RNS polimeradzzal kertlnek direktcgalatba. Mas TF-ok a
differencialis génexpressziot teszik lehat. Ezek a faktorok szekvencia-specifikus DNSskot
fehérjék, melyek a gének transzkripciojat szab&gkz A cél-gén promoteréhez kdve
aktivaljak, vagy éppen gatoljdk a gén atirasat.néked) szereplik van a génszabalyozasban:
biztositjak egy adott gén szovet-, égjés-, vagy stimulus-specifikus expresszidjat (Gohdes
Tjian 2006).

A transzkripcés faktorokat kodold génekben tobb kbuonalis szekvencia (domain)
talalhatd. A DNS-kd domain aminosavai lIépnek kapcsolatba a szabalyg#wot prométerének
bézisaival, e domain szekvencidja, struktiraja ttetepveten meghatarozza, hogy az adott TF
mely gén/gének szabéalyozaséara képes. Ertteiat, hogy a TF-ok csoportositasa a DNS-kot
domain strukturdlis tulajdonsagain alapszik, enakelpjan soroljaléket csaladokba, alcsalddokba.
Az azonos csalddba tartoz6 TF-ok DNSékdtomain-je nagymértékben konzervélt, azonban
szamos példa van arra is, hogy az egy csaladbazdarfF-ok kiulonbd& folyamatok
szabalyozaséban is részt vesznek. Ezt a tobbi domigiodése teszi leh&té. A TF-ok sok esetben
homo- vagy hetero-oligomerkéntikbdnek (oligomerizaciés domain), a ligandumékdis tként a
regulacios domain-ek (melyek mas TF-okkal val6 kapidast biztositanak) a génexpresszié finom

szabalyozését teszik letieé (Goodrich és Tjian 2006).

2.2.1. Novényi transzkripcids faktorok

Miutan 2000-ben befejédott a ludfi (Arabidopsis thaliang modell-névény genomjanak
teljes szekvencia-meghatarozasa, l&hetvalt a fehérjéket, ezen belll a transzkripcaigdrokat
kodold gének szaméanak becslése. Aiblelek szamét 25 498-re, mig az utébbiakét - a DBIS-k
domain-ek elemzése alapjan - mintegy 1500-ra bitsihara ez a szam a 2000-et is meghaladja.
A kozel azonos genom-métiemodell allatok, aDrosophila melanogasteés aCaenorhabditis
elegansesetében a TF-ok szama mintegy 600-ra éefRRiechmann et al. 2000a), ami egyértidm
jelzi, hogy a névényi genom relative tobb TF-t kipdaint az allati genom (5-10% vs. 4-5%). A TF
gének nagyobb aranyan tul azok DNSék@pecificitasban is nagyobb diverzitast tapasiadta

novények esetében. Ezek alapjan Ufyyik, hogy a transzkripciés szintregulacidnak nagyobb
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szerepe van a novényekben, mint az A&llatokban (kEtsés Ohme-Takagi 2009). A négy
legfontosabb adatbazis (RART&p://rarge.gsc.riken.jp/rartf/AGRIShttp://arabidopsis.med.ohio-
state.edu/AtTEDB , DATF http://datf.cbi.pku.edu.cn/, PInTFDB http://pIntfdb.bio.uni-
potsdam.de/v2.0/index.php?sp_id=ATkaz ArabidopsisTF-ait atlagosan 72 csaladba sorolta. Az

olyan génlokuszok szdma, melyek TF-okat kdédolnakrielaz egyes adatbazisokban, azonban
1318-at mind a négy kozél (Mitsuda és Ohme-Takdf)92. A TF-ok mintegy fele novény-
specifikus, azaz olyan DNS kttlomain-t tartalmaz, mely csak névényékismert (Riechmann et
al. 2000a).

A gabonafélék egyik modellnévényét, a riz&r§za satival.) tekintve a DRTF adatbazis

(The Database of Rice Transcription Factuoitg://drtf.cbi.pku.edu.cn/index.phpaz Oryza sativa

L. ssp.japonicaesetében 2834 TF-t tart jelenleg szamon, mely@kesaladba sorolnak. A rizsénél
38-szor nagyobb genom-métetkenyérblizaban T¢iticum aestivumL.) mintegy 7000 TF
szekvenciat azonositottak (3820 validalt), melyek@tcsaladba soroltak. A TF csaladok rizs és
blza kozotti 6sszevetése azt mutatta, hogy e adalkdnzervaltak (Romeuf et al. 2010). Az
Arabidopsisés a rizs kozotti filogenetikai analizis (Xiong at 2005) a TF-ok mintegy felénél

ortol6g kapcsolatot mutatott ki, ami arra utal, hegTF-ok génjei k6z68sokil szarmaznak.

2.2.2. A transzkripciés faktorok szerepe az abiotilis stressz-valaszban

A TF-okat tehat a DNS-kétdomain-juk alapjan soroljuk csalddokba. Az egyohios
tipust TF altal szabalyozott gének csoportjat @guhk nevezzik. A ndvényekben az abiotikus
stressz-valaszban betdltott szerepik alapjan lehalégy kilonbdz regulont azonositottak, ezek:
(1) a CBF/DREB1 regulon; (2) a NAC (NAM, ATAF és CY és ZF-HD (zinc-finger
homeodomain) regulon; (3) az AREB/ABF (ABA-respaesielement-binding protein/ABA-
binding factor) regulon; (4) és a MYC (myelocytoosis oncogene)/MYB (myeloblastosis
oncogene) regulon (Saibo et al. 2009). Az digt regulon az ABA (abszcizinsav; éleges

stresszhormon)-fliggetlen, a masodik &keiz ABA-fligd jelatviteli athoz tartozik (2. abra).
Ertekezésemben edyYB, a rizstl szarmazdOsMYB4gén; és kéCBF, a buzabdl izolalt

TaCBF14 és TaCBF15 gének szerepével foglalkozom, ezért a MYB és CHBEB1 TF-ok

jellemzését fejtem csak ki részletesen.

14



Szarazsag, sostressz Hideg

Biotikus stressz l l l
és sebzés
l jel érzékelés
Jazmonsav /\.
ABA ABA-fiiggetlen QTD =

yda =&

| 77

e
RD22 RD29B ERD1 RD29A
CAB

2. abra: Az abiotikus stresszvalasz transzkripciondlis akatzasi hal6zata [Saibo et al. (2009)
alapjan Gjrarajzolva]. Ovalis keret jelzi a TF-gkiabr alaku a TF ritkddését modositdé enzimeket.

A kis piros haromszogek poszt-transzlaciés modaesygdolinek. A kék négyzetben @kérdjelek
olyan, valGszitileg MYC ICE1-szei TF-okra utalnak, melyek CBF1/DREB1B és CBF2/DREB1C
tipust TF-okat aktivalnak. A zdld négyzetek az #kis stresszvalaszban szerepet jatszdé gének
promoéterében l&ycisz-elemeket mutatjak. A fekete pottyok sumodéageleznek.

2.2.2.1. AMYB gének jellemzése

Az el MYB gént, av-MYB gént a madar mieloblasztozis virusbdl irtédk lee(bnauer et
al. 1982), mig az elsnoévényi MYB gént, mely az antocianin szintézisben jatszik exzet; a
kukoricaszem aleuron réted#lazonositottak (Paz-Ares et al. 1987). Ambidopsisgenomjanak
megismerése tette leldgé a nbveényMYB gének részletes vizsgalatat. Az6ta szamos novipayfa
tanulmanyoztdk aMYB gének genetikdjat, szerepét. E kutatasok alapj&tYB gének talnyomo
tobbségét transzkripcds faktornak tartjak (Jin @sti 1999), és kiderult, a MYB szuper-géncsalad
tartalmazza a legtébb gént a névényi géncsaladolll KRiechmann és Ratcliffe, 2000b).

A MYB fehérjéket az disen konzervalt MYB domain jellemzi. E domain akdymaas utan
négyszer is ismatts, olyan nem-tokéletesen azonos aminosav-szekvasmitbdésekisl (R) all,
amelyek mindegyike 52 aminosavbdl épil fel. Mindemétbdés haroma-hélixet alakit ki; a
harmadik az, amelyik a DNS-sel direkt kapcsolatot étre. A MYB fehérjék osztalyozasa a
szomszédos ismétlések szdman alapszik. Az ésikksl leirt c-MYB fehérje R1, R2, R3
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ismétbdésekisl all, mas MYB fehérjék isméitiéseit az R1, R2 és R3 szekvenciakhoz valo

hasonlosag alapjan nevezik el (Dubos et al. 2010).

W= o W= (X W= =P 0K 5 - W= - W Elstdleges szerkezet

Masodlagos szerkezet

) S L, RzR3-MYB
N | A2 C

1R-MYB, MYB-rokon, és egyéb
(i e Lk

3R-MYE

4R-MYB
LR A1 | R2 | R2 HC

3. &bra: A névényi MYB TF-ok négy osztdlya az R isnéélitsek alapjan, valamint egy
tipikus R2R3-MYB elédleges és masodlagos szerkezete (H: hélix; T: Wkrtriptofan; X:
aminosav). [Dubos et al. (2010) 1. abraja alapjéarajzolva.]

A ndvényi MYB-eket négy osztalyba soroljak (3. dbiazek kdzil a legkisebb a 4R-MYB
csoport, melyet négy R1/R2-tipusu ismidds jellemez. A masodik osztalyba (3R-MYB) az
R1R2R3 tipusi MYB-ek tartoznak, a harmadik pedig legterogén osztaly (1R-MYB, ill. MYB-
rokon), mivel ide olyan fehérjéket sorolnak, melggjyetlen, vagy csak részleges MYB isibadist
tartalmaznak. A legtébb ndévényi MYB a negyedik, R2R3 csaladba tartozik. Ezekre jelleinz
hogy a DNS kdt MYB domain az N-termindlis szakaszon lokalizalhadC-terminalis részen egy
aktivaciés vagy repressziés domain taladlhatd, midelaérje tobbi szakasza nagymértékben
variabilis. Az R2R3 MYB fehérjéket a C-terminaliordain aminosav szekvencia hasonl6sag
alapjan soroljak tovabbi alcsoportokba (Dubos e2@l0). A két modellnévény, aarabidopsisés
a rizs MYB TF-ainak jelenleg ismert szamat az bldzatban ismertetjuk.

Az R2R3 MYB fehérjék rendkivil sokféle folyamat badyozasaban vesznek részt. Az
egyetlen koz6s vonasuk az, hogy ,névény-specifikisdyamatokban jatszanak szerepet: ilyen a
novényi fejbdés iranyitdsa, a novényi sejtek sorsanak, azogésak meghatarozasa, azsdleges
€s masodlagos anyagcsere szabalyozasa, vagy &ubiofis abiotikus stressz folyamatok

szabalyozasa (Martin és Paz-Ares 1997).
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1. tAblazat Az ismert MYB TF-ok szamArabidopsisban és rizsben. [Dubos et al. (2010) 1.
tablazatanak adatai]

MYB osztalyok Arabidopsis rzs
R2R3-MYB 126 109
1R-MYB, MYB-rokon 64 70
3R-MYB 5 5
4R-MYB

2.2.2.1.1. AZDsMYB4gén szerepe

A rizs OsMYB4 génje az R2R3 csaladba tartozik; cDNS-ét (génbaakinositbszam:
Y11414) koleoptil cDNS-koényvtarbdl izolaltdk (Padiilcet al. 1997). AzOsMYB4gén a rizs
szamara hideg-stresszt jelént0-15°C-on expresszalddik a hajtadsban, de alacszinyen kontroll
korulmeények kozott is atirodik. Harom napos rizéebptilében 4°C-os hidegkezelés hatasara négy
oran belll jelerisen megh az mRNS étirasa, de s6-, szarazsag-, magaereéklet-, anoxia-,
ABA-, vagy IAA (indol-ecetsav) -kezelés nem indykalEz azt jelzi, hogy rizsben @sMYB4
génnek a hidegre adott stresszvalaszban van sz@fapeini et al. 2004).

Az OsMYB4gén konstitutiv overexpresszidja transzgénikcabidopsisban (Wassilewskija
Okotipus) megnodvekedett toleranciat/rezisztencialményezett szamos abiotikus, igy hideg és
fagy (Vannini et al. 2004), szarazsag (Mattand.€2@05), sé és oxidativ stresszek, mint UV, 6zon
(Vannini et al. 2006); és biotikus stresszel (gond@savirus) szemben (Vannini et al. 2006).
Tranziens expressziojarabidopsis, €s dohany-Nicotina tabacuncv. Petit Havana) protoplaszt
rendszerben transzaktivalta a liofil izolalt COR15agén promoéterét, de rizs (cv. Arborio)
protoplaszt rendszerben nem, ami azt mutatja, hegy kdzvetlenil az OsMYB4 képes aktivalni a
corl5a promatert, hanem az bizonyos kozlkitsanszkripcios faktorokon keresztil aktivalodik,
amelyek dohanyban dgabidopsisban jelen vannak, de rizsben hidnyoznak (Vanrtiail.e2004).

Az OsMYB4 gén transzkriptumanak tultermeltetésével bizongutabolitok, el§sorban olyan
vegyuletek, amelyeknek a fagyallésag kialakitasdkalnsszerepik van, igy a cukrok és prolin
akkumulécidja fokozddott, és ezzel parhuzamosannétega transzgénikus cseppecskevirag
(Osteospermum ecklohisideg-, és fagyirése is (Laura et al. 2010).

A kulbénbdzd fajokon végzett kisérletek ramutattak azonban #&rahogy azOsMYB4
transzgén hatdsa nagymértékben fiilgg a gazdandvéamomg hatteréd: transzgénikus
paradicsombanSplanum lycopersicurh. cv. Tondino) megndvekedett szaraz#éegt €s virus-
rezisztenciat okozott, de nem volt hatdsa a hidegdnciara (Vannini et al. 2007). R4adasul a

konstitutivCaMV35Spromoter altal vezérelt transzgén alacsony trams#oios gyakorisagot é€s a
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transzforméns paradicsom sterilitAsat okozta, mmdgativ hatast a stresszindukalhatirl5a
promoéter alkalmazédsa minimalizalta (Vannini et28107). OsMYB4génnel mar fas szard névényt,
almat Malus pumila Mill. Cv. Greensleeves) is transzformaltak. E Kt soran pleiotrop
hatasként torpe fenotipust figyeltek meg, ugyanak&otranszgén megndvekedett hideg-, és
szarazsagitést eredményezett a transzgénikus almaban (Pastjaal2008).

Az OsMYB4 transzkripcios faktor &ltal szabalyozott génekettetolog és homoldg
transzgénikus rendszerben is tanulmanyoztdk. Tgémdzus Arabidopsisban microarray
analizissel sok olya®sMYB4altal szabalyozott gén szerepét igazoltak, melgkkméar ismert a
funkciéja az abiotikus és a biotikus stresszvalaszijvVannini et al. 2006)OsMYB4 gént
transzgénikus rizsben tultermeltetve bizonyitottdgy azOsMYB4transzkripcios faktor egyof
kdzponti szabalyozd szerepet foglal el a hieranchikanszkripciondlis hal6zatban; direkt, vagy
indirekt modon - intermedier TF-okon keresztll zalsdlyoz tébb ezer gént (Park et al. 2010).
Igazoltak tovabba azt is, hogy az OsMYBénszkripciondlis hél6zat és a CBF/DREB TF-ok
fuggetlenek egymastdl (Park et al. 2010).

2.2.2.2. ACBF gének jellemzése

Az abiotikus stressz-tolerancia kialakitAsaban egmer jatsz6 transzkripcidés faktorok
funkcigjat ludfibenaz alacsony-bmérsékleti stressz esetében tanulmanyoztak a egrésebben.
Ezek kozott is a legjobban jellemzett a CBF/DREBZOK szerepe. Ezek a CBF/DREB1 TF-ok az
altaluk szabalyozott gének promoéterében talalha®T/ORE roviditéssel jel6lt szekvencidhoz
kotédnek, elnevezésik is erre utalRUDRE Binding Factor) (Stockinger et al. 1997, Liu et al.
1998). A ketbs elnevezés onnan ered, hogy a két labor egymidgtgétiendl, szinte egy ében
kozolte eredményeit. Sok hideg-, és dehidratacittesszre indukalodé gén promaoterében
megtalalhat6 a CRT/DRE (C-repeat/dehydration-eléjneisz-elem, ami egy CCGAC ,core”
szekvenciat tartalmaz, melyhez &dbek a CBF fehérjék (Yamaguchi-Shinozaki és Shikioza
1994, Stockinger et al. 1997). A CBF fehérjék azEARLA2/ETHYLENE RESPONSIVE
FACTOR (AP2/ERF) DNS kétdomain meglétével jellemzett AP2/ERF szupercsaadben belll
az ERF csaldd CBF/DREB1 alcsaladjdba tartoznak.Bix @&hérjéket az an. “CBF signature”
konzervalt aminosav szekvencia mellett az attdl eMindlis iranyban elhelyezkéd
(PKK/RPAGRXKFXETRHP), illetve C-terminalis irAnybaalalhatdé (DSAWR) szignél motivumok
(signiture motif) kildnboztetik meg a csalad totagjatdl (Jaglo et al. 2001).

Arabidopsisban leirtak egy olyan transzkripcios faktort, melgguknak &€BF géneknek a
transzkripciojat szabalyozza hidegben. E2GZ1 (Inducer of BF expression 1) gén konstitutivan

expresszalodik, normalémérsékleten inaktiv allapotban marad, azonban kalegés hatasara
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aktiv &llapotba kerul, hozzakapcsoldédikGBF gének promoteréhez, igy indukalvaCBFek
transzkripciojat (Gilmour et al. 1998)CE1 génnel transzformaltArabidopsisban a gént
konstitutivan tultermelve hidegben (és csak hidégkezetben) megna CBF regulonhoz tartozo
gének atirdsa a vad tipushoz képest, tovablafagyallosag mértéke is (Chinnusamy et al. 2003).
A CBF/DREB1 TF-ok kifeje&dését adCE1-t poszttranszkripcindlis szinten negativ regulkéat
maodosito ligazok (HOS1, SAZ1, SIZ1) is befolyasklfa. abra). Ezeket és tovabbi, mar részletesen
tanulmanyozott CBF/DREBL1 regulator géneket foglégaze Chinnusamy et al. (2010).

A CBF géneketArabidopsisban irtak le; azéta 54 ndvénynemzetségben, 31zikéts
(kbztuk 13 fasszaru faj) és 23 egysikbvényben is azonositott@BF ortolég géneket (Navarro
et al. 2009). ACBF gének alacsonydmérséklet hatdséara, tranziens modon expresszaldanak
hideg-akklimatizacio korai fazisaban (Gilmour et £998). Minél alacsonyabb &mérséklet, a
CBF-ek transzkripcidja anndl intenzivebb (Zarka et28103). A kdzelmultban kimutattak, hogy
hidegedzett nyirfabarBétula pendulpa fagy utani olvadasi periddus soran szintén hé&BFek
€s egy altaluk szabdlyozott géBp( TI36 transzkriptumanak mennyisége, ami azt jelzi, hagy
CBF-indukalta folyamatok Ujra aktivalodnak a stetdgivet regeneracios iszak alatt (Welling
és Palva 2008). ABF/DREB1géneket olyan fajokban is leirtak, melyek életeskik soran nem
akklimatizal6édnak fagypont korulidmérsékletekhez. llyen példaul a paradicsom éssademglo et
al. 2001, Dubouzet et al. 2003, Zhang et al. 20Q&)yanakkor kimutattak azt is, hogy
paradicsomban a CBF regulon kisebb és kevésbézaf®, mint a hideg-akklimatizalodni képes
Arabidopsisban.

CBF/DREB1gént tultermei ndvényekben kimutattak, hogy nem induktinférsékleten is
megré az &ltaluk szabdlyozott hideg-indukalhaté génegresszidja, és ennek eredményeként
fokozodik ezeknek a novényeknek a fdggse (Jaglo-Ottosen et al. 1998, Liu et al. 1998).
TranszgénikusArabidopsisnévényben igazoltdk, hogy @BF3 gén expresszidjdnak novelésével
nem csak a fagyalldsag mértéke ndovekszik meg, hantanszformansok a dehidratacids stresszel
szemben is toleransabbak lettek (Kasuga et al. )198&i j6l példazza, hogy egy adott
transzkripcios faktor nem csak egyetlen génrega#ftlyamatban vehet részt.

A CBF/DREBLI1 transzformans ndvények megnévekedett hideg-,vdlefagytirése, és
fokozott szarazsaftese mellett tobb tanulmanyban a transzgén nephdiotrop hatasat is leirtak.
Ezek szerint a&CBF/DREB1gének konstitutiv overexpresszidja lassitja astzganikus névény
fejlédését, ké& virdgzast, és/vagy akar torpeséget is okozhatz@ieglalé: Thomashow 2010,
Hussain et al. 2011).

19



2.2.2.2.1. ACBF génekArabidopsisban

A felfedezésuk o6ta kiderllt, hogy arabidopsisnévény genomja 6 CBF/DREB1 és 8
DREB?2 tipusu gént kddol (Sakuma et al. 2002). Bagkiil aCBF1, CBF2 ésCBF3 (DREB1A
DREB1BésDREB1Q gének hideg hatasara indukalédnak, azonban néduk&hddnak szarazsag-,
vagy so-stressz eseténOBF4 (DREB1D, aDREB2Aés aDREB2Bgének viszont dehidratacio és
sO-stressz esetében igen, de alacsdnyéhnsékleti stressz esetében nem indukalddnak ¢Lal. e
1998, Nakashima et al. 2000, Haake et al. 2002).

Alacsony-lbmérsékleti stressznek kitettabidopsisnovényekben £BF1-3gének mintegy
15 percen belll indukalédnak 14°C-on, vagy annatsinyabb émérsékleten (Stockinger et al.
1997, Gilmour et al. 1998, Liu et al. 1998, Kaswgaal. 1999, Medina et al. 1999, Zarka et al.
2003, mely indukciét hamarosan j6 néhany, éelsrban hideg-indukélhaté [UrCOR (Cadd
regulated)] gén expressziojanak ndvekedése kovarolik azt is, hogy egyésabidopsisCBF
gének a hidegadaptacio szabalyozasaban nem, vagyrészben azonos funkciot latnak el, azaz
mikodésik sordn mas-més géneket szabdlyoznak (Noeillal. 2007). ACBF gének altal
szabalyozott gének Osszességét, az un. ,CBF régultanszgénikus ndvények vizsgéalataval
tanulmanyoztdk. Egy 8000Arabidopsis gént reprezental6 microarray analizis alapjan
megallapitotték, hogy a hideg-indukalhaté génekiz¥-a (Fowler és Thomashow 2002), mig egy
24 000 génes Affymetrix CHIP analizis szerint 28%/agel et al. 2005) tartozik a CBF regulonba.
A CBF gének nikodésének fontossagat igazolja az, hogy azon gédftka, melyek expresszidja
jelentbs mértékben (tbbb mint 15-széroséréjtrmeg, a CBF regulonba tartoznak (Vogel et al.
2005). A hideg-indukalhata®COR gének nikédése nagymértékben hozzdjarul az alacsony-
hémérsékleti stressz-tolerancia, vagy a fagyallosaipkuldsahoz. A CBF regulonba egyrészt a
stressz-valasz korai szakaszaban szerepet jatgg@lstranszdukcios fehérjék (protein kinazok és
foszfatdzok, stb.), a génszabalyozéast iranyitd sulaipcidés faktorok, masrészt a sejtsizint
valaszban direkt szerepet jatsz6 fehérjék, enzitaeloznak. Ide sorolhatok azdésen hidrofil
tulajdonsagu krioprotektiv fehérjék, melyek memioiéat stabilizalnak, makromolekuldkat, igy
fehérjéket védenek, vagy olyan enzimek, melyeklazsany-témérsékleti stressz, a sejtstifiagy
kivédésében jatszanak szerepet (antioxidans folggnaozmolit akkumulacio, zsirsav
metabolizmus, stb). AArabidopsisCBF regulonjaba tartozé (112 gént figyelembedydehérjek

funkciondlis csoportositasat a 4. 4bra szemlélteti.

20



Metabolizmus

Ismeretlen 28 13

Transzkripcié 11

DNS replikacio RNS-kot6 1
és javitd
mechanizmusok
2

Szignél
transzdukci6 3

Stressz 32

Sejt biogenézis Energia 2

6
Transzport 9

Protein
moédositas 5

4. abra: A ladfit CBF regulonjaba tartoz6 fehérjék csoportositdsawler et
al. (2005), 79. 0., 4.2 abra alapjan Ujrarajzolva]

A metabolomika oldalarél kozelitve is igazoltak 8FCregulon szerepét. Hideg hatasara
325-féle metabolit akkumulalodilrabidopsisban, mely vegyuletek 79%-at a nem induktiv
korilmények mellett, azaz normabrhérsékleten nevelCBF3 gént tultermdl transzformans
novényekBl is kimutattak. Mi tdbb, azon metabolitok, melyekna hideg hatasara tébb mint
Otszorosére @it a mennyisége a hidegkezelt, nem transzformAnabidopsisban, 90%-a
kimutathaté volt a normal kérilmények kozétt nev@iem hidegkezelt)CBF3 transzformans
ndvényekben is (Cook et al. 2004). Mindez arra,dtagy a nem hidegkezelGBF3 tultermeb
névények metabolomikéja meglebstn hasonl6 a hidegkezelt nem transzforméans nokéhge.

Az Arabidopsisban végzett transzkriptom és metabolomikai arsdkei egyértelriien
igazoljak, hogy aCBF gének nikddése jelerits mértékben hozzajarul az alacsolyrérsékleti
stressz-tolerancia létrejottében. Ugyanakkor, émpéranszkriptom elemzés mutat r4 arra, hogy a
CBF szabalyozason kivul més regulacids utak isofak: a hideg-indukalhatoOR géneknek csak
egy része tartozik a CBF regulonba. Kilénbdzutans vonalakeskimol, ada2, hos9, hosXib.
mutansok; dsszefoglalo: Survila et al. 2010) amsdizs azt igazolja, hogy a CBF regulacios ut

mellet mas regulacids utak is sziikségesek a farpadl kialakulasdhoz.

2.2.2.2.2. ACBF gének a gabonafélékben

Az Arabidopsismellett a legtobb informacié a gabonafélék, igiként a baza Triticum
aestivun), alakor {Triticum monococcumés az é&rpaHordeum vulgarg CBF génjeil all
rendelkezésinkre. A gabonafélékben talalhat6 aytdBBF gének szintén hidegre és/vagy
szarazsagra indukalédnak, illetve néhany kozllgkigy az altaluk szabalyozott gének) alacsony

szinten kontroll kérilmények kdzott is expressziod fotoperiodus €s a napi ritmus ugyancsak
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befolyasolhatja a transzkripciéjuk mértékétCBF gének bizonyos csoportjai csak a Perjefélékre
(Pooideag jellemzek; valbdszitileg a mérsékelt égovi éddelyekre terjedésik, és az alacsony
hémérsékleti toleranciajuk kialakulasa sorand@jek ki bennik, mivel ezeknekGBF géneknek

az expresszidja és indukalhatosagadtadiesebb azészi fajtdkban (Badawi et al. 2007).
Megéllapitottdk, hogy a rizs genomja 5, az alalewagnja legaldbb 13, a kenyérblza legalabb 15,
mig az arpa genomja pedig legalabb @BF gént kddol. A mérsékelt égovi gabonaféléBF
génjeinek szerepér és diverzitasardl a legtobb informaciot a blzaletteaz arpaban végzett
kutatasok szolgéltattédk. Ariticeaefajok genomjai kdzotti nagyfokd homologia és senitds miatt

a buzéban és az arpaban kapott kisérleti eredmémyehkast kiegészitik, thmogatjak (6sszefoglalo:
Galiba et al. 2009).

A buza abiotikus, dként alacsony-tmérsékleti stressz-tolerancigjanak vizsgélata a
martonvaséari MTA Meédgazdasagi Kutatointézetben tobb évtizedes multkanttevissza. A
Genetika Osztalyon é&hllitott genetikai anyagokon (monoszémas, szuligifis, rekombinans
vonalak) a buza 5A és 5B kromoszémajan térképeardkR-Al az FR-B1 fagyftirésért feleds
I6kuszokat, aVRN-Alés VRN-Blvernalizaciés igényt meghatarozé gént,ER2S-5BLkoraisagi
I6kuszt, tovabba olyan génlokuszokat azonositottaklyek a stresszadaptacioban kiemebked
szerepet jatszanak (szénhidrat-, ABA-akkumulac@lipa et al. 1995, 1997; Téth et al. 2003).
Alakorban egy fagyallésagi gént, BR-A2t térképezték az 5A kromoszéman, valamint ugyaaabb
a poziciéba térképeztek egy TF-t kodoldé génEBF3t, és egy hideg-indukalhaté gé@@R140h
expressziojaért felés QTL-t is (Vagujfalvi et al. 2003). Ezzel ékent hoztak dsszefliggésbe egy
gént CBF3, amely nagy valGsziiséggel azonos egy fagyallésagi génnel, FR-A2vel.
Munkajukat az arpaban végzett kisérletek mégjeatték (Francia et al. 2004). A kébiek soran
alakorban az 5A kromoszémaFr-A2 régidjaban 11CBF gént térképeztek (Miller et al. 2006).
Génexpresszios kisérletekkel bizonyitottak, hoggkddzil harom, £BF14 aCBF15és aCBF16
expresszidja indukalédik hideg-stressz hatasarayérbizdban, tovabba hogy az expresszio
mértéke és a fagyall6sag kozott 6sszefliggés ail f¢agujfalvi et al. 2005). A fagiité G3116 és
a fagyérzékeny DV92 alakor genotipusokat keresetdétrehoztak egy térképezési populéciot,
melynek fagytesztje soran kimutattdk, hogy szinté@nom CBF gén, aCBF12 a CBF14 és a
CBF15az, amelyiknek szerepe van a fdggs kialakitdsaban (Knox et al. 2008). A két kuiliuth
fajon, két eltéd kisérletben kapott eredmények kdzott tehat ®BF gén azonosnak bizonyult:
mindkét rendszer £BF14 és aCBF15 géneknek a fagyallosag kialakitasdban jatszottepger
igazolta.

A novényi abiotikus stressz-tolerancia egyik legittivebben kutatott terllete a CBF

génregulécio; a gabonafélékben kapott eredménygigknmértékben hozzajarultak ahhoz, hogy a
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klasszikus genetika és a molekularis biologia keldgcksaval egyre kozelebb kerlljink egy olyan

komplex rendszer megértéséhez, mint az alacsémgétsékleti-, vagy a fagytolerancia.

2.2.3. Atranszkripcits faktorok szerepének bizoryasa transzformaciéval

Egy gén szerepének a bizonyitdsa egyrészt tortéolgeimodon, hogy az adott gén
megnyilvanulast cstkkentik, vagy megszintetik (lolsiinction) és ezzel parhuzamosan vizsgaljak
a feltételezett tulajdonsag (biokémiai, élettagiroadmiai, stb.) valtozasat. Ez utdbbira az egyik
lehetiség a kiutéses (knockout vagy knockdown) mutdnsekzése. Mintegy 400 000 inzercios
Arabidopsisvonal all rendelkezésre (Alonso és Ecker 2006)eldallitAsuk megkezitott mas
fajokban is (rizs,Brachypodiumn A mutdnselemzés mellett egy masik |éségy az adott gén
transzformécioval tortén csendesitése. Masrészt, egy géniikddése bizonyithato
transzformécioval a génexpresszio-fokozasan keregain of function) is.

Szamos eredményes kisérletet publikaltak a sttetmanciaban (etsorban az abiotikus
stressz-toleranciaban) részt %eweének funkcidjanak igazolasardl transzgénikus npek
analizisével. Az ily modon tanulmanyozott génekdbim csoportba sorolhatjuk: 1 -gének, melyek
ismert funkcioju enzimeket, vagy struktlrfehérjékétlolnak; 2 -ismeretlen funkcioju gének; 3 -
regulator fehérjéket kédoldé gének (Bhatnagar-Matbumal. 2008). A stressz-adaptacioban részt
vew gének szerepének igazoldsahoz a kezdeti transzéoimkisérletek an. egyfunkcids génekkel
(»single action genes”) torténtek. Bforban olyan géneket vizsgéltak, melyek egyetletabudit
modositasaért feléek, pl. egyes anyagcsere utak kulcsenzimeit. Ezekésérleteket Bhatnagar-
Mathur et al. munkaja (2008) foglalja dssze.

Tekintettel azonban arra, hogy a novényi stresezancia - és kilondsen igaz ez az
abiotikus stressz-toleranciara - egy komplex, sdn ciltal szabdélyozott rendszer, ahol a
génregulécios hélozatok is kapcsolatban vannak égyah az egyedi gének vizsgéalatarol a hang-
suly athelye&dott a (tobb/sok gén ikodését befolyasold) szabalyozd gének tanulmangoais
nagyszadmu TF szerepét bizonyitottak mér transzfoidudl. Ezekél a TF-okrdl részletes listét,
ismertetést tartalmaz Umezawa et al. (2006), valazZhang (2003) dsszefoglalé publikacidja, mig
Sung et al. (2003) ékebb kdrben, csak azokat az eredményeket ismarietyek a Bmérsékleti
stressz-tolerancia javitasara torekedtek.

A transzformalt TF-ok tilnyomd tobbsége a nagy Beladok (AP2/EREBP, bZIP, NAC,
MYB, MYC, WRKY) valamelyikébe tartozik. A legtobbisérletet az AP2/EREBP csaladdba tartozo
CBF génekkel végezték. Homolog és heterol@gdht Arabidopsisbol szarmazé) rendszerekben is
bizonyitottak e gének stressz-adaptécioban bet@uitrepétCBF génekkel transzformaltak mar

bazat, rizst, dohanyt, paradicsomot, epret, refégjonyat, almat, papayat, stb. Ismert ugyanakkor
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az is, hogy a TF-ok sok esetben mas — akéar kul@nbséaladba tartozé — TF-ral egyuttkddve
fejtik ki hatasukat. Ezért a tobb TF egylttes tedmsnacioja segithet olyan esetben, amikor az
egyedi TF-ral végzett transzformacio nem vezetetiményre (Pelaz 2001).

Nagymértékben befolyasolhatja az eredményt (azamdmanyozni kivant fenotipust, vagy
pleiotrép hatdsként akar az egész ndvény vitalitdefiodését) az, hogy a transzformalt TF
expresszidja hogyan szabdalyozodik, vagyis milygrusii prométer vezérli. Leggyakrabban az
allando6 niikbdést biztositd konstitutiv promotereke@aMV 35S ndvényi ubiquitin, rizs aktin,
kukorica ADH) alkalmazzak. A konstitutiv prométerekérye, hogy folyamatos génexpressziot
biztositanak, melynek kdvetkeztében az altaluk &galzott gén hatasa kifejezettebb lehet, az nem
flgg kornyezeti hatasoktol, féfdési allapottol. Sok esetben azonban — mivel a Gib tgén
mikodését is befolydsolja — ez a tiilkddtetés megterh&la ndvény szaméara, ami kuloniboz
abnormalitdsban (pl. késleltetett virdgzas, a nésék retardacioja, vagy e€éppen torpeség
kialakuldsa) nyilvanul(hat) meg. Ezt a problématiradukalhaté promoterek alkalmazasaval lehet
kivédeni. Az idealis indukalhaté promoter egyrébigtositja, hogy indukalé hatds hidnyaban a
vezérelt gén nem nyilvanul meg, masrészt, hogy laregresszidja reverzibilis és doézisfidgg
legyen (Bhatnagar-Mathur et al. 2008). Az ilyenrmpéterek indukalédhatnak kémiai anyagokra,
vagy fizikai hatasokra, és ahogy a konstitutiv pbterek is, kifejeédhetnek az egész szervezetben,
vagy biztosithatnak csak szerv-, ill. szOvet-sped génexpressziét. Kémiai indukalé lehet
alkohol, tetraciklin, szteroid, egyes fémionok,.sthig fizikai indukéloként admérséklet-valtozas
és a fény szerepe ismert leginkabb. Egyes pronidwsan szabalyozd elemeket tartalmaznak,
melyek stressz hatasara (ozmotikus, s6, magas ataggony Bmérsékleti, sebzési, stb. stressz)
indukalédnak. A szovet-specifikus promoéterek allatdsanak nagy d@lye, hogy nem allando,
hanem a vizsgélni kivant gén szovet- (szerv-6dgsi allapot-) fugd expresszidjat biztositja.
Ezeket a promotereket endogén és exogén faktorgéré@gt indukalhatjak, tehat az indukélhatd
promoterek kdzé is sorolhatok.

Az indukalhat6 promoterek @tyét bizonyitja példaul, hogy arabidopsisCBF3/DREB1A
TF-t kddolo génjének konstitutiv megnyilvanuldsbar az megnovekedett so-, és szaransasft
valamint fagyall6sdgot eredményezett - jedenmérték novekedési zavarokhoz is vezetett, am
amikor e gént a stressz-indukalhed@9A promoter vezérelte, akkor mar ilyen probléma nepetié
fel, mindamellett, hogy a fokozott stressz-ellebgdly megmaradt (Kasuga et al. 1999). A
paradicsomban kifejezteteftrabidopsisCBF1 gén fokozott szarazsag, hideg és oxidativ stressz-
toleranciat eredményezett, de a névényelédeépében zavarok mutatkoztak, amit az &ipA22
génkdbl szarmazd, abiotikus stresszre indukalédéd szktstpromoter alkalmazasa megszintetett.
Erdekes modon, ugyanaztGBF gént, azArabidopsisbdl szarmazdCBF3-at (DREB1A rizsbe
transzformélva két kutatdcsoport ettéaredményt kapott. A gén konstitutiv expressziojadikeét
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esetben fokozott sO-, szarazsag-, és alacsomgétsékleti stressz-toleranciat eredményezett,
azonban, mig az egyik kutatécsoport jelemovekedési zavarokat detektalt (Ito et al. 2086dlig

a masik kutatécsoport nem tapasztalt zavarokaaresszgénikus névények féfésében (Oh et al.
2005).

A stressz-tolerancidban szerepet jatsz6 TF-okkazeté transzformacidos munkak egy
lehetséges veszélyére hivjak fel a figyelmet Bhgandathur et al. (2008). Véleményik szerint
ahhoz, hogy egy adott gén expressziojat biztosimdutatok sok esetben olyan kivételes stressz-
korulmeényeket alkalmaznak, melyek extrém szituggtantenek a ndévény szadmara. Szerintik az
ilyen kisérletek agronomiai és élettani szempontisl téves kovetkeztetések levonasahoz
vezethetnek. Az ilyen szempontu értékeléseknéefegpmel kell lenni arra, hogy a tanulmanyozott
gén mas stressz-génekkel, mechanizmusokkal is tkplean all(hat), ezért annak hatasat hosszabb
tavon, mas (stressz) korilmények kodzott is tanujroani kell. Ez utébbi a gabonafélék esetében
kildndsen fontos szempont, hiszen e névények aedégfsdésiik soran sokféle stressznek vannak
kitéve, nem csak egyetlen, rovidétdrtamu, extrém stressznek. A s#érazonban egyetértenek
azzal, hogy az ilyen rovid tava, ,mesterséges’ssizek alkalmazésa adekvét, ha annak célja a gén
funkciéjanak bizonyitasa.

Tal azon, hogy egyes TF-ok szerepét transzformati@azoljak, ez a megkozelitési mod,
metodika segithet a véfjsél elérésében, azaz az agrondmiai szempontbtisfardvények egyes
tulajdonsagainak (kuléndsen igaz ez olyan kompldajdonsdgok esetében, mint az abiotikus
stressz-tolerancia) javitasaban. Egy, az e témalkfinglalkoz6 dolgozat igy fogalmaz: ,Mivel a
transzkripcios faktorok a sejtfolyamatok mestemsgipozoiként nikddnek, ezért a gabonafélék
komplex tulajdonsagainak modositasaban kivalo tleddlt szerepelnek; a TF alapu technol6giak
jelents képvisabi lesznek a kovetkéizgeneracios biotechnoldgiai eljardsoknak” (Centeiryal.
2008).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Noévényanyag

Az &rpa Hordeum vulgareL.) transzformécidja nagymértékben genotipus-6lgé
legsikeresebben transzformélhaté fajta a tavaskdéBoPromise. Munkank soran Golden Promise
tavaszi arpabol izolalt éretlen embriokat trangnf@itunk Agrobacterium tumefaciens
kozvetitésével. ACBF génekkel tortéh kisérleteink kapcsan egyutikbdést alakitottunk ki Dr
Wendy Harwood-dal (Department of Crop Geneticspdones Centre (JIC), Norwich, UK), adit
egy hatékony &rpa-transzformacios technikat tamtalimameg.0 bocsatotta rendelkezésiinkre az
alap expressziés pBRACT vektorokatww.bract.org és egy részletes protokollt, melyet azéta
konyvfejezetben és cikként is publikaltak (Bartktial. 2008, Harwood et al. 2008).

Az arpaszemeket 2:2:1 ardanyu komposzt: perlit: Hofdddkeverékbe vetettiik el; hetente
néhany cserépnyi anyagot, tobb héten keresztil.o¥emyek kontrollalt kérilmények kozott,
névényneveal kamraban éttek 15/12°C (nappal/éjszakayrmérsékleten, 80% relativ paratartalom,
és 16 h fény / 8 h s6tét periodus mellett, a féfsgg 30Qumol mi’s™ volt. Ezek a névények a
fejlédésiik soran nem voltak permetezve, mert a tapasazdrint a peszticidek cstkkenthetik az
arpabdl izolalt éretlen embridk szdvettenyésztdséikerességet.

A folyamatosan eliltetett novények fajesét, kalaszoldsat nyomonkovettik és az
optimdlisan 1,5 mm atm&fi éretlen embridkat tartalmazé kaldszokat vagtukale arpa-
novényekél. A szemeket a kalaszrdl lecsipkedtik, és sténilikmények kdzott, laminéris fllkében
sterileztik. A sterilezés Iépései:

mosas 70%-os EtOH-lal, 30 sec,
steril desztillalt vizzel dblités 3x,
mosas 50%-0s natrium-hipoklorit oldattal (Flukajnih,

steril desztillalt vizzel oblités 4x.

A steril szemekdl mikroszkép alatt izolaltunk éretlen embridkat. Asmbriokezdeményt (a

hajtascsucs- és a gyokércsucs-kezdeményt) egy hegyeesz (No. 5 type, TAAB Laboratories
Equipment Ltd.Ref. T083) segitségével lecsippeiitettPetri csészénként 25 szkutellumot
helyeztiink kallusz indukal6 (,CI”; callus inductiptéptalajra (Bartlett et al. 2008, Harwood et al.
2008). A Petri csészéket a féblytetakarva szovettenyégzkamraban inkubaltuk, mely stabilan
24°C-os lbmérsékleten rikodott, 50pmol m?s* megvilagitas mellett. AAgrobacteriurdfertézés

egy nappal a éretlen embridk izolaldsa utan tartént
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3.2. A transzformacioés konstrukciok edallitasa

A rizs OsMYB4gént (génbanki azonositészam: Y11414 eabidopsis thaliangbdl izolaltcorl5a
stressz-, és ABA-indukalhatd promoéterrel O0sszeépibr. Immacolata Coraggio (Istituto di
Biologia e Biotecnologia Agraria, CNR; Milano, §albocsatotta rendelkezéslinkre egy expresszios
kazettdban (pUCerl5-MYBJ4. Ebll a kiinduldsi konstrukciobol készitettik el Agrobacterium
tumefacienkozvetitésével arpa transzformaciojara alkalmasagtrukcidt, melynek Iépései:

* Primer tervezése a&orl5a0OsMYB4NOS (promoter-transzgén-terminator; egyutt 2667 bp)
szekvencia amplifikédlasara (3.10. fejezet, Primeliskdja: 2. tablazat), mely biztositia a
helyspecifikus klénozast a pENTRSD/D-TOPCE klénozé vektorba (Invitrogen; a gyartd
utasitasa szerint).

« A corl5a0sMYBA4NOS szekvencia amplifikdlasa PCR mddszerrel (AccupfnBfx DNS
polimeraz, Invitrogen). A PCR termék eliemése gélelektroforézissel, tisztitasa WiZaBV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) kittel.

« TOPO kl6nozé reakcié (pENTHK Directional TOPO Cloning Kit, Invitrogen): a PCBrinéket
pPENTR™/SD/D-TOPQ klénozé vektor 2:1 aranyl dsszekeverése, majcszfarmaciojak.
coli One Shdt TOP10 kémiai kompetens sejtbe (Invitrogen). A ssftka szélesztése
kanamicin (50 pg/ml) tartalma LB agar taptalajon.

« 10 egyedi telep ellégmzése kolénia PCR mddszerrel (Go Tddexi DNS polimeraz; Promega),
az univerzalis M13 forward (-20) és M13 reversemarieket (3.10. fejezet: 5. tablazat)
hasznalva. A PCR pozitiv koléniak kozil néglyliolyékony tenyészet készitése 50 pg/ml
kanamicin tartalmd LB oldatban, majd a sejtkultim@kplazmidot izolalas WizafdPlus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega) kittel.

* A plazmid preparatumok elléreése emésztéss@lotl restrikcios enzimmel (Fermentas). Az
enzim a pENTR"/SD/D-TOPOeor15a-OsMYB4-NO$lazmidot 3 darabra hasitja (2987 bp,
1210 bp, 1115 bp), a fragmentek méretének &lise gélelektroforézissel.

« A corl5a-OsMYB4-NOSCR fragment rekombinaciéja a pENTRSD/D-TOPO® kl6nozé
(donor) vektorbdl a pMDC99 (Institute of Plant Bigly and Zurich-Basel Plant Science Centre,
University of Zurich, Zurich, Switzerland) Gatewalapu fogado6 vektorba Gateway LR clonase
(Invitrogen) felhasznalasaval. (A reakcioelegyil4.R clonase mix II, 1,7l pMDC99 fogado
vektort (270 ngdl), 1 pl donor vektort (200 ngl), 9,3 ul TE puffert (pH=8,0). A rekombinacios
reakci6 inkubalasa szob@hérsékleten, egy éjszakan at (overnight).

* LR reakcioelegy emésztégdd restrikcios enzimmel (New England Biolabs). (Ando és a
fogadd vektorban is kanamicin rezisztencia génegmdr és a két vektor LR rekombinacios
reakcidja utdn a pMDC98erl5a-OsMYB4-NOonstrukciora kell szelektalni. AAhd
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restrikciés enzim egyszer hasitja a donor konstéukéttér részét (backbone), decarl5a-
OsMYB4-NOSragmentet, a fogadd vektort, és igy a ¥ég@dIDC99-corl5a-OsMYB4-NOS
konstrukciét nem.)

Az emésztett LR reakcioelegyul-ének transzformécioja 3d kémiai kompeten&. coli DH5a
sejt szuszpenzidba (Invitrogen), szélesztés kanarfh® pg/ml) tartalma LB taptalajra.

A telepek elletirzése kolonia PCR madszerrel, PMDC99-Fwd/-Rev priraeal (3.10. fejezet:
2. tAblazat; az eredeti pMDC99 expresszios vektdi@®6 bp mérét fragmentet amplifikal,
mig a pMDC99%o0r15a-OsMYB4-NO&onstrukciorol egy 2661bp hosszusagu fragmerket)
PCR pozitiv kol6niabdl plazmid preparatum készitéseszekvenaltatasuk (MTA SZBK, DNS
Szekvenal6 Laboratorium, Szeged) a PMDC99 ForwaildMDC99 Reverse primerekkel.

Az igy elkészitett és elléredtt 0 konstrukcid, a pMDC98erl5a-OsMYB4-NOS
transzformécioja ésokkal (An et al. 1988), pSoup ségfilazmiddal az AGLIAgrobacterium
tumefaciengtrzsbe. A sejtek novesztése rifampicin (50 pghatyalmi LB taptalajon, 28°C-

on.

A bluza TaCBF14 (génbanki azonositészam: EU076382)TéCBF15 (génbanki azonositoszam:
EU076383) géneket cDNSiramplifikaltuk, melyet 2 éran keresztil hideg-kit4@°C) Cheyenne
6szi buza genotipusbdl izolalt, DNase | enzimmeb(Rrga) emésztett RN8H(TRIzol® Reagent,

Invitrogen) irtunk at reverz transzkripciéval (M-MLRT, Promega). Expresszidés vektornak a

pBract214 Kttp://www.bract.org/constructsavailable/pBract\@stConstructs/constructs. hjml

Gateway alapu binaris vektort hasznaltuk, amelybdrakteridlis szelekciét a kanamicin-, mig a

novényi szelekciét a hygromycin rezisztencia géntdsitja. A két konstrukcio elkészitésének

lépései:

Primer tervezése @aCBF14és aTaCBF15gének amplifikalasara (3.10. fejezet: 5. tablgzat)
mely biztositja a helyspecifikus klénozast a pENY®-TOPJ® kiénozé vektorba (Invitrogen;

a gyarto utasitasa szerint).

A TaCBF14 (689 bp) és araCBF15(847 bp) gének amplifikalasa (AccuprifffePfx DNS
polimeraz, Invitrogen). A PCR termékek elierése gélelektroforézissel, és tisztitAsuk DNA
Gel Extraction Kit-tel (Montage, Millipore).

TOPO kl6énozé reakcié (PENTR Directional TOPO Cloning Kit, Invitrogen): a PCBrinék

és a pENTRY/D-TOPC klénozé vektor dsszekeverése 2:1 aranyban; tramsatioE. coli
One Shot TOP10 kémiai kompetens sejtbe (Invitrogen). A sdjtka szélesztése kanamicin

(50 pg/ml) tartalmd LB agar taptalajon.
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« 10 egyedi telep ellégmzése kolénia PCR mddszerrel (Go Tadexi DNS polimeraz, Promega),
tobbféle primerpar-kombinaciéban (3.10. fejezetdblazat).

« 2-2 PCR-pozitiv koléniabél plazmid preparatum késs (Mini-M™ Plasmid DNA Extraction
System, Viogene), és szekvenaltatasuk az univerddli3 forward primerrel (MTA SZBK,
DNS Szekvenal6 Laboratérium, Szeged).

A donor és a fogadd vektor is kanamicin-rezisztaxgrt a donor vektor emésztése olyan
restrikciés enzimmelHpal = KspAl; Promega), ami &£BF géneket, a fogado vektort, ill. a
végs expresszios konstrukciokat nem véagja el.

« Az LR reakcié dsszedllitasa: 2 pl linearizalt pENY®-TOPOTaCBF14 ill. pENTR™/D-
TOPOTaCBF15vektor (30ng/ul) + 2,1 pl pBract214 vektor (50 plyy/+ 1,3 pl LR clonase
mix Il (Gateway LR clonase, Invitrogen) + 1,3 ul phffer (pH=8,0); 6,7 ul végtérfogatban.

* Az LR reakcidelegy inkubalasa 25°C-on, egy éjszadtaRCR készllékben, masnap kezelése
Proteinase K-val (Gateway LR clonase, Invitrogegyarto leirdsa szerint).

* 4 ul LR reakci6elegy transzformacidja 50 ul kémikampetens E. coli DHb sejtbe
(Invitrogen), szélesztés kanamicin (50 pg/ml) tertal B taptalajra.

* 12 egyedi telep ellémzése kolénia PCR modszerrel. (A Hygromycin markargelenlétének,
és kulonboé primerpar-kombinaciékban a prométer-transzgémsizgén-terminator szakaszok
meglétének ellefrzése, 3.10. fejezet: 5. tdblazat).

* 3-3 PCR-pozitiv koléniabdl plazmid preparatumok Zitsse, és elldmzésik restrikcios
enzimekkel BanmHI| és Sad, Fermentas) torténemésztéssel, majd szekvenaltataguk A
SZBK, DNS Szekvenald Laboratorium, Szeged) pAHUnD Fwd és Nosterm 3’ Rev
primerekkel (3.10. fejezet: 5. tablazat).

o Kulon-kilén 100 ng pBract21FaCBF14 és pBract214-aCBF15 plazmid preparatum
transzformécidja elektroporécioval (Bartlett et &008) 40 pl elektrokompetenAGL1
Agrobacterium tumefaciensrzsbe, 100 ng pSoup ségiilazmid preparatumaval. A sejtek
névesztése rifampicin tartalmu (50 pg/ml) LB taggah 28°C-on, 3 napig.

» Egy-egy egyedi koloniabdl standard inokulum késst€ingay et al. (1997) leirasa szerint.

A kl6bnoz6 és expresszios vektorok szekvencia iléesst, térképét a Vector NTI® (Invitrogen)

szamitogépes programmal készitettem el.
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3.3. TranszformacioAgrobacteriumtumefacienskdzvetitésével

A pMDC99<corl5a-OsMYB4-NOS konstrukcioval az arpa éretlen embridinak
transzformécidjat, majd az anyag szoOvettenyésztaséovlasz egyuttitkkddd kutatdk végezték
Tingay et al. (1997) szerint, Matthews et al. (@0@6dositasaival.

A pBract202 (Hygromycin szelekciés markergént hatdddontroll vektor), pBract214-
TaCBF14és pBract214-aCBF15konstrukcidkkal transzformalt AGLAgrobacteriumtérzsekisl
folyékony tenyészeteket allitottunk6ell0 ml ,MG/L” tapoldatban, melyet egy éjszakan &t
inkubaltunk 28°C-on, 160 rpm razatassal. A baktérkultirabdl pipettaval egy-egy cseppet
cseppentettink az embridkra. 3 nap egyutt-tenystsAéveben az arpa-embridkat 50 mg/l
hygromycint és 160 mg/l timentint (afgrobacteriumeldlése miatt) is tartalmazo ,Cl” taptalajra
(,CI+H+T” taptalaj; Bartlett et al. 2008, Harwood &. 2008) helyeztik, a Petri csészéket sotétben
taroltuk. Az embridk ezutan kéthetente friss tagtalkertltek.

Az embridkat 6 hétig sotétben tenyésztettik ,Cl+Hkalluszosito taptalajon (Bartlett et al.
2008, Harwood et al. 2008). Ezutan az anyagot ffdnsition) taptalajra (Bartlett et al. 2008,
Harwood et al. 2008) helyeztik &at, mely egy atmenméptalaj a kallusz indukalasi és a
novényregeneralasi peribdusok kdzoétt. Ez a taptaigibbra is tartalmaz 50 mg/l hygromycint és
160 mg/l timentint. A Petri csészéket ebben a ld§északaszban fényre helyeztik, de egy
haztartasi papirtdflkendvel 1 rétegben letakartuiket, hogy ne érje és fény az anyagot.

Ujabb két hét utan a kallusz tenyészetet a novéngggdeneraciojat biztosité ,R”
(regeneration) taptalajra (Bartlett et al. 2008n##ta0d et al. 2008) helyeztik, fényre (fotoperidédus:
20 h megvilagitas / 4 h s6tét). Az ,R” taptalatastalmazza az 50 mg/l hygromycint és 160 mg/l
timentint. A regeneraléd6 névényeket a kalluszr@tosan levalasztottuk, és egyesével Uvdnes
ontétt, ,R” téptalajra helyeztik, azonos hygromycés timentin koncentracié mellett. A
megfeleben eBs gydkérzdt ndvényeket 2:1 aranyd Compo Sana diszndvény-pélchathomok

foldkeverékbe Ultettiik, és kontroll korilmények &tizndvényneveél kamraban neveltik féket.

A bakteridlis célra készitett taptalajok 0sszegétel

Az alapLB tapoldat Osszetedi: 10 g/l Bacto-tryptone, 5 g/l Bacto-éle$ativonat, 10 g/l NacCl;
pH=7,5 (NaOH-dal allitjuk be). Szilard LB-t tartaxd lemezek készitésekor az LB oldathoz 15 g/l
Bacto-agar-t adunk.

MG/L tapoldat (Garfinkel és Nester 1980) dsszedtevs g/l mannitol, 2,5 g/l Bacto-éleset
kivonat, 1 g/l L-glutaminsav, 250 mg/l KRQ,, 100 mg/l NaCl, 100 mg/l MgS©®7H,0, 10 pl
Biotin (0,1 mg/l stock). pH=7,2 (NaOH-dal allitjuke). Szilard MG/L-t tartalmazd lemezek
készitésekor az MG/L oldathoz 15 g/l Bacto-agaitire.
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3.4. Az arpa transzformacio molekularis bizonyitasa

Az OsMYBJ4transzformans arpak esetén a jelolt névények édelCTAB modszerrel (Doyle és
Doyle, 1990) izolaltunk genomi DNS-t. A képiaszan®dauthern blot hibridizaciéval hataroztuk
meg. A genomi DNS-t EcArRV restrikcios enzimmel emésztettik, a fragmenteket
gélelektroforézissel valasztottuk el 0,8% (w/v) gagélen (overnight), majd blottoltuk Hybond
(Amersham GE Healthcare) membranon. A membrant @Bf® oOran keresztil hibridizacios
oldatban elhibridizaltuk, majd egy éjszakan at hibridizalt&té6°C-ona->*P-CTP-izotéppal jeldlt
corl5a-OsMYB4probat tartalmazé hibridizaciés oldatban (Sambretkal. 2001). A prébat a
transzforméaciéhoz hasznalt konstrukciorol amplifiké Corl5promfor3 forward primer és
MYB4rev3 reverse primerekkel (3.10. fejezet: 2.a88bmelyek egy 836 bp hosszisagu terméket
eredményeznek. A membrant egyszer mostuk 2X SSé&italdmely 0,1% SDS-t tartalmazott (20
min), majd 1X SSC (0.1% SDS) oldattal, ezutan letsaostuk 0,5X SSC (0.1% SDS) oldattal (30
min), 65°C-on. A membran x-ray filmen (Kodak) leponélva -80°C-on.

A hygromycin reziszten§aCBF transzforméns arpa-jeldltek levetétbNeasy Plant Mini
Kit-tel (Qiagen) izolaltunk genomi DNS-t. A trangzgjelenlétét PCR-rel igazoltuk, melynek soran
olyan primereket kombinaltunk péarokba, amelyek anpgiter — transzgén, vagy a transzgén —
terminator szekvencia-szakaszon amplifikalnak kidizd hosszusagu fragmenteket (3.10. fejezet:
5. tablazat). A ¥ nemzedékben @aCBF transzformans arpak képiaszadm-meghatarozasat, anajd
T1 nemzedékben annak meghatarozasat, hogy az egydsuényekben a transzgén homozigota,
vagy heterozigo6ta allapotban 6ré#btt, az angliai IDNA Genetics Limited végezte ghhktitativ

Real-Time PCR-rel, hygromycin génre specifikus griekkel.

3.5. Fagytesztek

A TaCBFtranszformans arpavonalak fagytesztjeit a martedwdedgazdasagi Kutatéintézetben
végeztik el, az Osztadlyunkon (volt Genetika, ma é&hyv Molekularis Biologia Osztély)
alkalmazott metodika szerint. Ugyanakkor@gMYB4transzformans arpavonalak fagytesztjeit az
olaszorszagi CRA Genomics Research Center (Fioodazu’'Arda) kutatéintézetben, az
egyuttmikddésben résztvévkutatdcsoport altal alkalmazott metodika alapjdygeztik el. Ez

okozza az eltérkisérleti mddszerek alkalmazasat.
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3.5.1. AzOsMYB4transzformans arpavonalak fagytesztjei

Egy hét ebnevelés (20/15°C nappali/éjszakéinérséklet, 10 h fény / 14 h sotét fotoperiédus, 200
pumol m?s* fényintenzitas, 70%-os relativ paratartalom) wamsvényeket 3 hétig hideg-edzettiik
4°C-on (8 h fény / 16 h sotét periodus). Az edzsitényeket -10°C, -11°C és -12°C-on
fagyasztottuk Crosatti et al. (2008) szerint. Axesyvonalakat random mdédon, 10 ismétlésben

Ultettiik el minden egyes fagyasztadintérséklet esetén.
3.5.2. ATaCBF transzformans arpavonalak fagyasztasa

A TaCBFtranszformans arpavonalak fagyasztasat Vagujédhal. (2003) szerint végeztik el. Az
egyes vonalakat faladakba dltettiink el random mgdomalanként 20 ismétlésben. A ndvényeket 3
hétig kontroll kérilmények kdzott (17/13°C nappgbkzakai Bmérséklet, 16 h megvilagitas, 240
umol m?s? fényintenzitas, 75%-os relativ paratartalonfneleltiik, majd 3 hétig hidegedzettiik
4°C-on (azonos megvilagitdsi paraméterek mellétthideg-edzés nélkili fagyteszt esetében a
kontroll kérilmények kodzott nevelt ndvényeket vaiktald fagytesztnek. Az edzett névényeket
-11°C és -13°C-on fagyasztottuk, az edzés nélkatyteszt esetén -6°C-ot alkalmaztunk
fagyasztasi émérsékletként. A fagy utan 2 hét regeneracidos gasikovetkezett, kontroll

korilmények kozott.

3.5.3. A fagyftirés indirekt meghatarozasaaz F./Fn, paraméter mérésével

A novények Il. fotokémiai rendszerének (PSIl) fagydtal okozott rikddésbeli valtozasat a PSII
maximalis kvantumhatésfokdnak meghatarozasavapittiuk meg, mely a sotétadaptalt névény
levelén mért valtozé (fF és maximalis (f) fluoreszcencia aradnya (Fy) (Butler és Kitajima
1975). A Klorofill fluoreszcens indukciés paraméte(R/F, arany és férték) mérését a leveken
fluorométerrel (Pulse amplitude-modulated fluoroenePAM 2000, Walz, Effeltrich) végeztik el
Rizza et al. (2001) szerint. Az/F,, aranyt és azertekeket 10 ismétlésben mértik meg az alabbi
idépontokban: kozvetlenul a fagyasztastelkdzvetlenil a fagyasztas utan, valamint 24sh4 & h-

val a fagyasztast kouin.
3.5.4. Konduktancia vizsgalatok

A konduktancia vizsgalatokhoz kozel egyforma miérdtb. 3 cm hosszu levél-szegmenseket

vagtunk le fagyasztas &, és 24 h-val a fagyasztas utan. A levéldarabdkatml-es Falcon-
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csovekbe helyeztik, és 5 ml steriltigzMQ vizben razattuk (300 rpm, egy éjszakan &t). A
vezebtképesség novekedését (minta konduktancigja) koathéder (Electrical conductivity meter,
Mikro KKT) segitségével hataroztuk meg. Ugyananraklevéldarabnak a maximalis ion-
kidramlasat 20 perces forraldst kdeat hataroztuk meg (minta maximalis konduktanciaja).
Megmértik maganak a steril isz MQ viznek a konduktancia értékét is. A mintaKatie
konduktancigjat a maximalis konduktancia szazal&@syaban adtuk meg a kovetkdnrmula
alapjan:

Minta konduktanciaja — MQ viz konduktanciaja

*100= Minta relativ konduktanciaja[%o]
Minta maximalis konduktancidja — MQ viz konduktaajai

3.5.5. A fagytirés direkt meghatarozésa

A novények fagykarosodasat a regeneraldédéd-képessadigpjan is meghataroztuk. A névények
tulélésének mértékét a fagyasztas utan egy, illhé&éel értékeltik egy 0-tdl (a fagyasztést neta él
tul) 5-ig (a fagyasztast karosodas nélkll wlderjeds skalan. A tulélési szazalékot adott vonalra a

fagyasztast tulélt / fagytesztnek kitett névénygingaban szamoltuk ki.

3.6. Alacsony-témérsékleti stresszkezelés

Az OsMYB4transzformans arpavonalak esetén 5-5 névénytn@mzedék) neveltiink kontroll
kértilmények kozott (20/15°C nappal/éjszakaimierséklet, 10 h megvilagitas, 200 pmofsh
fényintenzitas, 70% relativ paratartalom) valamenmnszformans vonalbél, valamint a Golden
Promise vad tipusbol (GP). 10 nap utandéanérsékletet 4/2°C-ra (8/16 h fény/sotét periddus)
csokkentettilk. Az egyedi névények leveElontroll kérilmények kozoétt, valamint egy napos
hideg-kezelést kovéen is mintat vettiink az expresszids vizsgalatokhoz.

Szintén azOsMYB4transzforméns arpavonalak esetén elvégeztink B@n Kisérletet,
amikor 10 napig 17/13°C-on (nappali/éjszakémiérséklet), illetve 25/25°C-on neveltiink (16 h
megvilagitas, 240 pmol fs™ fényintenzitas, 75%-os relativ paratartalom) 558émyt vonalanként
(L1, L5, L8 és GP vonalak); majd a nbvényeket 3ra&4°C-os hidegbe (azonos fényviszonyok és
paratartalom mellett) helyeztik. Mindharontersékleten a vonalankénti 5 névény mindegyikér
vettliink mintat expresszios vizsgalatokra, és ezedetlanként egy dsszesitett mintaként kezeltik
(,poolozott” mintak).

A TaCBF transzformans arpavonalak esetén a fagytesztelan seettink mintakat

expresszios vizsgalatokra kontroll kortilmények kbgh7/13°C nappali/éjszakabimérséklet, 16 h
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megvilagitas, 240 pmol fis™ fényintenzitas, 75%-os relativ paratartalom), ésdeg-edzés soran
kulénbd® idépontokban (1 nap, és 1 hét 4/4°C).

3.7. Komplex stressairési vigor teszt (CSVT)

A komplex stress#tési vigor tesztet (CSVT: Complex stressing vigaest) Barla-Szab6 és
Dolinka (1988) leirasa szerint végeztik el. A vakdbl 320-320 szemet aztattunk 200 ml
desztillalt vizben, 48 éran keresztul 20°C-on, madabbi 48 6ran keresztll 2°C-on (hipoxia +
hideg). Ezutan a szemeket 25-sével nedvégigapirra fektettilk egymas mellé, majd egy masik
nedves sirépapirral letakartuk azokat. A @dpapirokat felgongyoltik, a hengereket vertikalisan
tasakokba helyeztik, és a szemeket csirdzni ha@@t®-on, 96 6ran keresztil. Csirazas utan 200
csira hosszat mértilk meg, és ez alapjan a csaakdfbbi kategoridkba osztalyoztuk:
l. Normal csirak(N): hajtast és gyokeret is képes fejleszteninBzl:
Nagy vigoru: (Hv, High vigour): a csira hosszabbintmaz 5 leghosszabb csira
atlaghosszusagénak a negyede.
Kozepes vigord: (Mv, Medium vigour): a csira rouite mint az 5 leghosszabb csira
atlaghosszusaganak a negyede.
Il. Abnormaélis csirAkAbn): Kis vigoruak. Az abnormalis csirak csaktési, vagy csak
gyokeret képesek fejleszteni.
[l Nem-csirazott, vagy rothadt szenfiky, non-germinated): nem képesek fejleszteni sem
hajtast, sem gyokeret, nem életképesek.
A Kkisérlet soran 40-40 szeibvettink mintat expressziés vizsgalatokra (RNSlat&sra) és
enzimaktivitds mérésekre. 48 h hipoxia (,H” mintak) az Ujabb 48 h komplex stressz-kezelés
(hipoxia és hideg -cold- stressz egyutt: ,H+C” rakit végén RNS izoldlashoz a szemikb
kipreparéltuk az embridkat, mig az enzimatikus sekéez teljes szemeket tettlink el mintaként. A
96 h csiraztatas utan a hajtasbadl vettink mintakat.

A kisérletet a csirahossz-mérésekkel (200-200 shénom ismétlésben elvégeztik.

3.7.1. Enzimaktivitds meghatarozds a CSVT soran

Az aldbbi enzimek aktivitds értékeit mértiik megohndismétlésben:

1.  Alfa-amilaz(AMY; EC 3.2.1.1)
4 arpaszemet, ill. 1 g hajtas ill. gyokér mintaimugenizaltunk 4 m0,01 M foszfat pufferben
(pH=6,7; 1 mM CaCGl 1 mM PMSF) 4°C-on. Az extraktumot lecentrifugalt(8500 g, 20 min),

majd a fellliszébdl az AMY aktivitast Phade®as-amylase test alapjan hataroztuk meg.
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2. Aszpartat aminotranszferd ASAT; EC 2.6.1.1)
4 arpaszemet, ill. 1 g hajtas ill. gyokér mintatrfagenizaltunk 4 mb,01 M foszfat pufferben (pH
=7,8; 120 mM KC| 0,2 mM pyridoxal-foszfat, 1 mM PMSF) 4°C-on. Az mttumot
lecentrifugaltuk (3500 g, 20 min). A felUliUszob& ASAT aktivitAst Cazzulo et al. (1977),
valamint Sauvage et al. (1991) szerint az aladldka®elegy segitségével hataroztuk meg: 12,5 mM
L-aszpartat, 1 mMu-ketoglutarat, 0,2 mM NADH és 9,6 U malat dehidmoge 100 mM foszfat
pufferben; pH=7,8.

3. Laktat dehidrogenakDH; EC 4.1.1.27)
4 arpaszemet, ill. 1 g hajtas ill. gyokér mintaimtogenizaltunk 4 m0,01 M foszfat pufferben
(pH=9,2 ; ImM PMSF) 4°C-on. Az extraktumot lecenigaltuk (3500 g, 20 min). A feltluszobdl
az LDH aktivitast a kovetkézreakcioelegy segitségével hataroztuk meg Hoffrtaal.e(1986)
leirasa alapjan: 0,5 mM Na-laktat, 0,4 mM hidrafifg mM glicin és 0,5 mM NAD A laktat—

piruvat atalakulast a NADfogyasan keresztiil spektrofotometrids mérésselngd-en mértik.

3.8. Ozmotikus stressz kisérlet

Két TaCBF14és kétTaCBF15transzformans vonalat, a transzformans kontrofialat és a vad
tipust Golden Promise arpéat vontuk be a vizsgalatbkisérletet kontrollalt korilmények kozott
(17/13°C, 16/8 h nappal/éjszaka megvilagitas, 2BWlpm? s* fényintenzitas), névénynewel
kamradban (Conviron, Canada) végeztik el. A kicsitazzemeket feles &séd Hoagland-
tapoldatra (Nagy és Galiba, 1995) helyeztik. A Bdiithevelés soran a nbvények alatt a tapoldatot
naponta feltdltottik és hetente kétszer lecseréltBgutdn az ozmotikus stressz-kezelést
lépcHzetesen emelkédkoncentracibban PEG 6000-t (Polietilén-glikol 60@lgma) tartalmazé
tapoldattal idéztik éIMolnar et al. (2004) alapjan, az alabbi médos#ads8% PEG 3 napig, 21%
PEG 4 napig, 24% PEG 3 napig, és veégll 27% PEGina
mintéat vettink a névények levelélbhogy meghatarozzuk azok relativ viztartalméat @Welative
water content). Az RWC-méréseket Schonfeld et E988) szerint végeztik el. Kdzvetlendl a
levelek levagasa utan megmértik a levelek frissetggh (FW, fresh weight). Ezutan a
levélszegmenseket Petri csészébe, MQ vizzel nadttestfirépapirra fektettilk. 24 h utan a
leveleket papirtéd kendbvel dvatosan megszaritottuk, €s Ujra lemértik aetiirket (TW, turgid
weight). Ezutdn a leveleket szaritdszekrényben &BPCszaritottuk 24 Orén keresztul, és
megmeértik a levelek szaraz tomegét (DW, dry weight)RWC értékeket az alabbi képlet alapjan
szamoltuk ki:

RWC(%) = (FW-DW) / (TW-DW) *100.
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3.9. Génexpresszios vizsgéalatok

3.9.1. RNS izolalas

A novényekldl TRIzol reagenssel (TRIzol® Reagent, Invitrogemlaltunk 6ssz-RNS-t a gyartd
Utmutatdsa szerint. Az esetleges genomi DNS szegagk eltavolitaisdhoz a mintdkat DNase |

enzimmel (Promega) emésztettik.

3.9.2. Reverz transzkripcié

Az OsMYB4mintak esetén 3 ug RNSsbirtunk cDNS-t reverz transzkripciéval Superschiptl

RT reagent kit-et (Invitrogen) hasznélva.

A TaCBFtranszformans novénye#bizolalt, DNase | (Promega) enzimmel emészte{i,glRNS-
mintdkbdl M-MLV Reverse Transcriptase-zal (Promegantetizaltunk cDNS-t.

A cDNS-ek koncentréciéjat Qubit fluorométerrel hatuk meg, Quant-iT" dsDNA HS Assay
Kit-tel (Invitrogen). Egyerd mennyisé (1,5 ng) cDNS-t hasznaltunk minden egyes

szemikvantitativ RT-PCR (reverz transzkripciot kisveCR) reakciohoz.

3.9.3. AzOsMYB4transzformans arpavonalak expresszios vizsgalata

Az OsMYB4 transzgén expresszidjanak mértékét szemikvantit®iv-PCR-rel, transzgén-
specifikus primerparral elléniztik (myb4risoforl forward €s myb4risorev3 reepimerparral;
3.10. fejezet: 3. tablazat). Referenciaként az aabéin, illetve a gliceraldehide-3-foszfat
dehidrogenaz génre (Burton et al. 2004) tervezatigypart hasznaltuk3.10. fejezet: 3. tdblazat).
A CSVT kisérlet mintait a 3.10. fejezet 4. tablé@ban szerepélprimerekkel vizsgaltuk.

3.9.4. ATaCBF transzformans arpavonalak expresszids vizsgalata

A TaCBF transzformans arpavonalak esetén a transzgéensszigt (3.10. fejezet: 6. tablazat)
szemikvantitativ RT-PCR-rel ellériztik valamennyi fliggetlen transzformans vonalban.
Referenciaként az arpa ciklofillin génre (Burtona€t2004) tervezett primerpart hasznéltuk (3.10.
fejezet: 7. tablazat).

A legnagyobb mérték fagytoleranciat mutatéTaCBF14 és TaCBF15 transzgénikus
vonalakban (24/1/1 és 9A/1/1 vonalak) meghatarortékRany célgén expressziés szintjét Real-
Time RT-PCR-rel. A 25l végtérfogatu reakcioelegy 100 SYBR GreenER qPCR SuperMix-t és
0,4 ul ROX-t (Invitrogen), 0,4-0,4u forward és reverse primert, il templat cDNS-t és 7,8l
DEPC HO-t tartalmazott. A reakciokat ABI 7500 Fast Reah& PCR készuléken (Applied
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Biosystems) futtattuk le normal tzemmaddban. A r@akémeérsékleti programja: 95°C 10 min;
95°C 15 sec 60°C 1 min *40 ciklus; 95°C 15 min, ®@ min, 95°C 30 sec, 60°C 15 min, 4&C
Ketts, az &ltalunk tanulmanyozott CBF-ekkel kodzeli rokégban |é¥ transzkripcids faktor, a
bazabdl szarmaz6 DREB2 és DREB3 szerepét tanulményyy ausztral kutatécsoport, hasonlo
transzforméacidés rendszerben. Szintén a tavaszi €Boldromise arpat transzformaltak, és a
transzgén hatasat néhany LEA proteint kédol6 gépremszidjara, valamint szam@BF gén
expresszidjara tébb nemzedéken keresztiil tanulnzédiy®eal-Time PCR-reQ)k tehat megfelél
primereket terveztek a vizsgalandd génekre, éseléslz a génexpresszios kisérleteikhez alkalmas
referenciagéneket. Eredményeiket a Plant Biotedyyolournal folydiratban publikaltdk (Morran
et al. 2011). Az 4ltaluk haszndlt primerek szeki@hlik elkértik, és ezeket hasznaltuk mi is a
génexpresszids kisérleteinkben a TaCBF transzkspaktorok szerepének vizsgalata soran (3.10.
fejezet: 7. tAblazat). MeghataroztuklaCOR14bHvA22 HvCBF9(Morran et al. 2011)}4vDHNS5,
HvDHNS8 [Morran et al. (2011) publikaci6jaban hasznaltpeieket Campoli et al. (2009) kozolte]
gének expresszids szintjét az arpa ciklofillin @éfMorran et al. (2011) publikaciojaban hasznalt
primerpart Burton et al. (2004) kdzoélte] normalizhAC; modszerrel. A dolgozatban megadtam a
relativ Fold Change (FC) és a LB§ értékeit Bookout és Mangelsdorf (2003) szerist&mitva.

3.10. Alkalmazott primerek listaja

A pMDC99-corl5a-OsMYB4-NOS konstrukcio, és az OsMIBranszformans arpavonalak

eléallitasdhoz és vizsgalatdhoz hasznalt primeredjdist 2., 3. és 4. tAblazatban talalhato.

2. tbldzat: A pMDC99-corl5a-OsMYB4-NO%onstrukcié elkészitéséhez, és a transzformans
arpavonalak azonositasahoz hasznélt primerekaistaj

corl5a-OsMYB4-NOS termék
klbnozasa Fwd | Corl5a0Osmyb4Nos Fwd
CACCGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC
Rev | Corl5aOsmyb4Nos Rev
CGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCT 2667 by
ellensrzése Fwd | PMDC99 Fwd
ACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGA
Rev | PMDC99 Rev

GCGAAAGGGGGATGTGCTGCAA 2661 bp
Transzformécié Fwd Corl5promfor3
bizonyitasa, ACATTTAGGCTTGCAACCTTGTCGG
proba készitése Rey Myb4rev3
Southern blot-hoz TGGAGAAGTTGCCCCGCTTGAT 831 bpp
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3. tablazat: Az alacsony-Bmérsékleti stressz soran tanulmanyozott gének sspiEs
vizsgalatdhoz hasznalt primerek listaja. GB: gékbanonositd az NCBI adatbazisdban.

Az OsMYB4ranszformans arpavonalak expresszids vizsgalata rméte
OsMYB4transzgén FwgMyb4riso forl
expresszidjanak TTACCGTTTCTTCGGTTAATTGATTTG
ellendrzése ReVf Myb4riso rev3

CATCGCATCGCATGATTCGC 134 bp
aktin Fwd| Actina fwd
GB: AY145451 TCGCATGTTCCTGGGTTTTT

Rev | Actina rev

TCCCCCCACGCTAGCA 55 bp
gliceraldehid-3- Fwd| HYGAPDH fwd
foszfat dehidrogenaz GTGAGGCTGGTGCTGATTACG
(GAPDH) Rev | HYGAPDH rev
GB: M36650.1 TGGTGCAGCTAGCATTTGAGAC 198 bp

4. téblazat: A CSVT kisérletben tanulményozott gének expressaiizsgalatahoz hasznalt
primerek listaja. GB: génbanki azonosité az NCBithdzisaban.

alfa-amilaz 1 Fwd | AMY1 fwd
(AMY1) ACAAGGTCATGCAGGGCTAC
GB: FN179389 Rev| AMY1rev
CTGGTCCTTAAACCCCCAGT 95 bp
alfa-amilaz 2 Fwd | AMY2 fwd
(AMY2) CTCTGGGCAAGTCCTGTTTC
GB: FN179390 Rev| AMY2rev
CTTGCCCATCAGGAAGTTGT 82 bp
alfa-amilaz 3 Fwd | AMY3 fwd
(AMY3) GGTGACCTTTGTGGACAACC
GB: FN179391 Rev| AMY3rev
ATATCCCTGCATGACCCTGT 82 bp
alfa-amilaz 4 Fwd | AMY4 fwd
(AMY4) CCCAATATCATGGGACGAAC
GB: FN179392 Rev| AMY4 rev
TGGGAACCCCATCAAAGTTA 89 bp

39



A TaCBF transzformans arpavonalakalitasahoz és vizsgalatdhoz hasznélt primerejdisiz 5.,

6. és 7. tablazatban talalhato.

5. tAbldzat: A TaCBFgének amplifikalasahoz, a konstrukciok eieréséhez, ill. a transzformans
jelolt novényekben a transzformacié igazolasahozzih@t primerek listaja® az eredeti, nem
rekombinalédé pEntry/D-Topo klénozé vektoron? pEntry/D-TopoTaCBF14 kl6nozé
konstrukcion,® pEntry/D-TopoTaCBF15klénoz6 konstrukcién? TopoCBF14 Rev primerref,
TopoCBF15 Rev primerrel TopoCBF14 Fwd primerrel:? TopoCBF15 Fwd primerrel
kombinalva amplifikal ekkora terméket.

TaCBF kl6nozéasa termék
TaCBF14 Fwd | TopoCBF14 Fwd

CACCTAATTACCCCACAGTCG

Rev | TopoCBF14 Rev

TGCTTAGTCGAACAAGTAGCTC 689 bp
TaCBF15 Fwd | TopoCBF15 Fwd

CACCTAACCAACACTCCTCAG

Rev | TopoCBF15 Rev

AGCTGGCTGGAGTGTTTTAGTA 847 bp
A konstrukcidk ellefirzése, a transzformacio igazolasa
A kl6nozé Fwd | M13 (-20) Fwd
konstrukcié GTAAAACGACGGCCAG 324 bp?
univerzalis Rev| M13 Rev 1056 bp’
primere CAGGAAACAGCTATGAC 1214 bg
TaCBF14 Rev | In CBF14 rev
transzgénben ACGGCATCCTTGATCTCCTT 555 bp
TaCBF15 Rev | In CBF15 rev
transzgénben AGTCGGCGAAGTTGAGACAC 552 by
Hygromycin Fwd | Hyg Fwd
foszfotranszferaz ACTCACCGCGACGTCTGTC
marker gén ReV Hyg Rev

GCGCGTCTGCTGCTCCAT 918 bp
Ubiquitin Fwd | pAHUbi_promD Fwd 854 bp'
promoter GCATATGCAGCAGCTATATG 1012 Bp
NOS Rev | Nosterm 3’ Rev 1073 bg
terminator GATATCAGCTTGCATGCATGCCGG 1209%9p

6. tablazat: A TaCBFtranszformans arpavonalakban a transzgén expbssgazisgalatahoz
haszndlt primerek listgja.

TaCBFtranszgén expresszi6janak ellerése termék
TaCBF14 Fwd | OE CBF14 Forward 1
transzgén AACCGATGACGAGAAGGAAAS
Rev | OE CBF14 Reverse 1
AACTCCGAGTAGCACGATCC3 121 bp
TaCBF15 Fwd | OE CBF15 Forward 1
transzgén GTCGTCCATGGAAAATACCG3
Rev | OE CBF15 Reverse 1
ATGTGTCCAGGTCCATTTCC3 144 bp
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7. tdblazat: A TaCBF transzformans arpavonalak Real-Time RT-PCR-reiétdrexpresszios
vizsgalatdhoz haszndlt primerek listaja Morranle{2011) alapjan. GB: génbanki azonosit6 az
NCBI adatbazisaban.

A TaCBFtranszgénikus novények expresszios vizsgalata termék
HvCyclophilin Fwd | HvCycloph Fwd
referenciagén CCTGTCGTGTCGTCGGTCTAAA
GB: AK253120.1 Rev| HvCycloph Rev
ACGCAGATCCAGCAGCCTAAAG 122 bp
HvCOR14b Fwd | HvCOR14b Fwd
GB: AJ512944 TTGAGGATGTGAGCAAATGAG
Rev | HYCOR14b Rev
TACATCGTCAATGACGAGACC 103 bp
HvA22 Fwd | HVA22 Fwd
GB: FD523313 GCTCCTCACCCACCTCCACTCC
Rev | HVA22 Rev
CTGAGCTGCTCCCTGACGACCTT 288 bp
HvCBF9 Fwd | HVCBF9 Fwd
GB: AY785877 AGCACTACTGTCAACATGTAG
Rev | HVCBF9 Rev
CCTTGATTTCGATTCATGGAG 162 bp
HvDHN5 Fwd | HYDHN5 Fwd
GB: AF043096 CCACCAGCATACCACTGAGACC
Rev | HYDHNS Rev
TAGTGCTGTCCAGGCAGCTTGT 207 bp
HvDHN8 Fwd | HYDHN8 Fwd
GB: AF181458 TGCTCCAGCGCCAGTGCAC
Rev | HYDHNS8 Rev
CGATCAAGCTCTGGGCTTGTG 178 bp

3.11. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai kiértékelését az SPSS 16rRidju statisztikai programcsomag segitségével
végeztik el. A kiugré értékeket kistiik (@=0,05). Az alapsokasagok normalitdsat egytétyez
Kolmogorov-Smirnov prébaval, a szérasok egyezéesgehe’s teszttel elléniztik.

A paronkénti 6sszehasonlitast (transzformans venalsad tipushoz, ill. a transzformans
kontrollhoz képest) az SPSS Analyze/ Compare me@ng-Way ANOVA/ Post Hoc Multiple
Comparisons menuvel végeztik el, ezen belill a saégyzetek egyésége estén az LSD (Least
significance difference) médszert hasznéltuk,hil. a szérdsnégyzetek nem egyeztek meg, akkor a
Tamhane teszttel kerestink szignifikans kilénbsémetonalak kodzott. Két mérési digont
0sszehasonlitdsara a t-probéat alkalmaztuk, az katada Analyze/ Compare meahsdependent—
Samples T-Test menivel értékeltik &Q,05).
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4. EREDMENYEK

Munkank célja az volt, hogy olyan gének szerepgomyitsuk, amelyek az Osztalyunkon
folyd korabbi kutatasok, illetve egy egyuttkddd kutatdcsoport ékzetes eredményei alapjan az
abiotikus stressz-rezisztencia fokozasaban jat&zZmmios szerepet. E munka soran a 6zMYB4
génjének hatdsat, illetve kdtaCBF gén, aTaCBF14 és TaCBF15 szerepét vizsgaltuk arpa
transzformans névényekben.

Mivel e gének eldsorban az alacsonyimérsékleti stressz-tolerancia kialakitdsaban
- az adott gének tultermeltetésével - vélkeat fokozni tudjuk a transzformans novények
stress4irését, igy direkt médon bizonyitani tudjuk a gésekrepét. A géneket ezért tultermelést
biztositd vektorokba épitettik. A2sMYB4gén esetén stressz-indukélhatd, miga&BF genek
esetén folyamatosan dsr expressziot biztositd promotert valasztottunk én griikbdésének
szabalyozéséra.

Probélkoztunk tavaszi buza (CY-45) génbeldvésesnfarmaciojaval, de ezek a kisérletek
nem vezettek eredményre: nem tudtunk transzforméngényt regeneralni. Ezeket a kisérleteket

nem mutatom be

4.1. Az OsMYB4 transzkripciés faktor szerepének bianyitasa transzformacioval

4.1.1. A pMDC99¢orl15a-OsMYB4-NOXonstrukcio eléallitasa arpa transzformaciéjahoz

A rizs OsMYB4 gént (génbanki azonositészdm: Y11414) a db@f izolalt corl5a stressz-
indukélhaté promoéterrel 6sszeépitve Dr. Immacolataaggio bocsatotta rendelkezéstinkre egy
expresszios kazettaban (pWGrl5a-OsMYBY A corl5a promotert azZOsMYB4génnel éNOS
terminatorral egyutt (2667 bp) az expresszios kazegtlazmid preparatumardl PCR-rel

amplifikaltuk és illesztettik klonoz6 vektorba fhra).
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Corl5aMyb4Nos reverse primer  attL2

T7 promoter
Notl NO% P T7 primer
(4894) M13 reverse primer
Kan(R)
OsMYB4

pENTR/SD/D-TOPO- Y
-corl5a-OsMYB4-Nos

5293 bp

~puC origin
rrnB T2 transzkripcds terminator
rrnB T1 transzkripcios terminator
M13 (-40) forward primer
\ M13 (-20) forward primer
AhdL (2442)
attL1

Notl (2565)
T7 gene 10 transzlaciés enhancer

Notliz684) " 4g.

corl5a promoter

Corl5aMyb4Nos forward primer
RBS

5. abra: A corl5a-OsMYB4-NO8agmentet tartalmazo6 klonozé konstrukcid

Expressziés vektornak a pMDC99 Gateway alapu lsn&ektort valasztottuk, amelyben a
Hygromycin foszfotranszferaz marker-gén biztosatjgend transzformans noévények szelekciojat,
mig a bakterialis szelekciot a kanamicin reziszeemgén teszi lehévé. A corl5a-OsMYB4-NOS

fragmentet a kl6nozdé (donor) vektorbdl a pMDC99 ddg vektorba rekombindltattuk. Miutan
szekvendalassal is igazoltuk, hogy a konstrukci6 Bra) minden eleme beépilt a megtelel

orientacidban, a vektort AGLAgrobacterium tumefaciendrzsbe transzformaltuk.

RBS
Corl15aMyb4Nos forward primer
orl5a promoter

T7 gene 10 transzlaciés enhancer

PMDC99 forward primer

LB\T\

OsMYB4

NOS

_—

—_Corl5aMyb4Nos reverse primer

PMDC99 reverse primer

pMDC99-corl5a-OsMYB4-Nos
11837 bp
AN

pvsm
bad p— \ ~  hygromycin rezisztencia

pBR322 origin TJ
kanamicin rezisztencia

6. abra: Az arpa transzformaciéhoz haszrmEDC99-corl5a-OsMYB4-NO&nstrukcid
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4.1.2. AzOsMYB4transzgén beépllésének igazolasa

Az elballitott konstrukcioval az arpa transzformaciddrobacteriunmkozvetitésével végeztik el. A
transzgénikus jeldlt névények levetélygenomi DNS-t izolaltunk, és PCR technikaval viasgk a
corl5apromoéter és aDsMYB4szekvencidk meglétét (7. dbra). A 9 jeldlt kozide§eneralddott
névényben mutattuk ki a transzgén jelenlétét. Aalakat a regeneralddott novények alapjan L1-
L9-ig jeldltik, az L6 vonal bizonyult nem transzfdinsnak. A névények egy enyhén lassabb
Utemi noévekedést mutattak a vad tipushoz képest, darszgén rikddése nem befolyasolta

jelentss mértékben a féjtiésiiket, €s mind a 8 transzformans vonal fertkissdizonyult.

3
2
< =
r-r — — r— — — - — 9 o
PN W s 0 o N © X &
e
v
- <«—— 1000 bp
) — B == = - e — —
- <«—— 500bp

7. dbra: Az OsMYB4transzgén jelenlétének bizonyitdsa genomi
PCR modszerrel a transzformans jelolt arpavonalakba

A transzgén kopiaszadmat Southern blot hibridizéaiokataroztuk meg. Acorl5a-OsMYB4
szekvenciabdl egy 839 bp hosszUsagu probat kédmitetA hibridizacio eredményeként arra
kovetkeztettiink, hogy hat vonalban a transzgén didk@n épilt be, mig az L5 és L9 vonalak

kétkopidsak (8. abra).
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L9 L8 L7 L5 L4 L3 L2 L1 GP

8. abra: A transzgén kopiaszamat Southern blot hibridiaZadié
hataroztuk meg a@sMYB4transzformans vonalakban. A fekete
haromszégek® ) a transzgén hibridizacids jelét mutatjak.

Az elééllitott OsMYB4transzformans arpavonalakban a transzgént egy -hiéled\BA-indukalhato
prométer, azArabidopsis thaliangbdl izolalt corl5a (Baker et al. 1994) vezérli. Ahhoz, hogy
megallapitsuk, hogy a beépllt transzgédikiaik-e, azaz a gén expresszal, a névényeket agheom
bekapcsolasat indukalo kérnyezetbe kellett tennBEakrt vonalanként 5-5 névényt;(lemzedék),
valamint a vad tipusu Golden Promise (GP) arpaéthkvényt kontroll kdrnyezetb(20°C/15°C)
hidegbe (4°C/2°C) tettiink at. A ndvények levebkikontroll kdrilmények kdzott, valamint egy
napos hideg-kezelést kdoven mintat vettiink, RNS-t izolaltunk, reverz trangz&ioval cDNS-t
irtunk, és a mintakat szemikvantitativ PCR-rel g&tuk (9. &bra). Az eredményeink igazoltak,
hogy a legtbbb transzformans névény eseté@sidYB4mRNS-e tulterméldott a hidegkezelést
kdveten, noha némelyik névényben mar kontroll kdrilménl@zott is kimutattunk egy bizonyos
mértéki expresszios szintet (pl. L2 vonal N1 néveny), éhany ndvényben nem volt jelésit
kildonbség a transzgén expresszios szintjiében adboés hidegkezelt mintakban (pl. az L5
vonalban). Egyes ndvényekben (pl. L1 vonal N4 ngyéagy L2 vonal N3 ndvény) a transzgén
expresszioja nem volt kimutathatd, valosiddyg az utbdnemzedékben,JTtértérd hasadas miatt
ezek a novények nem voltak transzformansok. A merdsk hatékonysagat, specifikussagat
igazolja, hogy nem volt amplifikalt termék a vagusbol izolalt mintakban még 40 PCR ciklus

utan sem, mig a transzgénikus névények esetébeikl@2 detektalhaté terméket eredményezett.
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A N1 N2 N3 N4 N5
KHKH KH KH KH
L1 - = - o voos .
L4 —— — - — — - 3
L5 —— - e e S e —
L7 - o S S
L8 Rt — ——— . —
L9 = A e
N1 N2 Vak Pl Marke|
B KH KH
GP -

9. abra: Az OsMYB4transzgén expresszidja a transzformans arpavdreaiald_1-
L9): 5-5 novény (N1-N5) kontroll (K) és hideg-kezgH) mintainak analizise.
Negativ kontrollként a vad tipust Golden Promis®)@rpat és vak (DNS-t nem
tartalmazo) mintat alkalmaztunk, mig a transzforidtdaz hasznalt plazmid (PI)
szerepelt pozitiv kontrollként a kisérletben.

Az corl5a promoterrel vezérelOsMYB4transzgén émérséklet-fiig§ indukalhatdésagéat
szemikvantitativ RT-PCR-rel vizsgaltuk harom trdnanans vonalban (L1, L5, L8) és a vad tipusu
Golden Promise (GP) arpaban (10. abra). Vonalankénbvénybél gyijtottink egy osszesitett
mintat (,poolozott” minta) 10 napos 17/13°C-os é&325°C-0s ndvénynevelés utan, valamint a
17/13°C-os dinevelést kovét 3 napig tartd 4/4°C-os hidegkezelés végén. 17/48f@ transzgén
expressziojanak szintje megkdzelitette a hidegkemaitakban kimutathat®©®sMYB4expresszio
mértékét. A transzgédir irdddé mRNS kimutathatdé mennyigégrolt 25°C-on is, legnagyobb
mértéki OsMYB4expressziot a kétkdpias L5 vonalban tapasztaltdeknindharom transzgénikus
vonalra elmondhatd, hogycarl5apromoéterrel szabalyozaisMYB4transzgén expresszios szintje
kisebb volt, mint 17/13°C-on.
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17/13°C 25/25°C

GP L1 L5 L8 | GP L1 L5 L8

OsMYB4

Southern: 2 kopias

HvGAPDH

4/4°C 3 nap
GP L1 L5 L8

OsMYB4 m HvGAPDH 26 ciklus

10. abra: A corl5apromoterrel vezéreldsMYB4transzgén émérséklet-
fllggd expresszidja az L1, L5, L8 transzforméns vonalakl¥s a vad
tipusu Golden Promise (GP) arpaban.

OsMYB4 30 ciklus

4.1.3. AzOsMYB4transzgénikus vonalak fenotipizalasa
4.1.3.1. Fagyteszt

Miutan igazoltuk, hogy az édllitott vonalakban a transzgén beépilt, és expadddik is, a
transzforméns vonalak fenotipizalasaval folytattuknunkat. A vonalakat fagytesztnek tettuk ki:
arra voltunk kivancsiak, hogy a névények fagyaliasgavul-e a transzgénikodésének hatasara.

Elokisérleteket végeztiink annak megallapitasara, huaga a vad tipusd Golden Promise
tavaszi arpa milyen mértékben fagyallé. Megallapitq hogy 1 hét éhevelést és 3 hét hideg-
edzési peridédust alkalmazva a Golden Promise gaust fagyteszt-rendszeriinkben -10°C-on fagy
meg, ez admérseéklet tehat a vad tipus (GP) szamara mar 1G0%etélis.

Mivel az ebkisérlet azt igazolta, hogy a GP -10°C-on kifaggere az el§ kisérletiinkben
-12°C-os fagyasztasiomérsékleten teszteltilk mind a 8 transzformans ameat (T nemzedék).
A vonalak fagyallosdgat a GP fagyallosagahoz vigitotiuk. A fagy karositd hataséat a klorofill
fluoreszcens indukciés paraméterek/lfr arany) mérésével jellemeztik. A hideg-edzés védén
még a fagyasztasdt) valamennyi novényen, igy a GP levelein m&fEF értékek is 0,73-0,74
kozott voltak, eszerint a genetikai transzformaciém okozott karosodast a PSIl rendszer

mikddésében. A kozvetlenll a fagyasztas utdn méR,Fertékek nem valtoztak az edzés végén
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mért értékekhez képest, ekkor még nem volt kimatatta PSII rendszer sérllése. Azonban 24
oraval a fagyasztast koven szignifikans kilénbséget mutattunk ki a vondakott. A GP levelén
mért R/Fy, értékek szignifikAns mértékben csokkentek a faagpdara. Az [, érték 0,731 volt a
hideg-edzés végén, mig a fagyasztds utdn 24 Oewahz érték 0,414-ra cstkkent. Néhany
transzformans vonal (pl. L2, L3) a GP-hoz hasonkrtékben k&rosodott, ezzel szemben voltak
olyan vonalak (L1, L5, L8 és L9), melyek szignifiigan jobb FF, értékeket mutattak, mint a GP
(8. tablazat). Habar a transzformans vonalak R3itiszere kevésbé karosodott, mint a vad tipusé,
és ez arra enged kovetkeztetni, hogy ezeknek azménikus vonalaknak megtha fagyallosaga,
meg kell azonban azt is jegyeznink, hogy a fagiged@vet regeneracioés periédus soran a

vonalak kdzott nem talaltunk olyan ndévényt, améli@ volna a -12°C-os tesztet.

8. tAblazat: T, nemzedék -12°C-on tortéragyasztasakor a méri/F,, értékek. A vad tipusu (GP)
Golden Promise-tél valo szignifikans eltérés jedété *; **; *** ha P < 0,05; 0,01; 0,001.

Fu/Fm
Vonalak | ozvetlendl ¢ o ctas
edzés végén fagya§ztas utan 24h-val
utan
L1 0,734 0,721 0,570**
L2 0,736 0,733 0,478
L3 0,747 0,739 0,511
L4 0,735 0,736 0,635***
L5 0,743 0,748* 0,701%+*
L7 0,738 0,733 0,538*
L8 0,724** 0,730 0,694***
L9 0,733 0,733 0,630***
GP 0,746 0,731 0,414

Az elss kisérlet eredménye alapjan szelektélt L1 (a# &gytesztben mért i, atlagértéke X
0,01 szinten szignifikAnsan nagyobb, mint a GR-8),L8 és L9 (az elsfagytesztben mért, -,
atlagértékeik < 0,001 szinten szignifikansan nagyobbak, mint aépBanszformans vonalakkal
megismételtik a fagytesztet. Habar az L4 vonalomt iAgF,, atlagértéke is X 0,001 szinten
szignifikansan nagyobb volt, mint a GP-¢é, ezt aal@nmar nem valasztottuk ki a tébbi kisérlethez,
mert elegendnek itéltiik a masik harom hasonl6 toleranciat ndusaelektalt vonallal (L5, L8 és
L9) dolgozni. Melléjuk egy kdzepesen ellendllé viamaLl) valasztottunk inkabb. Az ismétl
kisérleteket mar I generacion végeztik el, a névények féggsét hideg-edzés utan -11°C, ill.
-12°C-on teszteltik. 24 6raval a fagyasztast kieemind a négy transzformans vongdHg értéke
szignifikansan nagyobb volt a GR/Ik, értékeinél (a kéttényég variancia-analizis alapjan),
megebsitve, hogy ezek a vonalak toleransabbak a fagyskiér hatasaval szemben, mint a vad tipus
(9. tablazat).
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9. tdblazat: A -11°C és -12°C-on tesztelt vonalal/Hs, atlagértékei, és a kéttényszvariancia-
analizis alapjan szamolt szignifikancia szintek)(SL hémérséklet; A vad tipusu Golden Promise-
tol (GP) val6 szignifikans eltérés jeldlése: *; *** ha P < 0,05; 0,01; 0,001.

Fu/Fm
Vonalak edzés végén kozvetlenulu?éfnagyasztas fagyasztas utan 24h-val
-11C | -12C atlag -11C | -12T atlag -11C | -12T atlag |
L1 0,776 0,788 |0,782 0,738 0,723 |0,731 |0,546+*|0,365 |0,456*
L5 0,774 0,788 |0,781 ]0,762** |0,752** | 0,757** |0,617** | 0,474* |0,546**
L8 0,778 0,785 |0,782 ]0,762** |0,736 |0,749** |10,613**|0,403** | 0,508**
L9 0,784 0,792 |0,78% ]0,753* |0,732 |0,743 |0,590**|0,417 |0,504**
GP 0,775 0,788 /0,782 0,732 0,717 0,725 0,317 0,294 0,306
SL (vonal) 0,024 0,010 0,010
SL (T) 0,001 0,002 0,010
SL (vonal x T) 0,544 (NS) 0,341 (NS) 0,022

4.1.3.2. Komplex stresstirési vigor teszt (CSVT)

Az OsMYB4 transzkripcios faktor lehetséges hatésétanszformans csirazé szemek vigorara
komplex stress#tési vigor teszt (CSVT: Complex Stressing Vigousfjesoran tanulmanyoztuk. A
tesztben egy hipoxias, majd egy azt kéveédombindlt (hideg + hipoxia) stressz-kezelést
alkalmaztunk. A kisérletet Barla-Szab6 és Dolink88@) leirasa szerint végeztik el. Harom olyan
OsMYB4 transzgénikus vonalat {Themzedék, L1, L5 és L8 vonal) vizsgaltunk, melyéka
fagytesztek alapjan igazoltuk, hogy a transzgéaddaa fokozott az alacsongrhérsékleti stressz-
toleranciajuk. E vonalak, valamint a vad tipusu €&Razéképességét hataroztuk meg, és soroltuk
kategoridkba az ,Anyag és Mddszer” részben (3jézét) megfogalmazottak szerint. A csirahossz-

mérések alapjan kapott adatokat a 10. tAblazatggalfuk 6ssze.

10. tabldzat: Az OsMYB4 transzformans arpavonalakkal végzett CSVT eredévéaly
0sszefoglalasa. N: normal csira, Hv (High vigounagy vigord, Mv (Medium vigour): kdzepes
vigor, Abn: Abnormalis csira, Ng (Non-germinatedgm-csirazott, vagy rothadt szemek. A
definiciék az Anyag €s modszer 3.7. fejezetébeihtalok. A vad tipust Golden Promise-tol (GP)
val6 szignifikans eltérés jeldlése: *; **; *** hge< 0,05; 0,01; 0,001.

m?gOk N kontroll
Vonal szama a .
CSVT-ben ‘ 0 0 csirazas
Hv [%] [ csirahossz [mm] Mv [%)] Abn [%] | Ng [%]
L1 199 91,44*** 32,94%** 3,00 45 1* 100%
L5 199 89,48*** 39,87*** 3,00 3,5* 4 100%
L8 197 77,80 34,02%** 7,57 2,0%* 12,5 80%
GP 200 76,00 19,46 5,00 9,0 10 95%

Mindharom transzgénikus vonal atlagos csirahoszmnifikdns mértékben meghaladta a GP

csirahosszat (10. tablazat, 11. abra), és ezekbamaakban nagyobb aranyban talaltunk nagy
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vigorral rendelked csirakat, mint a vad tipusban. Habéar az L8 vopalrll (azaz stressz nélkili
korilmények kdzott meghatarozott) csirazoképess@db) gyengébbnek bizonyult, mint a GP-é
(95%), ennek a vonalnak is, ahogy a masik két manjozott transzgénikus vonalnak, mindkét
vigor paramétere (Hv és Mv) jobb volt, mint a GIPt8. tablazat). Az abnormalis csirak (definico
az Anyag és modszer 3.7. fejezetében) aranya azfamans vonalakban jelésen kisebb volt,
mint a vad tipusban. Osszességében elmondhatd,szagfikansan jobb vigorral rendelkeztek az

OsMYB4 transzgénikus arpavonalak. Ezeket az eredményeikiéet ismétd kisérlettel is

megebsitettik.
GP
|
|
Vhb"--k\\""‘.w\..‘“y
1 5
y woire gty Bl R g N W
L5
|
L §
a3 R R T N U MR T
L8

11. &bra: Az egyes vonalak csirazdsa a CSVT végén. (GP:eBold
Promise vad tipus; L1, L5, L&sMYB4transzformans arpavonalak)

Mivel az OsMYBA4 transzgénikus vonalak nagyobb métitéktressz-toleranciat mutattak a
hipoxiaval, illetve a hipoxia és hideg egylttes ahthkazdsaval szemben, ezért néhény, a
hipoxia/anoxia stressz elleni védekezésben jétesterepet jatszd enzim aktivitasat (2.1. fejekzet.

abra) is nyomon kovettik a stressz-kezelés sor&@ghltaroztuk az enzimaktivitas valtozasokat a
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hipoxia (,H"), a hipoxia és hideg (,H+C”") egyuttedkalmazésa alatt a szemekben, valamint az azt
koveb csirazasi periddus utan a hajtdsokban. Ennek soédtiik az alfa-amilaz enzim (AMY, EC
3.2.1.1) aktivitasat, de nem talaltunk szignifikdigonbséget az egyes vonalak kézétt a ,H+C”
mintakban. Azonban mindharom transzformans vonalzgnifikAnsan nagyobb AMY-aktivitast

hataroztunk meg a ,H” mintak esetén, valamint adsanintdk kozil az L1 és L8 vonalakban (12.A

abra).

uL AMY A

300

200 1
mGP
=Ll
L5
@L8

*k*k

100 +——

200
B GP
Bl
215

100 - BL8

100

75

mGP
8Ll
BL5
BL8

50

25 7

0 -

H H+C hajtas

12. &bra: A CSVT soran mért enzimaktivitdsok (A: AMY, B: LDHC:
ASAT) abrazolasa a H: hipoxia; a H+C: hipoxia é&felgistressz, valamint
a hajtasokbdl izolalt mintakban. A vad tipusi Galderomise-tél (GP)
valo szignifikans eltérés jelblése: *; **; *** hg< 0,05; 0,01; 0,001.
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A laktat dehidrogenaz (LDH, EC 4.1.1.27) enzim dkdisa hipoxia esetén az L5 vonalban
emelkedett meg, mig a ,H+C” mintak kozil az L1 & vonalakban mértink szignifikAnsan
nagyobb enzimaktivitast, mint a vad tipusu GP-#ahajtasokbdl szarmazéd mintakban az L1 és L5
vonalak esetén detektaltunk szignifikAnsan nagyot#imaktivitast (12.B abra).

Az aszpartat aminotranszferaz enzim (ASAT, EC 218.4ktivitasa szignifikAnsan nagyobb
volt mindharom transzformans vonal csirdz6 szemeibipoxia alatt (,H”). A ,H+C” mintak
esetében az L1 és L8 vonalban volt szignifikansagasabb az ASAT aktivitas, mint a GP-ban. A
hajtdsokban is mindharom vonalban magasabb aldivipasztaltunk, azonban a GP-t6l valo
eltérés csak az L8 vonal esetében bizonyult sZigmsnak (12.C 4bra).

Génexpresszios szinten, szemikvantitativn RT-PCR-el vizsgéltuk az alfa-amilaz
mikodését. AZAMY1 (GB: FN179389) gén expresszijaban nem volt kidégb(az adatot nem
mutatom be), azonban &AMY2(GB: FN179390) és aZMY3gén (GB: FN179391) esetén az L1 és
L8 vonalak hajtasbol izoldlt mintdiban nagymétitééxpresszidét mutattunk ki. Nem talaltunk
kulonbséget az egyes vonalak kozoti & gének expresszios vizsgalata soran, tovabba szamos
mas, az anaerob stressz-valaszban szerepet j&sz{igy, mint alkohol dehidrogenaz, aldehid
dehidrogenaz, stb.) esetén@gMYB4transzformans vonalak és a vad tipusu Golden Beodrpa
kozott (az adatokat nem mutatom be; a vizsgalatkiagznalt primerek listaja: Mellékletek, M2.1.

tablazat).

GP L1 LS 18

HvAMY?2

HVAMY?3 EEE =
OsMYB4 — D —
ACTIN — e e

13. &bra: Az AMY2 azAMY3gének és a®sMYB4transzgén
expresszidoja a hajtds mintdkban. SzemikvantitafivPRR,
referenciagénként aktint alkalmaztunk.
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4.2. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripcios faktorok zerepének bizonyitasa

transzformaciéval

4.2.1. A pBract214TaCBF14 és pBract214TaCBF15 konstrukciok eléallitdsa arpa

transzformacidjahoz

A buzaCBF14 ésCBF15géneket hideg-kezelt Cheyenégzi buza genotipusbdl izolaltuk
és tettik klonozé vektorokba (14. és 15. abrak)kéA oran keresztil 2°C-on hideg-stresszelt

novényekBl izolalt mMRNS-6I atirt cDNS-eket épitettik be a vektorokba.

attL2

TopoCbfl4 rev primer
TaCbfl4 incbfi4 rev primer

T7 promoter

T7 primer
ﬁ

M13 reverse primer

TopoCbfl4 fwd primer
attL1
M13 (-20) forward prime
M13 (-40) forward primg -
Hpal (2394) /\
rrnB T1 transzkripcids terminator

pENTR/D-TOPOTaCBFlé‘i\‘
3274 bp 9

rrnB T2 transzkripcios terminator

pUC origin

14. abra: A TaCBF14gént tartalmazé klonoz6 konstrukcio

attL2
TopoCbfl5 rev primer T7 promoter

TaCbf15 T7 primer

M13 reverse primer

INCbf15 rev primer

Topochis M| | pENTR/D-TOPOTaCBF15 |

\ 1b |
M13 (-20) forward priﬁ 343100 |
M13 (-40) forward prm}e/ o

Hpal (2394)
rrB T1 transzkripciés terminator
rrB T2 transzkripciés terminator

pUC origin

15. abra: A TaCBF15gént tartalmazo klonozé konstrukcio
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Expresszios vektornak a pBract214 Gateway alapérisi vektort hasznaltuk, amelyben a
kukorica ubiquitin promoéter + intron (Ubil) biztgjai a transzgén konstitutiv & expresszidjat
(Christensen et al. 1992). A hygromycin foszfotedesaz marker-gén teszi leligé a leend
transzformans névények szelekcidjat, mig a baliergzelekciot a kanamicin rezisztencia gén
biztositja (16. és 17. abrak).

TOPO Cbfl4 reverse pSimer

816
7l BamHI (22)
TaCBF14 NOS terminator
TOPO Cbf14 forward primer | I//nosterm 3' Reverse primer
pB207Ubi3'Seql forwardp'yf' /\@CI (376)
. . / ws
pAH Ubi promD primer forw/ .
4 L % colEl ori
Ubi promoter o~
pBract2141aCBF14 _npt1
8261 bp
attB2 .
Sacl (5104) 9%, , {/\pSa-ORI

BamHI (5091)
Hyg reverse primer attB1

35S-Hyg-nos Hyg forward primer

16. abra: A pBract214TaCBF14konstrukci6 vektorrajza

TOPO Cbfl5 reverse primer

TaCBF15 | Bammi®?

Sacl (7663) NOS terminator
TOPO Cbf15 forward primer ,‘Z//nosterm 3 Reverse primer
pB207 Ubi3'Seql forward pri acl (376)
PAH Ubi promD primer forway ) RB
), colEl ori

4\

Ubi prométer |

\
\

pBract2147aCBF15

8397 bp

\ ‘
att x
Sacl (515421)\/f\ {/ pSa-ORI

BamHI (5091)
Hyg reverse primer attBi'

35S—Hyg—nos Hyg forward primer

‘ " nptl

17. abra: A pBract214TaCBF15konstrukci6 vektorrajza
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A kisérletek soran édllitottunk transzformans kontroll novényeket is.elyeket a
pBract202 vektorral transzformaltunk. Ez a konstrGlcsak a hygromycin szelekciot biztositdé gént
tartalmazza (18. abra). E vonalak tették l&éh&t hogy maganak a transzformacionak, illetve
maganak a@BF transzgén nélkili) vektornak a hatasat is vizsggghk.

pSa-ORI

Hygforward primer
\ 2
pBract202
5158 bp
colEl ori \
\ 35S-Hyg-nos
R BJ N 4 Hygreverse primer
»
/
LacZ

18. abra: A pBract 202 vektor, mellyel transzformans konrtravényeket
allitottunk eb; csak a hygromycin szelekciot biztosité gént taréezza.

4.2.2. Arpa transzformacidja a pBract214TaCBF14és a pBract214TaCBF15
konstrukciokkal

Munkank soran az elkészitett konstrukciokkal éretiepa embridkat transzformaltunk. A
pBract202 konstrukciéval torténAgrobacteriurafertézés utdn 60 embriét, mig a pBract214-
TaCBF4 ill. -TaCBF15konstrukciéval 137 és 146 embriét kalluszositdttah A szdvettenyésztés
soran folyamatosan tgyeltiink arra, hogy az egy émthifejl6dott kalluszcsomo egyitt maradjon,
és két kilon embriordl kialakult kalluszcsomd nevéeedjen. A kallusz ndvekedése soran
letbrhetnek réla darabok, de ezeket a toredezéitiskalarabokat egy csomoéként kezeltik, egyutt
passzaltuk. A Petri csészék aljan filctol segitséfélhataroltuk egymastol a kilon embriébol
kialakult kalluszcsomokat (19. &bra). Munkank somdsak az eltér embriébdl indukélodott

kallusztelepsl szarmazo transzformans névényeket tekintettiigdtign transzformans vonalnak.
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19. abra: A transzformalt éretlen embridk szovettenyésztdsetri csésze aljan
filctollal hataroltuk el egymastol a kilonb&zembridkbol kialakult kallusz-
csomokat.

Az elkalluszosodott anyagot ,T” (transition) taptah (Bartlett et al. 2008, Harwood et al.
2008) helyeztik atA kalluszokat ebben a periédusban szoktattuk foloszan a megvilagitdshoz
Az elss zdld, differencialédé levélszovetek mar ekkor nedgjtek Az atmeneti periodus utan a
szovettenyészetet teljes fényre helyeztik, és n@eéeneraciot biztositdé (hygromycin- és
timentin-tartalmd, hormonmentes) taptalajon neweltovabb. A kifejpdé kis noévényeket -
O0sszesen 90 darabot - egyenként ndvényfiesiivekbe helyeztik. Egyetlen egy névény (2/A/1/1,
transzformans kontroll jel6lt) az Uvedgten kifehéredett és elpusztult, véler valéjaban nem
volt rezisztens, vagyis nem volt transzformans A 1dblazatban foglaltuk 6ssze a harom
konstrukcioval elvégzett transzformaciés munka ex&yeit. A transzformaciok hatékonysagat a
kovetked képlet alapjan szamoltuk ki:

flggetlen transzforméans vonalak szdma / az emisdékna a kokultivaciot koween*100.

11. tablazat A pBRACT konstrukcidkkal édllitott transzformans arpa anyag 6sszefoglalo
tablazata

Az embridk
A transzformaciéhoz  szama a Regeneralddott
hasznalt konstrukci¢ kokultivaciot | nbvények szamg

Flggetlen
transzformans
vonalak szama

Transzformacios
hatékonysag [%]

=

kovetben
pBract202 60 14 2 3,33
pBract214-TaCBF14 137 28 10 7,29
pBract214-TaCBF1% 146 47 18 12,32
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4.2.3. A transzformans kontroll és araCBF transzgénikus jeldlt novények molekularis

vizsgalata

A TaCBF génekkel végzett transzformacids kisérlet sor&zdasen 89 ndvényt regeneraltunk. Ez
0sszesen 30 fliggetlen transzformans vonalat jéldnttablazat). Valamennyi transzformans jel6lt
novény levelébl mintat vettiink, genomi DNS-t izolaltunk és PCR dwugerrel elleriztik a
transzgén integracidjat. A két fuggetlen transztoms kontroll (pBract202) vonal esetén a
hygromycin szelekcidos markergén beépulését bizotiyk. A TaCBF14génnel transzformalt 10,
és aTaCBF15génnel transzformdlt 18 fuggetlen vonal novényeilsekimutattuk a hygromycin
rezisztenciat biztosité gént, igazoltuk tovabbailaiguitin promoter, az adoltaCBFgén és a NOS
terminator jelenlétét is (20. és 21. abrak).

N NN NN =,
NN A O OO E W W WN
>PO>XS022@ > >R z
N 2 S s N O S
N A FRP P EFEFNPRPRPNRRPRRETX-S
Hygromycin
Fwd / Rev
— - - - == <«—— 1000 bp
(918 bp) | =1
&= <«— 500hp
pAH Ubi_promD Fwd/
Topo Cbfl4 Rev - - - - b o e o wws<4—— 1000 bp
Topo Cbfl4 Fwd/
Nosterm 3’ Rev - e e e e - - = 1000 bp
(1073 bp) &8 < 500 bp

20. &bra: A TaCBF14transzformans flggetlen arpavonalak éltegse kilonba&z primerparokkal,
melyek a hygromycin szelekciés markergénre, azuitiigprométerre, &aCBF14transzgénre, €s

a NOSterminéatorra lettek tervezve. A transzformans kahtvonalak (2A/2/4 és 2B/1/5) csak a
szelekcidés markergénre PCR-pozitivak, a vad tigbslalen Promise (GP) mindegyik primerpérra
PCR-negativ. Az abra bal oldalan az alkalmazotnerek nevét és zarojelben a PCR termékek
méretét tintettik fel.
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el el e
O S T T ol e S
PRL>ULRR0Be8IINNB0E -
NS o e e o S e e o Sl e
Hygromycin MO FRPPFPNOWRFRPPRPPRPEPNFPFRPREPRRRPERPRREPNRERTXS
Fwd / Rev
(918 bp) —— e e e S e M e e e e e e =~ <«——1000 bp
s <4—500 bp
pAH Ubi_promD Fwd/
Topo Cbf15 Rev e Al Baded i & b b Smb 8 Bk + «——1000 bp
(1012 bp) ~~ 4«——500bp

Topo Cbfl5 Fwd/
Nosterm 3’ Rev

(1209bp) Y Y S e e e D Y ) e e e e e e

<«——1000 bp
<4+——500 bp

21. dbra: A TaCBF15transzformans arpavonalak elierése kulonbdz primerparokkal, melyek a
hygromycin szelekciés markergénre, az ubiquitinnpdterre, aTaCBF15transzgénre, és HOS
terminatorra lettek tervezve. A transzformans kalhtronalak (2A/2/4 és 2B/1/5) csak a szelekcios
markergénre PCR-pozitivak, a vad tipusu Golden B®niGP) mindegyik primerparra PCR-
negativ. Az 4bra bal oldaldn az alkalmazott pritkarevét és zardjelben a PCR termékek méretét
tintettik fel.

A beépllt transzgén kdpiaszamanak meghatarozasdigdiai IDNA Genetics Ltd. végezte el Real-
Time PCR-rel. Minden fliggetlen vonal egy-egy novéy (To nemzedék) genomi DNS-t

izolaltunk, és kihigitottuk azokat a leirtaknak riedgiéen. Az eredményeket a hygromycin
markergénre vonatkoztatva kaptuk meg. A legtobmszbormans vonalban a transzgén egy
képidban épllt be (12.tablazat).
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12. tAblazat: A TaCBFtranszformans fliggetlen arpavonalakban a transeggiaszama

TaCBF14 f TaCBF15 s
Kopiaszam Kopiaszam
vonalak vonalak

4/A/1/1 1 9/A/1/1 1
456/1/1 1 9/A/2/1 4
5/1/1 3 9/B/1/2 1
6/A/1/2 1 12/A/1/3 1
6/B/1/1 1 12/B/1/1 1
21/B/1/1 2 12/B/2/1 1
23/A/1/2 1 12/C/1/1 3
23/A/12/1 1 12-18/1/1 1
23/B/1/1 2 12-18/2/1 1
24/1/1 1 12-18/3/2 1
12-18/4/1 3
17/1/1 1
17/2/1 1
17/3/1 4
17/4/1 1
18/1/1 2
19/1/2 1
19/2/1 1

A pBract214TaCBF14 ill. -TaCBF15konstrukcidkkal transzformalt anyagban a transzgént
az eBs konstitutiv expressziét biztositd ubiquitin prderészabalyozza. A transzgeérikiadését,
expressziojat ezért mar kontroll kdrilmények kozigtelt nbvényekben is ellérizhettik a T
nemzedékben, ugyanis konstitutiv expressziot tH#eve nincs szikség az egyébként hideg-
indukélhaté TaCBF gének alacsonydmérsékleti indukcidjara. A génexpressziot RT-PCR-re
vizsgaltuk. Mivel aCBF gének egy géncsaladhoz tartoznak, és ezen belidgges CBFek
szekvenciaja nagyon hasonlo, elképzélhbbgy az adott buzZzBaCBFtranszgénre tervezett primer
képes kdidni a arpa sajat genomja altal kédolt valameMikCBF gén expresszids termékéhez.
Ezért elledriztik, hogy az adotTaCBF transzgénre tervezett primerpar keh specifikus-e. A
transzgénikus vonalak expresszidés mintazatat ag<223. abrak mutatjak.
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~ T SR Oy ) =
NN B (On (@ K@ | (€0 (0D (U 16
& B>og g > WREEIN RS 2
BEEE EE DR R o
RNROESBENDEENESE S w~=
HvCycloph ;-4_ 500 bp
Fwd / Rev s «—— 250 bp
OE CBF14 wq—— 500 bp
Fwd 1/Rev 1 R 250 bp
(121 bp) R e

22. dbra: A transzgén expresszidjanak ebierése araCBF14transzformans
flggetlen vonalakban. A transzgén expresszidjanakg@latara tervezett
primerek nem amplifikdlnak terméket a vad tipusitldén Promise (GP)
arpaban és a transzforméans kontroll névényekber2(24s 2B/1/5).

e e
VN ooebRRBERELE DD =)
PR >>0 2TV IIIIDLEL -
peopEE P RE BB ED DD RED O
N UOPFPFNWRFRPRPPERPENRPRPRPRPRPENREL TS
HvCycloph “<4—— 500 bp
Fwd / Rev se—— 250 bp
(122 bp) - ——
OE CBF15 ‘
Fwd 1/Rev 1 s 0000
(144 bp) R S N i P

23. abra: A transzgén expressziojanak etlezése araCBF15transzformans
flggetlen vonalakban. A transzgén expresszidjanakg@latara tervezett
primerek nem amplifikdlnak terméket a vad tipusitldén Promise (GP)
arpaban és a transzforméans kontroll névényekber2(24s 2B/1/5).

A T: nemzedékben annak megallapitdsa miatt, hogy at adweény a transzgént homo- vagy
heterozigéta forméban tartalmazza-e, minden fuggetionalbdl 5-5 novény izolaltunk Real-
Time PCR &ltal megkivant misédi genomi DNS-t. A mintdkat az IDNA Genetics céghaldiik
el analizisre. A tesztet a kbpiaszam-meghatarozasasonléan Real-Time PCR-rel végezték el. Az
eredmények alapjan kivalogattuk a homozigéta noekety és ezeket szaporitottuk fel adtds

fenotipizalasi és expresszids vizsgalatokhoz.
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4.2.4. ATaCBF transzformans vonalak fagytesztje

Két kulonbos tipusu fagytesztet alkalmaztunk. Az elsisérleteinkben (T és & nemzedék) a

természetben végbenterfiolyamatoknak megfeléeén a fagyasztast megete egy hideg-edzési

periodus. A F nemzedékben edzési periodus nélkili kisérletekatépeztink. A fagy karosito
hatasat a klorofill fluoreszcens indukciés paramede(F/F, arany) analizisével jellemeztik,
méréseinket kiegészitettik konduktancia vizsgaketbkvalamint megéllapitottuk a novények
regeneralddo-képességének mértékét, és azok tdeimlekait is.

4.2.4.1. ATaCBF transzformans vonalak fagyfirésének tesztelése hideg-edzeési periddussal

Egy ebzetes kisérletben megallapitottuk, hogy a vad tiggkslden Promise (GP) tavaszi arpa 3 hét
hidegedzést (4°C nappal/éjszaka) kévell0°C-os fagyasztds utan 100%-ban kipusztul. A
kovetke®d kisérletinkben azt a fagyasztagintérsékletét kerestuk, ahol kulénbség mutatkozik a
TaCBF transzformans vonalak és a vad tipus fagyalléssitygaBRandom maodon kivalasztott két
TaCBF14 és kétTaCBF15transzformans vonalat {Themzedék), a GP-t és egy transzformans
kontroll vonalat (2B/1/5) teszteltik -11°C és -133@. A kisérlet alatt mértik a klorofill
fluoreszcens indukcios paramétereket (13. tablazat)

A fagyasztas étti két mintavételi idpontban (az edzéséd és az edzés utan) az egyes
vonalakat egymassal 6sszehasonlitva megallapitditdy a transzformans vonalak és a vad tipus,
ill. a transzformans kontroll névények,/F, értékei kdzott nem volt szignifikans kildnbség,
eszerint a genetikai transzformacié nem okozots$ddast a PSII rendszefikbdésében. Ha a két,
fagyasztas étti mintavételi idbpontot (edzés étt vs. edzés utan) hasonlitjuk 6ssze t-probéaval,
akkor elmondhatjuk, hogy az edzés végén mefE.Fértékek bar alacsonyabbak az edzést
megebz6 értékekhez képest, és statisztikailag a k&padt kozott a kilonbség szignifikans (kivéve
a 4-5-6/1/4 vonalban); maguk az értékékek nem cxitkk le olyan mértékben, mint amennyire
fagyasztas utan. (Az ehhez tartoz6 adatok statisztrtékelését a Mellékletek M2.2. tartalmazza.)
Ezért a késbbi kisérletekben az edzésiwl mérési idpontot kihagytuk, az edzés végpmbntot
tekintettiik kontrollnak.

A transzformans kontroll vonal (2B/1/5) PSII renglsz gyengébben itkodott a fagy
hatasara, mivel az /-, értékei szignifikAnsan kisebbnek bizonyultak, manGP értékei, mind
kozvetlenil a fagyasztas utan, mind 24, illetveéddval a fagy utan (13. tablazat). Koézvetlenil a
-11°C-on tortént fagyasztas utdn a 4-5-6/1/4 és3&/Z1 vonalak TaCBF14 transzgént
tartalmazzak) esetén szignifikdnsan nagyokh-F értékeket mértink a vad tipushoz képest.

Kozvetlenul a -13°C-os fagyasztas utan meftEf-értékek alapjan a vad tipushoz képest a 23A/2/1
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vonal szignifikdnsan jobb fagyéllésagunak bizony@d o6raval a -13°C fagy utan - a 9B/1/2
vonalat kivéve - mindegyik transzformans vonal, #8 utan mind a négyaCBF transzformans
vonal R/F, értékekei szignifikansan nagyobbak voltak a GR-Halmdadon sikerilt azonositani
azokat a fagyasztasibmérsékleteket, melyek alkalmasak a tovabbi tesatlémivel ezeken a
héomérsékleteken jelets kilonbség mutatkozik a vad tipus és a transzgénikbvények
fagyallésagaban. Az egyikaCBF14 transzgént tartalmazé vonalbol (4-5-6/1/4) négyemy
tulélte a -11°C-os fagyot, és képes volt regendrélo

13. tablazat: A -11°C és -13°C fagyasztasokisérlet soran mért A, értékek abrazolasa. A vad
tipust Golden Promise-tél (GP) vald szignifikdn®mds jelblése: *; **; *** ha P< 0,05; 0,01;
0,001.

fagyasztas utan

edzés| edzés
FJ/Fm vonal elstt | utan kozvetlendl 24 h

48 h
-11°C | -13°C|] -11°C -13°C -11°C -13°C

Vad tipus GP 0,810 ] 0,771| 0,684 0,666] 0,718 0,569 0,708 0,61p
Tr.

Kontroll 2B/1/5 10,809]| 0,778] 0,632**+0,598* | 0,597***|0,037***|0,616*** | 0,028***
TaCBE14 4-5-6/1/4| 0,794| 0,784 0,738*| 0,713 0,725 0,71367737 0,736**
23A/2/1 1 0,813] 0,778] 0,738*| 0,731f 0,748 0,7241%,750 0,723**
TaCBE15 9B/1/2 ]0,812] 0,758] 0,730 0,652 0,710 0,573 0,699 680
19/2/1 ] 0,807] 0,767] 0,714 0,716 0,705 0,684* 0,73§0,693***

Azért, hogy szelektaljuk a legtoleransabb vonalakagytesztet végeztink mind a 28
fuggetlen transzformans vonallal;(femzedék), a két transzformans kontrollal és atisal. A
vonalak fagyall6sagat azéeb kisérlet alapjan -11°C és -13°C-on teszteltik. thtéra klorofill
fluoreszcens indukciés paramétereket (14. tablazatibba egy 0-tdl 5-ig terjédonitalasi skalan
értékeltik (0: kipusztult, 5: sértetlen ndévény)eganeralédas mértékét, valamint meghatéaroztuk a
novények tulélési szazalékat is.

Az edzés végi mérésidgontban 0,737-0,782 kozotti/Fy, értékeket mértink az egyes
vonalakban (14. tablazat); a vad tipusu GP, a zfanséns kontroll vonalak (2A/2/4 és 2B/1/5) és
a transzformans vonalak/Fn, értékei kdzott a kulonbség nem volt szignifikaAs:-11°C, és a
-13°C-o0s fagyasztas hatdsara a GP és a transzferkudmroll vonalak PSIl rendszere gyengén
mukodott. 24, illetve 48 déraval a fagykezelés utaekéen a kontroll vonalakban az/l, értékek
0,024-0,138 koruli értékre csokkentek. A -11°C-egyf utdn 24 oOraval a 6A/1/ZT§CBF14
transzformans) vonal levelein méry/is, értékek szignifikAnsan nagyobbak voltak a GP-omt mé
értékekhez képest. A -13°C-os fagy utan 24 6rdvahd/1 és a 24/1/1 vonalakban, 48 6raval a
fagyasztas utan pedig a 4A/1/1, a 6A/1/2, a 21BéFh 24/1/1 vonalakban (mindegyikCBF14

transzformans vonal) mértlink szignifikansan nagylebih, értékeket, mint a vad tipusi GP-ban.
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14. tablazat: A -11°C és -13°C fagyasztasi kisérlet soran mgR,Fértékek tabldzata. A vad
tipust Golden Promise-tél (GP) valo szignifikan®m@s jelolése: *; **; *** ha P< 0,05;
0,01; 0,001; na: nincs adat.

edzés fagyasztas utan
FJ/Fm végén 24 h 48 h
-11°C -13°C -11°C -13°C
Vad tipus GP 0,782 0,076 0,027 0,138 0,030
Tr. 2A/2/4 0,774 0,031 0,026 0,028 0,079
kontroll 2B/1/5 | 0,752 na 0,028 na 0,024
4A/1/1 0,741 0,459 0,682** 0,627 0,741*
0 4-5-6/1/1 | 0,766 0,250 0,623 0,374 0,341
< % 5/1/1 0,737 0,288 na 0,593 na
-~ £ 6A/1/2 | 0,753 0,689*** | 0,658 0,756 0,758%**
% § 6B/1/1 | 0,766 0,309 0,573 0,664 0,502
O m 21B/1/1 | 0,766 0,466 0,285 0,468 0,781**1
|c_ts % 23A/1/2 | 0,758 0,564 0,399 0,681 0,272
s 23A/2/1 | 0,764 0,441 0,324 0,324 0,272
23B/1/1 | 0,774 0,558 0,232 0,583 0,083
24/1/1 0,763 0,588 0,713* 0,756 0,745**4
9A/1/1 ]0,768 na 0,259 na 0,193
9A/2/1 | 0,764 0,359 0,032 0,143 0,217
9B/1/2 | 0,765 0,380 0,270 0,180 0,294
12A/1/3 | 0,777 0,310 0,180 0,323 0,178
12B/1/1 | 0,748 0,248 0,142 0,197 0,055
o 12B/2/1 | 0,746 0,398 na 0,457 na
\% 12C/1/1 | 0,779 0,235 0,465 0,226 0,330
ﬂ e 12-18/1/1| 0,776 0,032 0,121 0,258 0,077
% § 12-18/2/1| 0,768 0,251 0,097 0,160 0,078
O N 12-18/3/2 | na na na na na
|c_ts % 12-18/4/1| 0,738 0,470 0,055 0,285 0,143
= 17/1/1 | 0,760 0,120 0,025 0,139 0,028
17/2/1 | 0,759 0,087 0,091 0,049 0,086
17/3/1 | 0,774 0,287 0,113 0,196 0,239
17/4/1 0,779 0,082 0,080 0,209 0,067
18/1/1 0,741 0,132 na 0,031 na
19/1/2 | 0,780 0,271 0,171 0,269 0,030
19/2/1 0,750 0,236 na 0,153 na

A 48 o6ras fluoreszcens indukcidés paraméterek mérdda visszavagtuk a novények
leveleit, és kontroll korilmények kozoétt neveltiket. Egy és két hét regeneracios periddus
elteltével bonitdltuk a novényeket, vagyis felvémlik a regenerdlodasuk mértékét az egyedi
noévények szintjén. Vonalanként atlagértéket ésastészamoltunk az adatokbol, és statisztikai
moédszerrel meghataroztuk a vad tipustdl valo edtérégnifikancia szintjét. Az eredményeket a 15.
tablazatban foglaltuk 6ssze. A vad tipust GP ésamstformans kontroll névények nem tudtak
Azonban szamos

regeneralédni, ezeknek a vonalaknak minden egyegedeg elpusztult.

transzformans vonal bonitalasi értékei szignifikinsnagyobbak voltak a vad tipusénal. A
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TaCBF14transzformans vonalak kozil a 4A/1/1, a 4-5-6/H16A/1/2, a 6B/1/1, a 21B/1/1, a
23A/1/2, a 23A/2/1 és a 24/1/1 vonalakl@&CBF15transzformans vonalak kozil pedig a 9A/1/1 és
a 12B/2/1 vonalak mutattak megnovekedett fagaat, mivel bizonyos mértékben képesek voltak

regeneraldédni a -11°C-o0s, de még a -13°C-os fagl&saitan is.

15. tablazat: A -11°C és -13°C fagyasztasi kisérlet soran mértithlasi értékek egy 0-5 terjgd
skélan értékelve (0: kipusztult, 5: sértetlentéltly) €s a tulélési % abrazolasa. A vad tipusu &old
Promise-t6l (GP) valo szignifikans eltérés jelolése ** ; *** ha P < 0,05 ; 0,01 ; 0,001 ; na: nincs
adat.

fagyasztas utani bonitalasi értékek talélési %
Bonitalas 1 hét 2 hét
-11°C -13°C -11°C -13°C -11°Q -13°(
Vad tipus GP 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
Tr. 2A/2/4 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
kontroll 2B/1/5 na 0,05 na 0,00 na 0
4A/1/1 0,97** | 0,73*** |0,97* 0,25*** 27,78 31,58
%) 4-5-6/1/1 | 0,28* 0,60** 0,40 0,76* 12,50 10,00
< B 511 | 000 | na 0,00 na 0 na
— g 6A/1/2 1,05** | 0,50 |0,70** |0,25* 36,84 15,00
% O 6B/1/1 0,25 0,60** | 0,30 0,48** 11,76 18,74
O N 21B/1/1 | 2,05*** | 0,72** | 1,95** |(0,58** 45,00 22,22
f_d % 23A/1/2 0,59* | 0,66*** | 0,15 0,38* 5,56 10,53
= 23A/2/1 | 0,33* 0,45 0,39 0,23* 16,67 15,7p
23B/1/1 | 0,33** | 0,05* 0,10 0,00 7,69 0
24/1/1 2,00%%* | 0,03%** |2 20*** |(0,58%** 55,56 25,00
9A/1/1 na 0,65** na 0,43* na 11,76
9A/2/1 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
9B/1/2 0,05 0,00 0,00 0,00 0 0
12A/1/3 | 0,30* 0,00 0,05 0,00 5,88 0
12B/1/1 0,15 0,16 0,05 0,00 5,56 0
wn 12B/2/1 1,08*** | na 1,00** na 35,71 na
0 \% 12C/1/1 0,06 0,05 0,00 0,00 0 0
- & 12-18/1/1 | 0,60* 0,00 0,26* 0,00 20,00 0
l&'ﬁ é 12-18/2/1 | 0,13 0,25 0,07 0,20 9,09 5,0P
O N 12-18/3/2 | na na na na na na
f_s % 12-18/4/1 | 0,19 0,20 0,00 0,00 0 0
= 17/1/1 0,22 0,00 0,17 0,00 7,69 0
17/2/1 0,06 0,00 0,00 0,00 0 0
17/3/1 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
17/4/1 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0
18/1/1 0,35 na 0,05 na 9,09 na
19/1/2 0,05 0,00 0,00 0,00 0 0
19/2/1 0,13 na 0,00 na 0 na

A tulélési szazalék megéllapitdsa egyértamigazolja, hogy egyes transzgénikus vonalak egyed
kozott volt olyan, amelyik képes volt tulélni a f&kegzelést. A -11°C-os fagyasztasinhérsékletet

szamos vonal tulélte bizonyos szazalékban (15azab), de még a -13°C-os fagykezelés utan is
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talaltunk taléb novényeket a 4A/1/1, a 4-5-6/1/1, a 6A/1/2, a 6B/k 21B/1/1, a 23A/1/2, a
23A/2/1 és a 24/1/TaCBF1l4transzformans vonalakban, azonkivil a 9A/1/1, malaa 12-18/2/1
TaCBF15transzformans vonalakban.

Hogy megebsitsiik az eredményeket, megismételtilk a fagyteaZztehasadé nemzedéken,
a szemek fogyatkozé szdma miatt csak a -13°C-gm&atasi Bmérsékletet alkalmazva. A kisérlet
sordn meértik a klorofill fluoreszcens indukcios graétereket az edzés végén, kozvetlenul a
fagyasztast kovéen, tovabba 24 és 48 draval a fagy utan. A levélikom konduktancia-
vizsgalatot végeztink, meghatéroztuk a levalekibirténs ion-kiaramlas szazalékos értékét az

edzés végén (kontroll), és a fagyasztas utdn 2AK(ET utan) (16. tablazat).

16. tébldzat: A -13°C-on végzett fagyteszt sordn mérfHr értékek, és a levélmintak konduktancia-
vizsgalatadval mért ion-kidramlas szazalékos adafaivad tipusu Golden Promise-t6l (GP) val6
szignifikans eltérés jeldlése: *; **; *** ha £0,05; 0,01 ; 0,001 ; na: nincs adat.

FJ/F i fagyasztas utan lon-kiaramlés [%6]
Vonalak végeén kozvetl. 24h 48 h kontroll | FT utan
Vad tipus GP 0,755 0,646 0,584 0,632 11,5 69,4
Tr. 2A/2/4 0,732* 0,580 0,122***| 0,046*** 10,7 82,2
kontroll 2B/1/5 0,759 0,517 0,224**% 0,269 9,4 92,0
4A/1/1 0,701*** | 0,649 0,706* 0,745%** 6,0** 30,1*
) 4-5-6/1/1 | 0,752 0,646 0,695* 0,227 9,5 90,5
< \% 5/1/1 0,737 0,689 0,732**| 0,726*** |88,5 13,0
— g 6A/1/2 0,751 0,717 0,765**% 0,763***| |8,3* 9,0***
% e 6B/1/1 0,737 0,677 0,572 0,619 7,7* 24,3**
O (’7‘) 21B/1/1 | 0,739 0,629 0,606 0,599 14,3 29,0*
f_U % 23A/1/2 | 0,737 0,706 0,639 0,601 9,9 15,6%**
= 23A/2/1 | 0,740 0,643 0,711**| 0,733*** |8,6 23,3**
23B/1/1 | 0,740 0,650 0,618 0,498 10,1 46,5
24/1/1 0,721* | 0,631 0,628 0,632 8,7 28,5**

9A/1/1 0,770 0,659 0,707**| 0,675 10,6 40,8
9A/2/1 0,759 0,692 0,658 0,490 14,2 70,3

9B/1/2 | 0,757 0,656 0,666 0,638 9,6 46,8
12A/1/3 | 0,748 0,583 0,636 0,520 58*** 47,1
12B/1/1 | 0,739 0,640 0,562 0,587 7,1 53,6

12B/2/1 | 0,757 0,669 0,644 0,589 4,3** 135,1
12C/1/1 | 0,739 0,660 0,613 0,527 7,5* 82,7

12-18/1/1] 0,765 0,693 0,676* 0,543 10,9 61,9
12-18/2/1] 0,773 0,673 0,658 0,637 12,1 42,0

TaCBF15
transzformans

12-18/3/2] 0,723 0,549 0,029 0,062 na na
12-18/4/1] 0,749 0,680 0,674 0,650 8,5 33,6**
17/1/1 ] 0,756 0,702 0,675* 0,525 9,2 34,0*

17/2]1 ] 0,744 0,679 0,572 0,509 10,2 67,9
17/3/1 | 0,757 0,701 0,698**| 0,682 12,0 25,2**
17/4/1 ] 0,733 0,632 0,536 0,449 6,2** 83,1

18/1/1 ] 0,768 0,686 0,662 0,556 9,3 72,9
19/1/2 | 0,726** | 0,617 0,616 0,608 7,2%* 70,2
19/2/1 | 0,748 0,623 0,477 0,576 9,2 73,6
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Az edzés végén mért, [k, paraméter értékek szignifikAnsan kisebbek voltaRA#2/4
(transzformans kontroll), a 4A/1/1, 24/1/TaCBF14 transzformans), és a 19/1/ZaCBF15
transzformans) vonalakban (16. tablazat). A koevetl a fagyteszt utdn meghatarozojtFk
paraméterekben egyik vonal esetén sem talaltunkach GP-hoz képest szignifikans eltérést.
Szignifikans kulonbségeket 24 illetve 48 oravahgykezelés utdn detektaltunk. A 2A/2/4 és 2B/1/5
transzforméns kontroll vonalak PSII rendszefsebben sértilt, mint a GP-é; ezekben a vonalakban
a fagyasztas utan mért/F, értékek szignifikdnsan kisebbek, mint a vad tipmsimértek. A
TaCBF14 transzgénikus vonalak esetében nagyobl- . értékeket mértink a 4A/1/1, 5/1/1,
6A/1/2, 23A/2/1 vonalakban mindkét fagyasztas utédrési idpontban. ATaCBF15 vonalak
esetében a fagyasztas utan 24 oraval mér, fertékek szignifikdnsan nagyobbak voltak a 9A/1/1,
12-18/1/1, 17/1/1, 17/3/1 transzgénikus vonalakl@onban 48 déra utan nem mértink a GP-tol
szignifikans mértékben eli@F,/Fn, értékeket.

A noveények levelein konduktancia-vizsgélatot végekt kevésbé karosodott a fagy
hatdsara az a vonal, amelynek levélmintadiban kisebkkiaramlast mértink. Ezek a 4A/1/1,
6A/1/2, 6B/1/1, 21B/1/1, 23A/1/2, 23A/2/1, 24/TTACBF14transzgénikus vonalak, valamint a 12-
18/4/1, 17/1/1, 17/3/TaCBF15transzgénikus vonalak (16. tablazat).

Az értékelés harmadik szempontja a fagyteszt utdgeneracio mértékének vizsgalatan
alapult. A regeneraciot egyrészt egy 0-tél 5-igetdr bonitalasi skalan értékeltik (0: kipusztult, 5:
sértetlen ndvény; 24. abra) egy és két héttel gkimplés utan, masrészt meghataroztuk a névények
tulélési szazalékat (25. abra). Megallapitottukgyhcsem a vad tipus, sem a két vizsgalt
transzformécids kontroll vonal a -13°C-os fagy utddr nem volt képes regeneralddni, ezek kdzott
a vonalak kozott nem talaltunk tidéhovényeket (0%), és a bonitalasi értékik is 0,&sk0zott
volt. Azonban a bonitalasi értékek statisztikairtékelése alapjan a GP-néal szignifikansan jobb a
TaCBF1l4transzformans vonalak kozil a 6A/1/2, a 23A/1/23A/2/1 és a 24/1/1; migEeaCBF15
transzforméns vonalak kozul a 9A/1/1 és a 18/1A. ébra). A kulonbség a tulélési szazalékot
tekintve még szembi@ébb volt. Ennek soran meghataroztuk, hogy adott Mdiha fagyasztasnak
kitett névények kozul mennyi élte tul a vad tipasimara mar 100%-ban letalis -13°C-os fagyot
(25. &bra). ATaCBF14transzformansok kozil tukiket a 4A/1/1, 21B/1/1, 23A/1/2 és a 23A/2/1
vonalak egyedei kdz6tt, migTeaCBF15transzformansok kozul a 9A/2/1, 12B/2/1, 12-18/212-
18/4/1, 17/3/1, 17/4/1 és a 18/1/1 vonalak egyd&debtt talaltunk. Kilon kiemelnénk a 6A/1/2
(TaCBF14 és a 9A/1/1 TaCBF15 vonalat, melynek egyedei 50%-0s tulélést mutatiakabba a
24/1/1 TaCBF19 vonalat, mely 70%-o0s tulélési aranyt mutatott @ara).
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25. abra: A -13°C-on végzett fagyteszt utan két héttel fielezett talélési % adatok abrazolasa

Ezutén az eddigi fagytesztek alapjan szelektdJoldgtranszformans vonalakkal, de mar a
homozig6ta 7 nemzedéken ismételtik meg a fagytesztet, -11°€&XC-on. Mértik a klorofill

fluoreszcens indukcids paramétereket az edzés yépéid 24 és 48 oraval a fagy utan. A
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levélmintadkon konduktancia-vizsgalatot végeztinkeghmataroztuk a levelekb torténs ion-
kidramlas szazalékos értékét az edzés végén (Kpnéw a fagyasztas utan 24 éraval. Ezenkivil
egy 0-t6l 5-ig terjed bonitalasi skalan értékeltik (0: kipusztult, Ststien ndvény) a regeneralddas
mértékét egy és két hét regeneracids periodus utamint meghataroztuk a vonalak tulélési
szazalékat két hét regeneraciot kdeet

Az edzés végen meért,/F, paraméter értékek szignifikansan kisebbek voltakR44l/1
(TaCBFl4transzformans), és a 17/3MaCBF15transzformans) vonalakban (17. tablazat). Habéar a
-11°C-os fagyasztas utan 24 o6raval a#F paraméterek atlagértékében volt eltérés (a 2A/2/4
transzformans kontroll vonalban kisebb, mig a uéorsnans vonalakban nagyobb értékeket
meértiink), a kilonbség a vad GP-hoz képest nemifikégms. Szignifikans kulonbségeket 48 6raval
a -11°C-os fagykezelés utan detektéltunk. A 2ARR&hszformans kontroll vonal PSII rendszere
gyengébben ikodott a fagy hatdsara, mint a vad GP-é, mivel g@EFértékei szignifikansan
kisebbnek bizonyultak. AaCBF14transzformans vonalak kozul a 6A/1/2, a 21B/1/28A/2/1
vonalakban mértiink szignifikAnsan nagyobldFk értékeket, mint a GP-ban, migTaCBF15

transzformans vonalak kozul a 9A/1/1 és 12B/2/1-ben

17. tablazat: A -11°C és -13°C-on végzett fagyteszt sordn méif.Fértékek. A vad tipusi Golden
Promise-tol (GP) vald szignifikdns eltérés jeldlése; ** ; *** ha P < 0,05 ; 0,01 ; 0,001; na:
nincs adat.

edzés fagyasztas utan
Fu/Fm végén 24 h 48 h
-11°C -13°C -11°C -13°C
Vad tipus GP 0,726 0,498 0,115 0,624 0,106
Tr. kontroll |  2A/2/4 |0,726 0,293 0,013 0,170*0,017
4A/1/1 | na na na na na
6A/1/2 |0,731 0,701 0,685**10,723* | 0,713***
21B/1/1 | 0,731 0,661 0,697*F0,722* | 0,704***
23A/1/2 | na na na na na
23A/2/1 | 0,736 0,656 0,670**F0,718** | 0,722***
24/1/1 | 0,706* | 0,717 0,706**10,665 0,702%**
9A/1/1 |0,734 0,735 0,683**10,745** | 0,738***
12B/2/1 | 0,726 0,703 0,495 0,717*| 0,610*
12-18/2/1| na na na na na
12-18/4/1]| 0,734 0,629 0,495 0,679 0,616f
17/3/2 | 0,707* | 0,629 0,560**10,664 0,579%**

TaCBF15| TaCBF14

A -13°C-on végzett fagyasztas utan 24 éraval a @Prhért F/F,, paraméter atlagértéke 0,115-re
csokkent az edzés végén mért 0,726-r6l, és hasométéki csotkkenést tapasztaltunk a
transzfomans kontroll vonalban is. SzignifikAnsagyobb értékeket mértiink a 6A/1/2, a 21B/1/1,
23A/2/1, és 24/1/1TaCBFl4transzformans), valamint a 9A/1/1, 12B/2/1, é83M7 (TaCBF15
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transzforméns) vonalakban 24 éraval a -13°C-os ta4y; illetve ugyanezekben a vonalakban és a
12-18/4/1TaCBF15transzformans vonalban a 48 6ras mérések soran.

A fagytesztet egy masik modszerrel is értékedemdeghataroztuk a levelesdbtorténs ion-
kidramlas szazalékos értékét is (18. tablazat).ellzés végén mért értékek kdzott nem volt
szignifikans kulonbség, kivéve BaCBF15transzformans 9A/1/1 vonalat, amelyben kisebb ion-
kiaramlast detektaltunk, mint a vad tipusban. -1@8Cfagy hatdséra a transzformans kontroll
2A/2/4 vonalban szignifikAnsan nagyobb ion-kiarasnlaértink, ezek szerint ez a vondlsatbben
karosodott, mint a GP. Kevéshé sériiltek azonbai\/a/P vonal levélmintai. Szintén kevésbé
karosodott a -13°C-os fagy hatasarBa&BF15transzformans vonalak kozil a 9A/1/1 és a 17/3/1,
valamint aTaCBF14transzformans vonalak koziul a 6A/1/2, a 21B/1/R3&/2/1, és a 24/1/1,

amely vonalak levélmintéiban kisebb ion-kiaramlagttiink (18. tblazat).

18. tablazat: A -11°C-on és -13°C-on végzett fagyteszt sorare\elintdk konduktancia-vizsgélatanak
szazalékos adataf vad tipusu (GP) Golden Promise-tol val6 szidddifis eltérés jelolése: * ; ** ;
***ha P <0,05; 0,01 ; 0,001; na: nincs adat.

lon-kiaramlas edzés fagyazsjfs utan

0 végén
[ /0] g -11°C -13°C
Vad tipus GP 10,30 20,60 84,17
Tr. kontroll| 2A/2/4 | 10,48 89,54+ | 85,00

4A/1/1 na na na
6A/1/2 8,59 11,27 14,93**=
21B/1/1 | 10,54 14,74 10,63***
23A/1/2 | na na na
23A/2/1 9,89 9,52 14 59***

24/1/1 11,16 13,43 11,58***
9A/1/1 7,27** 9,53* 11,31 %**
12B/2/1 | 12,26 10,71 52,35
12-18/2/1 | na na na
12-18/4/1 | 11,89 39,00 65,85
17/3/1 10,52 19,26 37,06%**

TaCBF15| TaCBF14

A -11°C és -13°C-os fagy utani regeneraci6 mértalapjan, bonitalasi skalan értékeltik a
novények fagyallosdgat;, az eredményeket a szigméila-szintek jelolésével a 26. és 27. 4bra
demonstralja. A vad tipus és a transzformaciésratintonal regeneralodo képességét a -11°C-os
fagy utan 0-1 kozottinek itéltuk. A 17/3/1-t kivévealamennyi TaCBF14 és TaCBF15
-13°C-os fagyasztast kovetn a kulénbség még szemio@tbb volt. A transzforméans kontroll vonal
csekély mértékben képes volt Ujra kihajtani, deckbselpusztult; a GP egyaltalan nem tudott

regenerdlodni. A bonitdldsi adatok statisztikai éketése alapjan szignifikAnsan jobb
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fagyallosagunak bizonyult valamennyaCBF14 (P < 0,003 transzgénikus vonal. AaCBF15
vonalak kozil a 9A/1/1 és a 12-18/4/1 fagyalloségaP < 0,001 szinten szignifikansan jobb a vad
tipusnal.
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26. abra: A -11°C-on végzett fagyteszt bonitalasi értékeiabkazolasaA vad tipusu
Golden Promise-tol (GP) val6 szignifikans eltérélglgse: * ; ** ; *** ha P<
0,05; 0,01 ; 0,001.
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Golden Promise-tol (GP) vald szignifikans eltér@lglgse: * ; ** ; *** ha P<
0,05; 0,01 ; 0,001.
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Két hét regeneracidés periodus utan meghataroztwloralak tulélési szazalékat, azaz
megszamoltuk, hogy a fagytesztnek kitett névény@kilk mennyi élte tul valdban az alkalmazott
fagyasztasi émérsékletet (28. abra). A vad tipus, és a transeos kontroll vonal kdzott kis
szazalékban talaltunk tatéhovényeket. A -11°C-ot 20, illetve 36 %-ban éltéka GP és a 2A/2/4
vonal egyedei, ezzel szemben a transzformans Jomgitadegyike nagyobb széazalékban mutatott
tulélést. St, a 4A/1/1, 6A/1/2, 23A/1/2, 24/1/TaCBF14 transzformans vonalak, valamint a
9A/1/1, és 12B/2/1TaCBF15 transzformans vonalak minden egyede tulélte akiegglést. A
-13°C-os fagyasztasiémérséklet a vad tipusi GP szamara letalis voltamaszformans kontroll
vonalbol egy tulél ndvényt (5 %) talaltunk. AaCBF14transzformans vonalak 76-92 % aranyban
mutattak talélést. A vizsgalfaCBF transzforméns vonalak kozil BaCBF15transzformansok
atlagosan kisebb szazalékban élték tul a -13°deng 9A/1/1 vonal még ezt &mhérsékletet is 100
%-ban tulélte (28. &bra).
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28. 4bra: A -11°C és -13°C-on végzett fagyteszt tulélésizakk értékeinek
abrazolasa. GP: a vad tipust Golden Promise arpa

4.2.4.2. ATaCBF transzformans arpavonalak fagytirésének tesztelése edzési periodus nélkul

Mivel a transzgén ikdodését egy allandd expreszidt biztositd konstitptiomoter szabalyozza,
emiatt feltételeztik, hogy a transzgén folyamatgpre&sszidja a hideg-indukalhaté gének (egy
részének) aktivalasaval a hideg-édigsi periodust (részben) kivalthatja. Ezért vizkd@l a
transzgén hideg-edzés nélkil is ndveli-e a novérigghkallosagat. Az edzés nélkili fagytesztet a

TaCBFtranszformans arpavonalak homozigétan€mzedékén végeztik el, az eddigi fagytesztek
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alapjan legfagyirébbnek bizonyult vonalakkal. A vonalak fagyallosagiC-on teszteltik. Mértuk
a klorofill fluoreszcens indukciés paramétereketjdbba egy 0-t6l 5-ig terjédbonitalasi skalan
értékeltilk a regeneralodas mértékét, valamint mégbetuk a ndvények tulélési szazalékat is.
Vonalanként atlagértéket és szoOradst szamoltunk datokbdl, és statisztikai maddszerrel
meghataroztuk a vad tipustdl valo eltérés szigaifdia szintjét.

A fagyasztas éltti mérési idpontban 0,779-0,798 kozotti/Fy, értékeket mértiink az egyes
vonalakban (19. tablazat). Tapasztalataink szeskkiora ingadozds nem szamit szamdéitek,
azonban az adatok statisztikai kiértékelése szigms§ kulonbséget mutatott ki a vonalak kdzott. A
GP-on mért értékekhez képest szignifikAnsan kisatdkeket mértiink a transzformans kontroll
(2A/2/4) vonal levelein; &aCBF1l4transzformans vonalak kozil a 6A/1/2, a 21B/1/244./1; a
TaCBF15transzformansok kozul pedig a 9A/1/1, a 12B/2/1aék2-18/4/1 vonalak levelein. 24,
illetve 48 6raval a -6°C-os fagyasztas utan a \@n&Sll rendszere szinte ugyanolyan szinten
mikodott, mint az edzés végén. AdM, atlagértekek kozott nem volt szignifikdns eltéiégeve a
9A/1/1 TaCBF15transzformans vonalat, mely vonal levelein méFF értékek szignifikansan

nagyobbak voltak a GP-on mért értékekhez képest.

,,,,,

adatok A vad tipusu (GP) Golden Promise-t6l vald szigrifik eltérés jeldlése: * ; ** ; *** hg R
0,05; 0,01 ; 0,001; na: nincs adat.

Edzés nélkiili FT S Bonitalas Talélési
6°C ET elstt FT utan FT utan %
24 h 48 h 1 hét 2 hét
Vad tipus GP 0,798 0,764 0,771 0,43 0,00 0
Tr. kontroll | 2A/2/4 0,789** | 0,755 0,769 0,10* 0,00 0
4A/1/1 | na na na 1,00* 0,25 10,53
X 6A/1/2 | 0,779** | 0,765 0,765 0,90 0,35 15,00
'5-'5 21B/1/1 | 0,792* 0,771 0,771 0,70 0,40 16,67
95 23A/1/2 | na na na 0,55 0,25 10,53
= 23A/2/1] 0,792 0,769 0,770 0,51 0,00 0
24/1/1 | 0,786*** | 0,766 0,767 1,60** 0,69*** 26,32
o 9A/1/1 | 0,789* | 0,781* 0,783 1,80*** [0,69*** 15,79
0 12B/2/1| 0,787***| 0,763 0,778 0,88 0,28 11,11
8 12-18/2/1) na na na 0,55 0,28 10,53
S 12-18/4/1 0,791* 0,762 0,775 0,53 0,13 10,53
17/3/1 | 0,798 0,777 0,780 0,60 0,00 0

A 48 6ras FFy, mérések utan visszavagtuk a novények leveleiko@sroll korilmények
kozott neveltikoket. Egy és ket hét regeneracids periddus elteltével az egyedemgsk szintjén
pontoztuk a regeneralédasuk mértékét. Az eredmétyek 19. tablazat tartalmazza.
Megéllapitottuk, hogy hideg-edzés nélkil a vad4ipGP, ill. a transzformans kontroll vonal nem

képes tulélni egy -6°C-os fagytesztet; egy hétmegicios periodus utan még 0,43, ill. 0,1 atlagos
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talaltunk kozottuk tulél egyedeket. Egy héttel a fagyasztas utdn minderszggnikus vonalban
voltak tuléb névények, mig két hét utan a tanulmanyozott 1lavédzil 9-ben azonositottunk
tuléloket, habar az edzés nélklli fagyteszt tulélésiaé&zadatai csak 10-26 % kdzo6tt mozogtak. A
leginkabb regeneralddni képes, és legtobb didélvényt aTaCBF14transzformans vonalak kozul
a 24/1/1, a&raCBF15transzforméans vonalak kozil pedig a 9A/1/1-bealtiak.

4.2.5. ATaCBF transzformans névények ozmotikus stressz-tolerargjanak vizsgalata

Ozmotikus stresszt polietilén glikol 6000 (PEG; 18&) segitségével idéztinkdéelmelynek
koncentraciojat fokozatosan ndveltik a tapoldatiimnar et al. (2004) kisérlete alapjan. Két-két
olyan TaCBF14 (6A/1/2 és 24/1/1) é3aCBF15(9A/1/1 és 12-18/2/1) transzformans vonalat,
amelyek a fagytesztek soran ellenéliébbnak bizaaguk transzforméans kontroll vonalat (2A/2/4),
€s a vad tipusu Golden Promise arpat (GP) vontuk kisérletbe. A PEG-kezelés és az azt kibvet
regeneracios peridbdus sordn mértik a vonalak legklérelativ viztartalmat (RWC). Az
eredményeket a 29. és 30. 4brak szemléltetik, amkat a szignifikancia-szintek jeldlésével a
Mellékletek M2.3. tablazatban foglaltuk 6ssze.

RWC %
100

80

60

40

20 \ \ = \
kontroll 18% PEG 21% PEG  24% PEG 3d Rec 7d Rec

——WT 2A/2/4 6A/1/2 —g—-9A/1/1 —gg—12-18/2/1 —e—24/1/1

29. &bra: Az ozmotikus stressz-kezelés sordn mért relatitaxtalom (RWC) a
vad tipust Golden Promise (GP) és a transzforménalakban, ndvekv PEG
koncentracio esetén. A relativ viztartalmat a strelsdved 3. illetve 7. napon (3d
Rec, 7d Rec) is meghataroztuk.
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Kontroll kérilmények kdzott a vonalak leveleinekatés viztartalma 97% kordl volt, majd a 18%-
0s PEG-kezelés hatasara kis mértékben lecsokkebfp-rA. 21%-os PEG-kezelésnél a
transzformans kontroll vonal és a 6A/IVACBF14transzformans vonal RWC-a a GP értékeihez
képest szignifikhns mértékben csokkent. 24%-os REZelést kovéen a 9A/1/1, 12-18/2/1
(TaCBF15 transzformans), és a 24/1/TaCBF14 transzformans) vonalak levelének relativ
viztartalma szignifikAnsan nagyobb volt a GP-n&.o&kmotikus stressz-kezelést kdvairom nap
regeneracio (Rec: recovery) utan a kuloribdanalak levelei visszanyerték a kiindulasi (kofijro
viztartalmukat, a regeneraciés periodus alatt $37.€napon vett mintak esetén) a vonalak RWC

értékei kozott nem volt szignifikans kulonbseég.

Ay 14 _ S
b 1N V/ R /
W AV M N

GP  2A/2/4  6A/L2  OAL/L 248/2/1 24/1/1
(Tr.ctrl) (TaCBF14 (TaCBF1j (TaCBF15 (TaCBF14

30. abra: A TaCBFtranszformans arpavonalakrél az ozmotikus strkezelés
soran kontroll korilmények kozt, 24% PEG-kezel&@numajd az azt kowéet

s 77

regeneracios periddus (3d Rec: 3 nap recoveryhdarszitett fotok.
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4.2.6. ATaCBF transzformans névények génexpresszios vizsgalata

A szérazsag-, hideg-, és sostresszre indukalodékgégyik legnagyobb csoportja a LEA (Late
Embryogenesis Abundant) proteinek, az embriéfs kési fehérjéi (Ingram és Bartels 1996,
Thomashow 1999). Négy kulonki#iza LEA proteinek csoportjaba tartozé gétvCOR14bHvA22
HvDHNS5, HVYDHNBS) és az arp&BF gének kozil &lvCBF9gén nitkodését vizsgaltuk a vad tipusu
GP, és az eddigi tesztek alapjan legellenallbd®BF14transzformans 24/1/1, valaminfaCBF15
transzformans 9A/1/1 vonalak kontroll és hideg-kem@ntain, Real-Time RT-PCR modszerrel.
Referenciagénként az arpa ciklofillg@nt hasznaltuk, az adatokeAC; modszerrel értékeltik ki. A
31. és 32. 4brdkon mutatom be a relativ Fold Chahrgd értékeket (bal oldali grafikonok),
amelyen az latszik, hogy relative hanyszoros att agm expresszioja a mintdkban, ha a vad tipus
kontroll mintdjdban mért expressziot tekintjuk knéz abradk a Log-C értékeit is (jobb oldali
grafikonok) bemutatjak, mely a expresszidvaltozagatitmikus értéke. igy a hidegindukalt
allapothoz képest kisebb léptekde kontroll korilmények kozott kimutathaté néhsaoros
génexpresszid-beli kilonbségek is lathatdévéa vaingkafikonokon.

A TaCBFtranszgén konstitutiv expressziodja a transzfornvé@malak kontroll kdrilmények
kozt nevelt (hideg-kezelést nem kapott) mintaibadukalta aHvCOR14bgén kifejeddését;
expressziojanak meértéke megkozelitette azt a $zmbeit a vad tipusban a hidegkezelés okozott
(31. 4bra A és B). A 9A/1/1 vonalban kontroll kdn@éinyek kozott a vad tipusban mért
génexpresszid Otezerszeresét (relativ FC), a 24Hdalban kdzel haromezerszeresét mutattuk ki
(31. abra A). AHVCOR14bgén a vad tipusban csak hidegkezelés hatasarkalodott, a
transzforméns vonalakban pedig tovalitt mz expresszi6janak mértéke a hideg-stressz dratas
vizsgalt vonalakban (31. abra C és D), azonban ghidzelés hatdsara négyszeBsebben
indukélodott a GP-ban, mint a transzgénikus vorisak A HVA22 gén esetén tizenharomszor
nagyobb expressziét mértiink kontroll kdrtilményekdtba 24/1/1 vonalban (31. abra E), és ebben
a vonalban volt a legkifejezettebiHyA22 hidegindekcioja is; a vad tipus és a 9A/1/1 vokizda

mért génexpresszidé haromszorosat detektaltuk (8a. B).

76



I HvCOR14b HvCOR14b
A | relativFe | kontroll O hideg-kezelt B Log,FC Bkontroll O hideg-kezelt
30000 16
25000 14 = B |
12 T
20000 10
15000 8
10000 ] 6
4
0 ‘ 0 T
GP 9A1/1 24/1/1 -2 GP. 9A/1/a 24/1/2
Cl e HvCBF9 D HvCBF9
reatv mkontroll O hideg-kezelt LogoFC mkontroll O hideg-kezelt
16 6

12

8 2 T - T

: 0 ]

T : :
I
ol GP DAL/ P41/
GP 9AL/1 24/1/1 2
E relativ FC HvA22 F Log ,FC HvA22
B kontroll O hideg-kezelt ek mkontroll O hideg-kezelt
100 10
8
75 —
. |
50 - 1 f i
4
25 2 T
ol T ‘
0 ‘ ‘ lep AL/ 24/1/1
GP 9AL/L 24/1/1 -2

31. abra: A HYCOR14haHvCBF9 és aHvA22gének expresszios vizsgalata Real-Time RT-PCR-
rel. Az egymas mellett Iév grafikonokon ugyanazon gén expresszios eredmédyeizoltam;
megadva a relativ FC (Fold Change; bal oldali griikk) és a Log-C értékeket (jobb oldali
grafikonok). A vad tipusu GP (Golden Promise) kolhtmintait tekintettiik 6sszehasonlitasi
alapnak.

A HvDHN5gén expresszidja négyszer, illetve kilencszer nalgywlt kontroll kérilmények kdzott

a 9A/1/1 és a 24/1/1 vonalakban, mint a vad tipugBa. 4bra A és B; az A grafikonon az y tengely
|éptéke miatt a néhanyszoros génexpresszio-valtardsoll kdrulmények kdzott nem kiveldetde

a LogFC-t abrazolva lathaté a kilonbség). Hideg-kezdiétgasara a kontroll értékhez képest
ezerszeresérestt a HYDHNS gén expresszidja GP-ban, ennél kisebb mértékbeankahadott a
transzformans vonalakban. A 24/1/1 vonalban a GP+hart értéknél 6tszér nagyolbbvDHNS
expressziot mutattunk ki kontroll kérdlmények kdzohideg-kezelés hatasara azonban a
legintenzivebben a vad tipusban fégitt ki ez a gén (32. 4bra C és D).
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32. abra: A HYDHN5 valamint aHVvDHNS8 gének expresszids vizsgalata Real-Time RT-PCR-rel.
Az egymas mellett I&vgrafikonokon ugyanazon gén expresszios eredméyéroltam; megadva

a relativ FC (Fold Change; bal oldali grfikonok)a@&togFC értékeket (jobb oldali grafikonok). A
vad tipust GP (Golden Promise) kontroll mintaiinédttiik 6sszehasonlitasi alapnak.

4.2.7. A TaCBF transzforméans &rpavonalak fejlédésbeli eltérése a vad tipust Golden

Promise-tdl

A szovettenyésztésb regenerdl6dd novények kozott nem talaltunk reétthirdorpe fenotipusut.
Valamennyi kalaszolt, a kalaszok fertilisek voltakagot hoztak. Egy vonal, a 23A/2/1 levele
csikos volt mar a ’nemzedékben, és a kébi generacidkban is talaltunk a vonal egyedei kdzt
csikos levdlt. Mivel a szoOvettenyésztés soran folyamatosan nexgéddtak transzformans
novények, igy azok fejlését nem tudtuk dsszehasonlitani a vad tipusue@didomise-szal. A
fagyteszteket 3 leveles allapotbandédvényeken végeztik el, és azt tapasztaltuk, hagyebben

a korai fejbdési allapotban is az egyes vonalak magassagatkdadteltérés. A legfejlettebb,
legnagyobb a vad tipust Golden Promise volt. A teggtek alapjan szelektalt vonalak és egy
transzformans kontroll (2A/2/4) vonal homozig6ta fiemzedékének felszaporitdsat lUveghazi
korulmeények kozott végeztik el. Ennek sordn megdigk, hogy a transzformans kontroll vonal a
vad tipusuval egy ithen kezdett el kalaszolni a vet#stzamitott 12. hédt, €s nem volt eltérés a
novények magassagadban (Mellékletek: M2.4). Hozzajuksonldéan fefldott két olyan
transzforméans vonal (17/3/1 és 21B1/1, mindkefaCBF15 transzgénikus), amelyek ugyan

megndvekedett fagitést mutattak a vad tipushoz képest, de a szdldkaalszformans vonalak
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kozo6tt nem ezek voltak a legellenallobbakTACBF14transzformansok kdzil a 6A/1/2 és a 24/1/1
(33.A abra) vonalak enyhe lemaradast mutattaklad@égiikben a vad tipushoz képestkafaszuk
zaszlos levele csak a vetdsszamitott 13. héten kezdett el kitajhi. A 23A/2/1 TaCBF14
transzformans), és BaCBF15transzformansok kozul a 9A/1/1 (33.B abra) és B/2/4 vonalak
fejlédése volt a legelmaradottabb a vad tipushoz képesttésil szamitott 13. héten a kalasz még

csak hasban volt tapinthaté.

A

— zaszloslevél

9011 r'a,"—

33. &bra: A vad tipusu Golden Promise (GP) ésT@CBF14 transzgénikus
24/1/1, valamint araCBF15transzgénikus 9A/1/1 vonal fejlettségi allapota a
vetésél szamitott 13. héten
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4.3. Uj tudoméanyos eredmények

1. Elkészitettitk a pMDC99corl5a-OsMYB4-NQSa pBract214FaCBF14 és a pBract214-
TaCBF15 konstrukcidokat, melyeket felhasznalvegrobacterium tumefacienkbzvetitésével
tavaszi arpatHordeum vulgareL. cv. Golden Promise) transzformaltunk.é&litottunk 8
fuggetlen OsMYB4 10 fluiggetlen TaCBF14 és 18 fluggetlenTaCBF15 transzforméans

arpavonalat, tovabba 2 fluggetlen transzformansr&lb@rpavonalat.

2. A pMDC99corl5a-OsMYB4-NOStranszforméans é&rpavonalak fagytesztjei sordn al PSI
fotorendszer vizsgélataval igazoltuk, hogy az OsM¥Banszkripcios faktor noveli a tavaszi

arpa fagyallosagéat.

3. lgazoltuk, hogy az OsMYB4 transzkripcios faktor mbiva komplex, oxigén-hiany és hideg
egyuttes stressz-kezelésnek kitett transzgénikpanéwénykék vigorat. Génexpresszids €és
enzimatikus vizsgalatokkal is bizonyitottuk, hogyvad tipushoz képest megndvekedett az
alacsony oxigénellatottsag soran fontos szerepsezdaalfa-amildz, laktat dehidrogenaz és

aszpartat aminotranszferaz enzimek aktivitasarsagenikus vonalakban.

4. lgazoltuk, hogy a TaCBF14 és TaCBF15 transzkripcféktoroknak szerepe van a
fagytolerancia kialakitAsaban. Konduktancia-vizatgdkal kimutattuk, hogy a transzformans
vonalak levele kevésbé karosodott a fagykezelé&sshed, mint a vad tipusé. A transzgénikus
vonalak levelein szignifikdnsan nagyobHz, értékeket mértiink, mint a vad tipuson, eszerint a
transzgénikus vonalak PSII rendszere kevésbhé sériiigeneralédas meértéke (bonitalas), és a
tulélési szdzalék alapjan a szelektdlaCBF14 transzformans vonalak, és BaCBF15
transzforméans vonalak kozul a 9A/1/1 fagybbnek bizonyult, mint a vad tipusu Golden
Promise. A legellenallébbaCBFtranszgénikus arpavonalak tuléltek a vad tipuméra letalis

fagyasztasi émérsékletnél néhany Celsius fokkal alacsonyairhérsékletet.

5. Kimutattuk, hogy aTaCBF transzformans &rpavonalakban megvaltozik bizonysCBF
regulonhoz tartoz6 gének kifefidese, és a vad tipussal szemben mar kontroll kénijek
kozott is fokozottan expresszal egy alacsobyvérsékleti stressz hatdsara indukalédé gén, a
HvCOR14b

6. Eloékisérleteink alapjan a TaCBF14 és TaCBF15 trangekis faktoroknak szerepe van az

ozmotikus stressz kivédésében.
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7. Kimutattuk, hogy pleiotrép hatasként a TaCBF14 @€BF15 transzkripcios faktorok féglési
visszamaradottsagot, lassab dd@gst és kd&s viragzast okoztak a transzgénikus

arpavonalakban.

8. Eléallitottunk egy tobb fagyteszt altal szelektdafaCBF14 illetve TaCBF15 transzgént
tartalmazo6 Uj genetikai alapanyagot, mely aéfisn tovabbi vizsgalatok, és a CBF regulon

mikodését feltard kisérletek alapanyaga lehet.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Az alacsony Bmérséklet indukalja a corl5a-OsMYB4transzformans noévényekben a

transzgén kifejeidését

Rizsben azOsMYB4 transzkripciés faktoréf kbzponti szabalyozé szerepet foglal el a
hierarchikus transzkripciondlis hal6zatban. Befsblfa a stresszek soran felépejtkarosodasok
kivédését, a metabolizmust és a novényofigbét. Nagyszama, kilonkdbzsalddba tartozo,
intermedier transzkripcidés faktoron keresztil (MYBRF, bZIP, NAC, ARF és CCAAT-HAP
tipust TF-ok) szabalyoz tdbbezer gént (Park 2Gl0). Szamos névényfajt, igy ladfuvet (Vannini
et al. 2004), paradicsomot (Vannini et al. 2008eppecskeviragot (Laura et al. 2010), alméat
(Pasquali et al. 2008) is transzformaltak mar a&bfizizolalt MYB4 transzkripcios faktorral.
Ezekben a kisérletekben a transzgén megnyilvanitastitutiv expressziot biztositdé promaéterrel
biztositottak. A transzgénitkbdése megndvelte ugyan az abiotikus, és néhanlessa biotikus
stresszekkel szembeni toleranciat is, de a kuldhbapkon végzett kisérletek eredményeinek
0sszevetése azt mutatja, hogy@eMYB4transzgén hatasa nagymértékben fajfligglt, azaz a
stressz-tolerancia mértéke nagymeértékben fliggtitireszformalt gazdandvény genomi hati@rét
Az OsMYB4transzgénikus novények tobbé-kevéshé torpe famsitiputattak (Vannini et al. 2006,
Pasquali et al. 2008), és/vagy egy részuk stetil annini et al. 2007), a szd#lz azonban nem
mutattak ki O0sszefliggést a transzgén expresszidjdmimtje €s a fenotipusos abnormalitdsok
mértéke kozott. AzOsMYB4transzgént egy abiotikus stressz-indukalhat6,Aeabidopsisbol
szd&rmazdCOR15agén prométerével tikodtetve paradicsomban sikerilt a konstitutiv pramél
tortérd transzformacio negativ hatasait kikiiszobolni (Manet al. 2007).

Mivel eddig Bként kétszik fajokban vizsgaltdk az OsMYB4 transzkripcios fakstressz-
toleranciat befolyasol6 hatasat, ezért munkank rsogazdaséagilag fontos gabonafajt, arpat
transzforméltunk a génnel. Figyelembe véve a kuristi promoterek alkalmazasanak karos
mellékhatasait, Vannini et al. (2007) eredményeaipgn az indukalhat&orl5a promotert
alkalmaztuk a transzgéntkbdésének szabalyozasara. Mivet@15a prométer hideg hatasara
indukélodik (Baker et al. 1994), ennek megfébel, az eléllitott transzgénikus arpa névenyekben a
transzgén expresszidjat indukalta a hideg-kezélgganakkor egy alap-szinfOsMYB4transzgén
expressziot mutattunk ki mar kontroll kdrilményedzétt is a vizsgalt névények tébbségében.
Néhany esetben az azonos transzgénikus ndslérgtt kontroll és hideg-kezelt mintakban a
transzgén expresszios szintjei kozott nem volnpdke kilonbség, azaz mar a kontroll mintaban is
hasonléan magas szinten expresszalt a transzgém, anhideg-kezeltben. Azonos jelenséget

figyeltek meg mas kisérleti rendszerben is, amikaorl5a promoéterrel vezérelOsMYB4gén
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expresszidjat tanulmanyoztak (Vannini et al. 208@7hem induktiv kérilmények kdzott nevelt
transzgénikus paradicsom nodvényekben. A s$kera jelenséget az alkalmazott promoter
.Szivargasaval’ magyaraztak. Kisérletinkhtz a kahtndévényeket 20/15°C-on neveltik. Nem
talaltunk irodalmi adatot arrél, hogy maga&C®R15agén mely Bmérsékleti intervallumon belll
indukalédik Arabidopsisban. ACOR15aegy homoldg génjének, @OR14bgénnek az indukcios
hémérsékletét alakorbaiijticum monococcujtanulmanyozték (Vagujfalvi et al. 2003), melynek
soran megallapitottak, hogy a tavaszi, fagyérzélkgmpotipusban a gén mar 20°C, illetve 15°C-on
is expresszalddik. Mivel a transzformaciéhoz tavagzat hasznaltunk, ezért elképzethdtogy az
alkalmazott kontroll Bmérséklet is induktiv volt. Egy mésik lehetségesgyasdzat, ha
feltételezzik, hogy ezt a ,héattér’ expresszidt arbynycin szelekciés markergént szabalyozo
konstitutiv CaMV35Sprométer okozza. Yoo et al. (2005) leirtak, hoggzalekciés markergén
erésen konstitutiv expresszidjat biztositd 35S enhanewsitd) szekvencia befolyasolhatja
(novelheti) a konstrukciéban 18y nem a CaMV35S prométer altal kodzvetlenul vezérelt
(downstream) transzgén expresszidjat is. Ezen kaévlfiiggetlen transzformacios események
nyoman kulonbdz helyekre beépllt kdpidk genomi kdrnyezete - a latimszerkezet, illetve

kozeli enhancer vagy represszor elemek hatagelerssen befolyasolhatja a promaoter aktivitasat.

5.2. Az OsMYBA4 transzkripcios faktor néveli a trangformans arpavonalak fagyall6sagéat

Az OsMYB4 transzkripcids faktor alacsong+hérsékleti stressz-toleranciaban betdltott
szerepét az é&allitott transzgénikus arpavonalak fagytesztjévesgaltuk. Megallapitottuk, hogy a
Golden Promise tavaszi arpa fagytolerancigjat kiésrtékben ugyan, de ndvelte &xsMYB4
transzgén. A fagytesztekben legjobbnak bizonyahgsrgénikus vonalak PSIl rendszere a fagy utan
(szignifikans mértékben) hatékonyabbatikigd6tt, mint a vad tipusé. A, heneracion végrehajtott
fagytesztben - mely mind a nyolc transzforméns laintartalmazta - megallapitottuk, hogy a
kozvetlenul a fagyasztas utan méytHy értékek nem véltoztak szignifikans mértékben azsd
végén mert értékekhez képest, ahogy azt kordbbamaReét al. (2001) is tapasztaltdk. Az
alkalmazott hideg-edzési periédusnak tehat ninicgaszintetikus apparatust karosité hatasa.sA T
generécion vegzett teszt eredményei a# kisérletet megésitik; a vad tipusi GP és az egyes
transzgénikus vonalak klorofill indukciés paramétben mért szignifikdns kilonbség
egyeértelntien jelzi, hogy aDsMYB4transzgén fokozza a PSII rendszer stabilitas&tiddal van a
transzforméns vonalak fadyésére, de ez a hatds nem olyan nagyfokd, hogwrsziormans
vonalak tuléljenek annal alacsonyabb fagyasztésiénsékletet is, mely a vad tipus szamara mar
letalis Az OsMYB4gén a PSII rendszer stabilitasat és megnovekéalgytiirést eredményezett

transzformang\rabidopsisban (Vannini et al. 2004), tovabba szintén megkésett fagyiirést és
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a fagyallésdg kialakuldsadban fontos szerepet jatsedabolitok - cukrok, valamint prolin -
akkumulaciéjat okozt@®steospermurban (Laura et al. 2010) is. Az egyes novényfajokégzett
kisérletek eredményei nem minden esetben ilyegadak. Almaban a@sMYB4gén expressziojat
konstitutiv promoéter vezényelte, a transzgénikugéngiekben a transzgén expresszidja kulotboz
szinti volt. A hideg-stresszel szembeni ellenallésag kéuését, az azzal kapcsolatos metabolitok
felhalmozodéséat egyértelrmn csak azokban a novényekben lehetett igazolnglyakben a
transzgén magas szinten expresszalt (Pasquali 80@8). Annak ellenére, hogy a hideg-stressz
hatadsara a transzgén indukalédoti;aal5a-OsMYB4transzformans paradicsom fagpgse nem
novekedett meg a vad tipushoz képest (Vannini eR@D7). Az, hogy milyen hatasa van az
OsMYB4 transzgénnek a fadyes mértékére, figg a transzformalt fajtol. Gersdliflg nem
kodoltak minden ndvényben azok az OsMYB#anszkripcidos faktor &ltal szabélyozhatd
downstream gének, amelyek aktivitAisa szikséges deglmez tortéh akklimatizaciohoz.
Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy &2sMYB4gén, ha nem jeleés mértékben, de megndveli az arpa
fagyallésagat. Azonban, ha az éarpa fagyallésagamakgy az alacsonyéimérsékleti stressz-
tolerancigjanak javitasa a cél, akkor az eredméhyalapjan mas gén transzforméciojat tartjuk
célszetinek. Mind sajat kutatasaink, mind az irodalmi alattapjan e célra alkalmasabbnak tartjuk
a CBF géneket.

5.3. Az OsMYBd4transzkripcids faktor megnoveli az arpandvenykék \gorat

Tobb transzforméciés tanulméany foglalkozik @sMYB4gén funkciondalis analizisével. A
transzgénikusArabidopsisszal végzett kisérletek szélesk®n demonstraljdk a megndvekedett
toleranciat kilonbdk abiotikus - tgy, mint hideg, fagy, szarazsag\héd, 6zon -, és a rezisztenciat
tobbféle biotikus - virus, baktérium és gomba -téBEssel szemben. Ismereteink szerint az
OsMYB4transzgén hatasat a csirazasra még nem tanulmakydzMYB géncsalad szerepe az
anoxia/hipoxia stresszel szemben nem médgleprabidopsisban leirtdk, hogy azAtMYB2
transzkripcios faktor aAtADH1 (alkohol dehidrogendzl) gén fokozotiikddésén keresztil az
alacsony oxigén-koncentracio okozta stressz kivéukds jatszik szerepet (Hoeren et al. 1998).

Az 6szi, vagy tavaszi vetések idején, természetes m@niyek kdzott a szantéfoldeken az
alacsony Bmérsékleti stressz mellett gyakran hipoxias koriiyed is kialakulnak. E kettegydtt -
kombinalt stresszként - jeldist mértékben csdkkentheti a szemek csirazo-, vdmted névények
fejl6do-képességét. A komplex stredsesi vigor teszt (CSVT, Complex Stressing Vigousf)&z
International Seed Testing Association (ISTA) Vigolest Committee (Hampton és TeKrony
1995) altal elfogadott vizsgalat, amely komplexessiz-kezelésen alapul (Barla-Szabé és Dolinka

1988). A teszt alatt egyittesen alkalmazunk oxigémh és hidegstresszt azaltal, hogy a szemeket
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négy napon keresztil vizben aztatjuk, @taz el$ két nap szobdmeérsékleten (20°C), a masodik
két napon hidegben (2°C). Kisérletiinkben igazoltudgy a komplex stressz-kezelésnek kitett
OsMYB4transzgénikus arpanévénykék szignifikansan jobfegidtek a vad tipushoz képest. A
transzgénikus vonalak nagyobb vigorral rendelkeztek a tesztelt szemek hosszabb hajtast
produkaltak

Kisérletink soran az oxigén-hianyos A&llapot miateguwéltozott metabolizmusban
kulcsszerepet betdltenzimek (2.1.2. fejezet 1. abra) aktivitdsat isutmanyoztuk. Az amilaz
enzimek kiemelketen fontos szerepet jatszanak az anaerob anyageserfBt transzformans
vonal hajtdsdban (L1 és L8) megndvekedett alfatam{AMY) aktivitast mutattunk ki, mind
génexpressziés, mind enzimatikus szinten. Az L5avas nagyobb vigorral rendelkezett, mint a
GP, és hipoxia esetén ebben a vonalban is szigndg&n nagyobb AMY enzimaktivitast
detektaltunk. Azonban az L5 vonal hajtds mintaibagért AMY aktivitds sem enzimatikus, sem
génexpresszids szinten nem volt magasabb a vasbdpunérthez képest. Erre az ellentmondésra
magyarazatot adhat a transzgén inszercidjanak aletsg Lehetséges, hogy a beépllés helye
eredményezi az L5 vonalban tapasztalt repressia¥ Aktivitast (az L1 és L8 vonalakhoz képest).
Esetleg olyan mas mechanizmusok biztositjdk enne&nalnak a nagy vigorat, amelyeket eddig
még nem ismerlnk, mivel a megndvekedett AMY aldwinem kozvetlen kapcsolatban van a
szemek, illetve a csiranévények vigoraval. Az améazim-aktivitasnak a szerepe a hipoxia elleni
védekezésben kisérletekkel alatAmasztott tény,lraiveagban &y keményid AMY altal tortérd
bontasa biztositja az energiat a hajtas meghositaahboz (Bailey-Serres és Voesenek 2008). A
rizs képes alfa-amilazt szintetizalni anoxia stzeaktt is, mig mas gabonafélék, mint az arpa,
anoxia esetén nem képesek termelni ezt az enzimmettudnak csirazni (Perata et al. 1993). Gubler
et al. (1995) izoléltak egy gibberellinsav (GA)altegulalt MYB (GAMYB) transzkripcios faktort,
ami a high-pl alpha-amyldz gén promoéterébert lézabalyozéelemhez (GARC: GA response
complex) kobdik, és transz-aktivalja azt az arpa aleuron sk@akEz a megfigyelés arra utal, hogy
a GAMYB gén része a GA-fudgjelatviteli atnak, és a fikodése azAMY gén megnodvekedett
expresszojdhoz vezet. Igazoltak azt is, hogy aéizaz arpa anaerob kortilmények kdzott &hiér
reagal a GA-kezelésre: az arpaszemben nem indukaddlY transzkriptum anoxia alatt még GA-
kezelés hatdsara sem, szemben a rizzsel (Loretil.eR002). Kisérletinkben még anaerob
korilmények kozott is megnovekedett AMY aktivitdautattunk ki arpaban, melyet a rigsb
szarmaz6 OsMYB4 transzkripcios faktorikddésének tulajdonitunk. A transzgénikus vonalak
nagyobb vigorral rendelkeztek a komplex stressakszesoran, mint a vad GP, ami miatt
feltételezhet az OsMYB4 gén szerepe az elarasztds soran féllégmoxidval szembeni

védekezésben.
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Oxigénhianyos kdrnyezetben a laktat dehidrogen&tLalakitja at a laktatot piruvatta, a
glikolizis vég$ termékévé. Hanson és Jacobsen (1984) az LDH dnawatokcidjat irta le az arpa
aleuronsejtekben. Mustroph és Albrecht (2003) megkédett LDH aktivitast mutatott ki
gabonafélék csirdiban hipoxia és anoxia stressashisen. Kisérletinkben az L5 transzgénikus
vonalban megndvekedett LDH aktivitdst mutattunkekzimatikus szinten a hipoxia soran, ill. az
L1 és L5 vonalakban a kombinalt (hipoxia és hidggdssz-kezelés esetén is. Az L5 vonalnak még
a hajtdsaban is szignifikhnsan nagyobb LDH enziivithkst mértink, mint a vad GP-ban.
Ugyanakkor szemikvantitativ RT-PCR-rel la2H gén expresszidjaban nem taléltunk kilénbséget a
vonalak kozott. Ez a megfigyelésink poszt-trangmhoinalis modositdsokkal magyarazhatd. Egyre
novekszik az ismeretlink arrél, hogy a transzkripéis mellet a poszt-transzkripcionalis és poszt-
transzlaciés szabdlyozasi mechanizmusok is fonmesepet toltenek be az abiotikus stressz-
valaszban (Mazzucotelli et al. 2008; Floris et 2009). A poszt-transzkripcionalis szabéalyozasi
mechanizmusok magyarazatul szolgalhatnak arra, bagggy gén expresszidja azonos $iziehet
egyes transzgénikus vonalakban, de (a transzgémikdds helyre tortéd beépllése miatt) az
enzimek eltéf mértékben rikddnek.

Az aszpartat aminotranszferaz (ASAT) enzim az asapés alfa-ketoglutarat szubsztratokat
oxdlacetattd és glutamatta alakitia at. A glutaraatranszaminacié prekurzora; és igy, a
feltételezések szerint kdzponti szerepet jatszikaazerob aminosav metabolizmusban. Szerepe
azonban nem egyértelmellentmondasos adatokat taldlhatunk az ASAT @kBanak valtozasara
hipoxia alatt. Good és Muench (1992) nem mutatotFAT aktivitds-novekedést arpa gyokérben,
mig de Sousa és Sodek (2003) az enzim indukciéjdiatta ki széja gyokérben. A CSVT
kisérletink sordn aDsMYB4 transzgénikus &rpa vonalakban megndvekedett ASAZime
aktivitdst mutattunk ki hipoxia, és komplex strekezelés (hipoxia egyltt a hideggel) alatt, ill. a
hajtds mintdkban. Ez arra enged kdvetkeztetni, lIaghSAT fontos szerepet jatszik a hipoxiaval

szembeni tolerancia kialakitasaban.

5.4. A TaCBF14 és TaCBF1%5ranszkripcios faktorok fokozzak a tavaszi Golden Pomise arpa

fagytiirését

Osztalyunkon a kenyérbuzaban (Vaguijfalvi et al. 3)08s alakorban (Knox et al. 2008) végzett
kutatasok soran igazoltak, hogy a fagyall6sag dgieaietontrolljaban kéCBF gén CBF14és15)
jatszik kiemelked szerepet. A gének szerepét kozvetlen mddon bitmityk transzgénikus
arpavonalakon. Létrehoztunk 10 flggetl€@aCBF14 transzformans, és 18 fliggetldaCBF15
transzforméns vonalat, valamint 2 fuggetlen tramsafins kontroll &rpavonalat. Annak érdekében,

hogy bizonyitsuk a transzgén faggés kialakitasdban betoltott szerepét, a trans&osnvonalakat
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- 0sszehasonlitva a vad tipusu tavaszi Golden Beoménotipussal - fagytesztnek vetettik ala.
Mindegyik fuggetlenTaCBF transzformans vonal fagyesét -11°C és -13°C-on teszteltik, a
novényeket a fagytesztek 6l hideg-edzettiik. A transzformans vonalak egy eégzélte az
alacsonyabb fagyasztasirhérsékletet, igy az eredmények igazolasa miatt38C-bs fagytesztet
megismételtik. Ezen kisérletek eredményei alapgsiektaltuk a fagyallébb vonalakat. A 20.
tablazatban rendhagyé moédon Osszesitettem a mérédményeket. Csak azokat az eseteket
szemléltettem a szignifikancia szintek jeloléséadlpl az adott transzformans vonal mérési adata,

vagy megfigyelési adata szignifikAnsan jobb volad tipusénal.

20. tablazat: A TaCBF transzformans vonalaKT@CBF14 és TaCBF15 szelektaldsara végzett
fagytesztek soran kapott valamennyi mérési eredm@pyoszintetikus aktivitas, bonitélas,
konduktometria) szignifikancia szintje és a tidékzazalék adatok 6sszesitése. FT: fagyteszt; kond
konduktometria. A vad tipustél vald szignifikanséeés jelolése: * ; ** ; *** ha P< 0,05 ; 0,01 ;
0,001.

LFT 2.F1 talélési %
Vonalak Fo/Fr bonitalas FFn kond| bonitalas Z*
24 h 48 h 1 hét 2hét | 24/M8h| 24 h| 1 hét| 2 hét 1LFT | 2.F]|
-11°C | -13°C| -11°C| -13°C| -11°C| -13°C| -11°C| -13°C| -13°C| -13°C| -13°C | -13°C| -13°C -11°C| -13°C| -13°C
” 4A/1/1 *k *k *kk fPekk * Kk Kkpk * 19 27,8 31,6 16,7
& | 4-5-6/1/1 w0 wk x| x 5 |125| 10
g 5/1/1 il 5
u 6A/1/2 *kk P P ek ek e *AE kK *Hk] ** *k 27 | 36,8 15 50
§ 6B/1/1 ok o o 6 |11,8/ 18,8
S| 218111 il Rkl B i * 14 | 45 | 22,2/ 33,3
'5.'5 23A/1/2 il * * 10 | 5,56| 10,5| 30
(cJu 23A/2/1 * i I i B * 10 | 16,7| 15,8| 37,5
— | 23B/1/1 ol k 3 |7,69
24/1/1 * khk | kkk Pekk Rkk kobk * *kk 21 55,6 25 70
9A/1/1 ** S x| 7 11,8| 50
9A/2/1 10
9B/1/2
12A/1/3 * 1 |5,88
w |_12B/1/1 5,56
§ 12B/2/1 Hak ** 5 |35,7 10
5 | 12cnn
g 12-18/1/1 * * * 3] 20
8 | 12-18/2/1 9,00| 5 | 20
9 | 12-18312
s | 12-18/4/1 ** 2 20
% 17/1/1 * * 2 |7.69
| 17211
17/3/1 ** ** 4 20
17/4/1 10
18/1/1 * 1 |9,09 20
19/1/2
19/2/1
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A szignifikancia szintek és a tulélési szazalélpjdla tudtuk lecstkkenteni a tovabbi kisérletekben a
vizsgalandd vonalak szamat. A két gén hatdsat basealitva megallapithatd, hogyTaCBF15
transzformans vonalak nem mutattak olyan mérfékyallésagot, mint aaCBF14transzformans
vonalak. ATaCBF14transzgénikus anyaghbdl a 4A/1/1, 6A/1/2, 21B/2AA/1/2, 23A/2/1, 24/1/1
vonalakat, aTaCBF156s6k kozul a 9A/1/1, 12B/2/1, 12-18/2/1, 12-18/4117/3/1 vonalakat
véalasztottuk ki a tovabbi tesztekhez.

A szelektalt vonalak fagytesztjét, hideg-edzéshlatiazva, a homozig6ta, Themzedéken
végeztik el. A fagykezelés hatdséra a transzforrvénalak levele a konduktancia-vizsgélatok
alapjan kevésbé karosodott, mint a vad tipus levAlePSIl rendszerik kevésbhé sérlt, mivel a
leveleiken mért {#F, értékek szignifikansan nagyobbak voltak, mint d tipuson mért értékek. A
regenerdlodas mértéke (bonitdlas) és a tulélésrakda alapjan is a vizsgalTaCBF14
transzforméans vonalak, és BaCBF15 transzformans vonalak kozil a 9A/1/1 fagyallébbnak
bizonyult, mint a vad tipusu Golden Promise. A ittamulméanyozottTaCBF15transzforméns
vonal enyhén megndvekedett faiy@ist mutatott. A homozig6ta ,T nemzedéken kapott
eredményeink jobbak, mint a; Tgenerécié fagytesztjeinek eredményei, a kulonbségesad
tipushoz képest karakterisztikusabbak.

Mivel a TaCBF transzformans arpakban a transzgén konstitutivgmesszalodik, ezért
edzési peridédus (induktiv kortlmény) nélkili fagatet is végeztink a szelektalt vonalakkal.
Ennek soran a fagyasztasinhérsékletet 24 6ran keresztil -6°C-on tartottukagyasztast kovét
24 és 48 oras A, mérések alapjan nem volt mémhdiarositdo hatasa a -6°C-os kezelésnek. Nem
tapasztaltunk zavart a vad tipus és a transzformvé@nslak PSIlI rendszerénekikddésében.
Késibb jelentkezett a stressz hatasa; a fagyasztdd aipas szaméra letalis volt, ellenben a
fagyasztas uténi regeneracios periddus soran szfaméns vonalak - igaz, kis szazalékban, de -
képesek voltak regenerdlodni. A kisérleti rendszerl 24/1/1 TaCBF14 transzforméns) és a
9A/1/1 (TaCBF15transzformans) vonalak fagytolerancidja bizonyillegkiemelkedbbnek. Az
altalunk alkalmazotthoz nagyon hasonlé kisérletidezeren dolgoztak Morran és munkatarsai
(2011), akik buzébdl szarmazieDREB2 és TaDREB3transzkripcids faktorral transzformaltak
Golden Promise tavaszi arpa genotipust, valamip&to transzgén tikodését konstitutiv (dupla
CaMV353, illetve szarazsag-indukalhatdriRab1y promoterrel szabalyoztak. Kimutattdk, hogy a
3 hétig kontroll kérilmények kozott dlevelt transzformans arpa-névények 25-55 %-a #ilglt
hirtelen, 12 éran at tart6 -6°C-os fagykezelést.

Kisérleteinkkel igazoltuk daCBFtranszformans vonalak megndvekedett fagaét a vad
tipushoz képest. Ezaltal bizonyitottuk, hogy@CBF14és TaCBF15transzkripcids faktoroknak
szerepe van a fagyallésag kialakitasaban. A hordtzid, nemzedéken végzett fagytesztek
eredményei szerint a transzgén olyan mértékben dvefie a fagyirés mértékét, amely a Golden
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Promise szdmara letalis fagyasztaémBrséklethez képest néhany Celsius fokkal alacédnya

homérséklet atvészelésére is képessé tette a vizem@dizgenikus névényeket.

5.5. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripcios faktoroknk szerepe lehet az ozmotikus stressz-

tolerancia kialakitasaban

Az ozmotikus stressz-indukalhatd gének egy részercandterében egy CRT (C-repeat)/DRE
(drought responsive element) roviditéssel jeloleksenciat tartalmaz, amelyhez specifikusan
kotédnek a CBF/DREB tipusu transzkripciés faktorok, letészabalyozva fikddésuket
(Thomashow 1999, Shinozaki és Yamaguchi-ShinozBR0P Szamos kisérlettel igazoltak, hogy
adott CBF/DREB1génnel transzformélt ndvénynek - a métrhideg-, vagy fagyirés mellett -
megemelkedett a vizhidny (water deficit), a sz&@gzaz ozmotikus stressz, a deszikkacid, vagy a
S0 stresszel szembeni tolerancija (6sszefoglaléséin et al. 2011) is. Mivel igazolt, hogy a fagy
relativ vizhianyos allapotot hoz létre a novényjiekden, a két-két legfagyallébb transzgénikus
vonalat TaCBF14 6A/1/2 és 24/1/1TaCBF15 9A/1/1 és 12-18/2/1) véalasztottuk ki az ozmotikus
stressZirés tanulmanyozasara. A PEG kezelés hatasara a19&/12-18/2/1, és a 24/1/1 vonalak
levelének relativ viztartalma szignifikAnsan nadyeblt a vad tipusban mértnél. Eredményilnk arra
enged kovetkeztetni, hogy a tanulmanyozott TaCBE44TaCBF15transzkripcids faktoroknak
szerepe lehet a szarazsdégs kialakitasdban, az ozmotikus strdsgst fokozasaban. Ennek
bizonyitdséra tovabbi kisérleteket kell végeznilkt az is indokolja, hogy PEG-kezelés mellett
megnodvekedett ozmotikus stressz-toleranciat tapiakt rizs OsSDREB1Bgénnel transzformalt
dohanyban (Gutha és Reddy 2008). Ezentul az isy AogbidopsisAtCBF1B gént konstitutivan
expresszalo transzgénikus paradicsomban a trarikmgémivények viztartalma a vizhiany stressz
soran folyamatosan magas volt, a vad tipussal szertilsieh et al. 2002). E kisérletek igazoljak,
hogy aCBF géneknek szerepe van a vizhaztartas fenntartasAbawabbiakban ilyen iranyba is

kiterjesztjuk kutatasainkat.

5.6. A vizsgalt két TaCBFtranszkripcios faktor befolydsolja a CBF regulonhoztartoz6 gének

expressziojat transzgénikus arpaban

A LEA proteinek csoportjaba tartozé négy géitvCOR14b HvA22 HvDHNS5, HVDHNSY) és az

arpa CBF gének kozlul aHvVCBF9 gén niikddését vizsgaltuk Real-Time RT-PCR mddszerrel a
24/1/1 TaCBF1l4transzformans) és a 9A/1/TdCBF15transzformans) vonalak és a vad tipusu
Golden Promise kontroll és hideg-kezelt mintdineleazért informativ gének, mert bizonyitott a

szerepuk a gabonafélék hidegédizsében és a fagyallésaguk kialakitasaban. Adatgadoljak,
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hogy a konstitutivan expresszalodd transzgén béfolja a vizsgalt gének {kddéseét;
legebteljesebb hatast &lvCOR14bgén esetén tapasztaltaltuk. AvCOR14begy alacsony-
hémérsékleti stressz hatasara expresszalédé génatGresal. 1996, 1999, 2003, 2008; Giorni et
al. 1999), melyet ébkzeretettel alkalmaznak a hideg-kezelés hatékoayskg igazolasara
gabonafélékben (Knox et al. 2008, Dhillehal. 2010). ATaCBF14ésTaCBF15transzgén mar
kontroll kérilmények kozott is indukalta, és az ébalyan magas szinten expresszalt, mint a vad
tipusban alacsonyémérsékleti kezelés hatdsara. Morran és munkaté26ail) ugyanilyen és
HvCOR14bexpressziot tapasztaltakaDREB3 transzformans Golden Promise arpaban. Ahogy
Morran et al. (2011) a kisérleteiben, ugy a fagstjemk soran a transzformans novények
megnovekedett fagitését mutattuk ki, akar a hidegedzési periddus ggtiea mellett is. A
tanulméanyozottCBF/DREB gének eszerint #lvCOR14bgén szabalyozdsan keresztil szerepet
jatszanak a fagyélldsag kialakitasabanC@R géneken kivul szdmos mas gén szerepe is fontos a
hideged#ddés soradn, a fagytts kialakitasaban (6sszefoglaldé tanulméAyabidopsisrol:
Thomashow 1999, buza esetén: Winfield et al. 2040hasik harom tanulmanyozott LEA proteint
kodold gén expresszios vizsgalata sordn, hasom@aman et al. (2011) munkajahoz, néhanyszor
nagyobb génexpressziét detektaltunk a transzgénitmalakban - elisorban a fagytesztek alapjan
legellenallobb24/1/1 vonalban -, mint a vad GP-ban, kontroll kivnyek k6zott. A taltermelt
CBF/DREB transzgén pedig a hidegédgsben, a fagytés kialakitAsaban résztwewének
expressziojanak, és végsoron fagyirésnek a névekedését eredményezte.

A HvVCBF9 gén represszalodott BaDREB2és TaDREB3transzgénikus arpa vonalakban
(Morran et al. 2011), az &ltalunk vizsgdlaCBF14 és TaCBF15 vonalakban pedig kevésbé
indukélodott hidegkezelés hatasara, mint a vadhtign. Ez felvet egy olyan kérdést, hogy vajon a
CBF/DREB gének képesek-e egymast is szabalyozni; @8¥¥/DREB gén tultermeltetése, vagy
akar csendesitése milyen hatassal van a genomiuhoit k6bbi CBF/DREB gén kifejeddésére.
Expresszios vizsgalatainko&isérletnek tekinthék; a jovbben isméth kisérlettel, valamennytBF
gén vizsgalataval nagyobb biolégiai mintaszadmotlatiazva térekedni fogunk az eredmények
széradsanak csokkentésére, hogy vilagosabb attekinydjtsunk aCBF regulonhoz tartozé gének
expresszios mintdzatanak valtozasarol. TACBF14 és TaCBF15 transzgén altal okozott
transzkriptom valtozast cDNS-microarray analiziskBlanjuk tisztazni, majd a legérdekesebb

célgének expresszibé-valtozasat Real-Time RT-PCRsaa¥cel fogjuk validalni.

5.7. ATaCBF transzgénikus arpavonalak fejbdése lassabb a vad tipust Golden Promise-énal

A vad tipushoz képest féfésbeli visszamaradottsagot, lassabb névekedékess virdgzast
tapasztaltunk a fagytesztek alapjan szelektalt T&@Bés TaCBF15 transzkripcios faktort
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tlltermeb arpavonalak Uveghazi felszaporitasakor. Nem nurtktki egyenes aranyud korrelaciot a
visszamaradottsadg és a fagyallosag mértéke koZit. ellenallobb transzgénikus vonalak
mindegyike kisebb-nagyobb mértékben lemaradast tottuta fejbdésében. A transzformans
kontroll és néhany transzformans vonal a vad tipalsgégy idben kezdett kalaszolni, és fajesik
soran nem volt eltérés a névények magassagabannidega a transzformacio, vagy a konstitutivan
expresszalodd szelekciés markergén okozott zavddjlédésben, hanem @aCBF transzgén
kifejezodése. Hasonl6arrabidopsisban, a CBF1l, CBF2 és CBF3 gének konstitutiv over-
expresszioja soran lassabb ddgst, kisebb-nagyobb mértétorpeséget, és megkésett viragzast
figyeltek meg (Liu et al. 1998, Gilmour et al. 200Fovabba szamos m&SBF gént konstitutivan
overexpresszald transzforméans novéhyegyezték le a transzgeén ilyen jeliegegativ hatsat
(Kasuga et al. 1999, Kim et al. 2004, Oh et al.7208z effektust enyhiteni, csokkenteni tudtak, ha
a transzgén expresszidjat szabalyozé konstitutivmptert indukalhatd prométerre cserélték
(Kasuga et al. 1999, Hsieh et al. 2002, Lee et2@03, Morran et al. 2011). Ugyanakkor, a
szakirodalom tartalmaz ellenpéldat is, amik@B¥F transzgén konstitutiv expressziéja nem okozott
fejlédésbeli eltérést a transzformans noévényben a padhoz képest (Jaglo-Ottosen et al. 1998,
Oh et al. 2005, Wang et al. 2008).

Hogy miként hat &CBF gének tultermelése a névények ddgsbeli visszamaradottsagara,
mar szadmos kutatas targya volt. Az aminosav-szehakrtanulmanyozasaval kimutattak, hogy a
DDF1 gén (dwarf and delayed-flowering 1) - ami egy ARaAnszkripcids faktort kodol -
filogenetikailag nagyon kozel all @BF/DREBgénekhez (Magome et al. 2004), tovabba igazoltdk
ezt aDDF1 gént taltermel Arabidopsisban, hogy a gibberellinek (GA-k) szintézise redukaz
torpeséget és kéisvirdgzast okoz. Bizonyitottdk, hogy BDF1 gén indukalja a GA-deaktivalo
gének transzkripciojat, amelyek csokkentik a bibald@A-k szintjét, ami pedig a DELLA fehérjék
akkumulacidjat, és a ndvény ndvekedésének gatésdiményezi (Magome et al. 2008). A DELLA
proteinek a fefldést-korlatoz6 fehérjéknek egy kis csaladjaba zadgk. A GA jelatviteli utban
jatszanak fontos szerepet (Harberd et al. 2009ymidlb kérilmények kozott, a bioaktiv GA-k
normal szintje mellett a DELLA fehérjék poli-ubigmialédnak, és a névény képes ndvekedni.
Azonban, ha a bioaktiv GA-k szintje lecstkken, aLDE proteinek akkumulalédnak, és a
novények fejpdése gatlddik. Achard et al. (2008) kimutattak, \hGBF1 gént taltermed, fokozott
fagytiréssel rendelkéznévényben medghkét olyan GA 2-oxidaz gén expresszidja, ami a ltiva
GA-ket inaktivva alakitja, és ezaltal torpeségdawent ké$i viragzast eredményez. Bizonyitottak
azt is, hogy a DELLA fehérjék aktivitdsa - azon, tibgy a ndvények féjtlésére hat - szikséges
ahhoz is, hogy a novények elérjék a maximalis falgyancidjukat. Az, hogy a DELLA fehérjék
milyen mechanizmuson keresztul hatnak a fégg kialakitdsara, még nem tisztdzott pontosan. A

TaCBF14ésTaCBF15transzformans arpavonalakat azonban érdemes lgenemegkdzelitésben
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is tanulmanyozni, azArabidopsisban mar leirt DELLA fehérjeket kodol6 gének &arpa-

homoldgjainak expresszié-vizsgalatan keresztul.

Az elkészitett pBract21#aCBF14 ill. -TaCBF15 konstrukciokkal az arpan kivil mas
gabonafélék transzformécidjat is elvégeztik. Migekk a kisérletek még nemérdhaladottak,
dolgozatomban nem mutattam be részletesen ezelksedményeket. A tavaszi Cadenza buzafajta
vonalak azonositaséat és a transzgén képiaszdmaegkatdrozasat elvégeztik. Jelenleg a stabil
transzforméns blzavonalak fagyteszt alapu szelgkcidolgozunk. A gének funkcidjat buzaban
indirekt mdédon, a gének csendesitésével is bizanyikivanjuk. Ehhez az RNS interferencian
(RNAI) alapulé konstrukcidkat elkészitettiik, és n$&n biolisztikus modszerrel a buza
transzforméciojat elvégeztik. Az RNAI vonalak kozill stabil transzforméansokat igyekezink
kivalogatni a tesztelésekhez. Mivel a rizs sokkaékenyebb a hidegre, mint az arpa vagy a buiza,
és transzformacioja viszonylag kdnnyebben kiviteé€y mint az arpa, dedfeg a bluza genetikai
maddositasa, tervezzikaCBF14és TaCBF15transzformans rizs vonalakédllitasat is. igy egy
komplex transzforméciés rendszeren, direkt és ektimodon is bizonyithatjuk a k#aCBF gén

szerepét az abiotikus stressztolerancia kialakitasa
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6. OSSZEFOGLALAS

A termesztett 6szi gabonafélék télallésdganak novelése/fokozasa sfempont a
névénynemesités szaméara. A modern molekularisdialénddszereket is hasznald agrarkutatdsok
egyik alapvei célja azoknak a géneknek, illetve génreguléaciGsdseereknek a felderitése,
amelyek befolyasoljak a novények stressztét a - sok esetben hirtelen fefiép abiotikus
stresszekkel szemben. E kutatdsok intenziven ta@mylozott terllete az alacson§rhérsékleti
stressztolerancia, a fagyallésag kialakulasanalekotdris szabalyozasa.

A génfunkciés vizsgalatok egyik modja, ha egy riemip szervezetet transzformalnak a
vizsgalandd génnel. Ezt kovenh tanulmanyozzadk a transzformans szervezet meguoélt
tulajdonsagait, ily mdédon bizonyitva a transz- vagiszgén funkcidjat. A géntikddés
szabalyozdsédban alap¥edzerepet jatszanak a transzkripcios faktorok, ekeBgy sor masik gén
be-, és kikapcsolasaval biztositjak az adekvat, sbgtve novényszirit adaptaciot. Igy a
transzkripcios faktorral tortén transzformacioval szamos mas, a gazdandvénybeh déwn
mikodését, és ennek eredményeként stressztolerarmégphydsolhatjuk.

Munkank soran céluliztik ki a rizsbl izolalt, elsssorban hidegre indukalédé OsMYB4;
illetve a buzabdl izolalt, korabbi kisérletek sméra fagytirés kialakitasaban szerepet jatszé két
TaCBF transzkripcios faktor funkciondlis vizsgatat& génekkel tavaszi arpat¢rdeum vulgare
L. cv. Golden Promise) transzformaltunk, majd viagk a transzformans vonalak abiotikus
stressztolerancigjat.

A rizs OsMYB4gén egy R2/R3 tipusu transzkripcids faktort kd@mhelynek expresszibja
alacsony Bmérsékleten indukalodik. Mivel a szakirodalom sze@®sMYB4génnel transzformalt
noévényekben megndvekedett toleranciat mutattak Gkbrib6z abiotikus stresszekkel szemben,
ezért eballitottunk nyolcOsMYB4transzformans arpavonalat, melyekben a transzgédagsét
egy indukalhatd prométer, akrabidopsis thalianadl izolalt corl5a szabalyozza. Vizsgaltuk a
transzformans vonalak stredg#tképességét hideg-, fagy-, és komplex (anoxia ésghegyutt)
stresszkezelés soran. A transzgénikus vonalaksgtiiggsét a vad tipust Golden Promise-hoz
hasonlitottuk a kisérletek folyaman. -11°C és -1andortént fagyasztas utan a vad tipushoz képest
szignifikansan nagyobb klorofill indukcios paranréteet mértink a szelektalt transzforméns
vonalakban. Ezeknek a vonalaknak a PSIlI rendszetigabban nikodott, mely egyértelien
jelezte azOsMYB4transzgen fagyallésagra gyakorolt hatdsat. Azomzaa javulas a teljes noveny
szintjén mar nem volt elegefi@dhhoz, hogy a®sMYB4transzformans vonalak tuléljék a vad tipus
szdmara mar letalisan alacsony fagyasziésiénsékleteket.

Az anoxia és hideg egyuttes stressz-kezelésnek TCE@mplex Stressing Vigour Test)

kitett OsMYB4transzgénikus arpaszemek szignifikansan jobbaédtek a vad tipussal szemben, a
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transzgénikus vonalak csirdz6 novényei nagyobb rragorendelkeztek, hosszabb hajtast
fejlesztettek. A transzformans arpakban az anaarglagcserében résztveenzimek nikodését
vizsgalva az alfa-amildz, a laktat dehidrogendzazsaszpartat aminotranszferdz megndvekedett
enzimaktivitdsat mutattunk ki, mely hatast a ridsbzarmaz6 OsMYB4 transzkripciés faktor
miikodésének tulajdonitunk. Koévetkeztetéseink szeamtOsMYB4 gén expresszidja a csira
vigordnak fokozasaval megnoveli a Golden Promigea &ent emlitett stresszekkel szembeni
toleranciajat.

A novenyi abiotikus stressz-tolerancia kialakit@sabzerepet jatszo6 transzkripcios faktorok
kozul az egyik legintenzivebben tanulmanyozottCBF géncsaldd. Szamos tanulmanyban
kimutattak, hogy adot€BF génnel transzformalt névénynek mégra hideg-, és/vagy fagitese,
illetve a vizhidnyos stresszel szembeni toleraaci&y Osztalyunkon folyé korabbi kisérletek soran
kimutattak, hogy a buza fadytsének kialakitAsdban két CBF transzkripcios fakébszik
kiemelked szerepet. Azzal a céllal transzformaltuk a Gol&eomise tavaszi arpat, hogy direkt
maodon, a gének konstitutiv taltermeltetésével, éscgpiens noévény megndvekedett faggsével
bizonyitsuk a gének szerepét. Sikeresafaliottunk 2 fliggetlen transzformans kontroll, 10
fuggetlen TaCBF14 és 18 flggetlenfaCBF15 stabil transzformans vonalat (a transzformaciés
gyakorisag ebben a sorrendben: 3,33%; 7,29%; 12\&28p melyek fagyirését edzési periodussal
-11°C és -13°C-on, edzési periédus nélkiul -6°C-eseteltik. A sorozatos fagytesztek soran a
regeneralddas mértéke (bonitalas), a tulélési &dgza klorofill fluoreszcens mérések, valamint a
konduktancia vizsgélatok alapjan szelektaltuk allegallobb vonalakat. Az igy azonositott hat
TaCBFl4transzformans vonal, ésTaCBF15transzformans vonalak kozul a 9A/1/1 fagyallobbnak
bizonyult, mint a vad tipust Golden Promise. Eseeai TaCBF14 és TaCBF15transzkripcios
faktorok olyan mértékben megnodvelték a transzgénikanalak fagyirését, mely a vad tipus
szdmara letalis fagyasztasiorhérsékletnél néhany Celsius fokkal alacsonyaldiérséklet
atvészeléseére is képessé tette azokat. A tobdmanyozottTaCBF15transzformans vonal enyhén
megndvekedett fagitést mutatott. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy TaCBF14 és TaCBF15
transzkripcios faktoroknak szerepik van a fagyalidsialakitasaban.

A konstitutivan expresszaldédé transzgén befolyasalhormal esetben hidegre indukal6do
HvCOR14bfagyallésagi gén ikodését. Mind aTaCBF14 mind a TaCBF15 transzgén mar
kontroll kdrilmények kodzott is indukalta e gén eegmzidjat. A gén kifejézlésének mértéke kozel
olyan magas szifitvolt a transzgénikus vonalakban, mint a vad tipnsmért expresszié alacsony
hémérsékleti kezelés hatasara.

Elokisérlettel tanulmanyoztuk néhany, a fagytesztaldrs@a vad tipusnal ellenallobbnak

bizonyult TaCBFtranszformans vonal ozmotikus stressz-toleranci&jab eredményeink szerint a
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TaCBF14 és TaCBF15 transzkripcios faktoroknak gmerehet az ozmotikus stressz, illetve a
szarazsag elleni védekezésben is.

Jelenleg a fagytesztek alapjan szelektalt vonataeRdzigéta nemzedékének felszaporitdsan
dolgozunk. Ahogy mar korabl@BF transzformacios kisérletekben is tapasztaltakadatipushoz
képest fejpdésbeli visszamaradottsagot, lassabb novekeddsésdisviragzast figyeltiink meg a
TaCBF14 és TaCBF1Banszkripcids faktort tultermé&larpdk esetén, melyet valosidiey a CBF
gének gibberellin jelatviteli Gtra gyakorolt hatasabioaktiv gibberellinek inaktivacidja okoz. A
szelektélt homozigotRaCBFtranszgénikus vonalak kivalo alapanyagként felhakmtok jovbeni
funkcionalis genomikai vizsgalatainkhoz, a CBF feghoz tartoz6 gének tanulmanyozéaséahoz, és a

CBF-ek szérazsaigftesben betoltott szerepének tisztazasahoz.
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7. SUMMARY

The enhancement of winter hardiness is the mosbiitapt tasks facing breeders of winter
cereals. Agricultural scientists are now using mmodeolecular biological methods to identify
genes or gene regulation systems that influencedleeance of plants to abiotic stress factors,
which often occur extremely unpredictably. Freglyestudied phenomena is the tolerance of low
temperature stress and the molecular control st fiesistance.

One way of examining gene functions is to transfarmecipient organism with the gene to be
analysed, and then to study how the phenotypeeofrémsformed organism change as the result of
trans- or cis-gene functioning. Transcription fastplay a major role in regulating gene function,
switching other genes on or off in order to ensadequate adaptation at the cellular or plant level.
Transformation involving transcription factors cdrms be used to influence the functioning of
numerous other genes in the host plant, leadinhanges in stress tolerance.

The aim of the present work was to carry out fuorai analysis on the OsMYB4 transcription
factor isolated from rice, which is primarily indect by cold, and two TaCBF transcription factors
shown by previous experiments to play a role indbeelopment of frost tolerance. These genes
were used to transform spring barléyo(deum vulgarelL. cv. Golden Promise), after which the
abiotic stress tolerance of the transformed linas examined.

The cold inducabl®©sMYB4gene of rice codes for a transcription factorref R2/R3 type
MYB gene. The data from the literature, which indidhtg plants transformed with ti@sMYB4
gene have enhanced tolerance to various abiotssstiactors led us to develop eighsMYB4
transgenic barley lines, in which the functioninigtibe transgene was regulated tyrl5a an
inducible promoter isolated frorArabidopsis thaliana The stress tolerance of these transgenic
lines was studied in the course of exposure to,dobdt and in a combination of anoxia and cold
stress. The level of tolerance in the transgemesliwas compared to that of wild-type Golden
Promise plants in each case. After freezing at €14Ad —12°C significantly higher chlorophyll
induction parameters were recorded in selectedsdgemic lines than in the wild type. The PSII
system of these lines functioned more intensivelgarly indicating the effect of th©sMYB4
transgene. However, this improvement at the whdd@tpevel was not sufficient to enable the
OsMYBd4transgenic lines to survive freezing temperatunaswere lethal to the wild type.

OsMYB4transgenic barley grains subjected to combined ianmxd cold (complex stressing
vigour test: CSVT) exhibited far better developméiman the wild type, and the seedlings of
transgenic lines had greater vigour, developingéonshoots. Increased levels of anoxic-related
enzymes, such as alpha-amylase, lactate dehydregemad aspartate aminotransferase were

detected in the transformed barley lines, which atisbuted to the functioning of the OsMYB4
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transcription factor originating from rice. It wasncluded that the expression of theMYB4gene
increased the tolerance of Golden Promise barlélgase stress factors by enhancing the vigour of
the seedlings.

Among the transcription factors involved in the elepment of abiotic stress tolerance, the
CBF gene family has been investigated in the greatesth. Numerous studies have demonstrated
that plants transformed with a giv€elBF gene exhibit better tolerance of cold and/or frostof
drought stress. It was proved in earlier experiment Martonvasar that two CBfFanscription
factors have an outstanding role in the developroéfiost tolerance in wheat. The transformation
of the Golden Promise spring barley plants wasgies! to prove the role of these genes directly by
detecting the constitutive over-expression of tle@es and the enhanced frost tolerance of the
recipient plants. Two independent transgenic comitnes, 10 independent, stable transgenic lines
for TaCBF14and 18 folTaCBF15were successfully developed (with transformati@g@iencies of
3.33%, 7.29% and 12.32%, respectively), the frokrance of which was tested at -11°C and —
13°C after a period of hardening or at -6°C withdwardening. The most resistant lines were
selected on the basis of scoring for regenerasomyival percentage, chlorophyll fluorescence
parameters and conductance. Six transgéaiCBF14lines and the 9A/1/1 transgenl@CBF15
line proved to be more frost-resistant than thedwype Golden Promise. The TaCBF14 and
TaCBF15 transcription factors thus increased thsetftolerance of the transgenic lines to such an
extent that they were able to survive freezing terafures several degrees lower than that which
proved lethal to the wild type. The remainder c¢ TaCBF15transgenic lines exhibited a slight
increase in frost tolerance. The experiments praved the transcription factors TaCBF14 and
TaCBF15 play a role in the development of frosistesice.

The constitutive expression of the transgene inibee the functioning of thelvCOR14b
frost resistance gene, which is normally inducedcbid. Both theTaCBF14and theTaCBF15
transgenes induced the expression of this gene ewder control conditions. The level of gene
expression in the transgenic lines was almost gts & that in the wild type after low temperature
treatment.

A preliminary experiment was performed to investgtne osmotic stress tolerancelalCBF
transgenic lines exhibiting greater resistance tharwild type in the frost tests. The results as3g
that the TaCBF14 and TaCBF15 transcription factoey also play a role in defence against
osmotic stress and drought.

At present the homozygous generation of lines t&deon the basis of the frost tests is being
multiplied. As experienced in previouSBF transformation experiments, barley plants over-
expressing the TaCBF14 and TaCBF15 transcriptictofa exhibit retarded development, slower
growth and later flowering, probably due to theceffof theCBF genes on the gibberellin signal
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transduction pathway, causing the inactivation iofbtive gibberellins. The selected homozygous
TaCBF transgenic lines will be excellent basic matefial future experiments on functional
genomics, for investigations on genes belonginthéoCBF regulon and for clarifying the role of
CBFs in drought tolerance.
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M2. KIEGESZIT O ABRAK, TABLAZATOK

M2.1. A CSVT kisérletben tanulmanyozott gének expieszios vizsgalatdhoz hasznalt primerek listaja

GB: génbanki azonositd az NCBI adatbazisaban.

gén GB Gl Forward Tm reverse Trifermék (bp)
alkohol dehidrogenaz (ADH1) X07774 18874 GGATCAACACCGACAGAGGT 59.9MGGAAGTCCCTACGAAATGG  59.93 93
alkohol dehidrogenaADH?2) X12733 18883 TCGACAAAGTCTGCCTCCTT 59.99 TACCCTTCTTCGGTTTCGTG 60.10 81
alkohol dehidrogenaZADH3) X12734 18885 TTGGTGCTACGCTCAATGTC 59.87 AGCCAGTCCTACAGCTCCAA 60.01 80
alkohol dehidrogena\DH4) AB006592 252972437 TCAAGGATCATTGGTGTGGA 59.89 TAGTGTGGTCCTTCGGGTTC 59.97 94
univerzalis prime(4ADHs) (alkohol dehidrogenaz) * * CACCGACGTCTACTTCTGGGA 58.3 CCATGAAGCTGGAGGCAT 55.2 78
Aldehid dehidrogenazA(LDH?2) AB055519 15128579 ACAAGATCCATGGCCTCATC 59.89 AAGTTCCACGGGATGATCTG 59.93 010
L-laktat dehidrogendz ALDHA) M55685 167066 GTACACCTCTTGGGCCATTG 60.38 GAGGCAAGGACAGAGACAGE9.99 96
L-laktat dehidrogendz B_DHB) M55684 167068 TGGACGTCCTCACCTACGTC 61.18 TGAACCTGGAGGAGTCGAG 59.98 94
univerzalis primefLDHS) (L-laktat dehidrogenaz) * * TCACCAAGAACTCGGACCTC 60.24 TCCTCTGCAGCAGGTTGAG 60.28 84
Nitrat reduktazZNR) X57844 19044 GTGGCAAGAAGATCACACGA 59.84 CGTACTTGTTGGGCTTCTCC 59.73 96
NAD(P)H-bispecifikus nitrat reduktdNARY X60173 19064 TCGAGTACAACCGTCAGGTG 59.74 GGAGGAGAAGAGGTCGAAGE®0.33 80
Piruvéat dekarboxilazPDC) TC167126 TGGGGGAGAAGAAGGACTCT 60.19 CCATTCCAGAAGCTCTTTGC 59.96 80




M2.2. A TaCBF transzforméns arpavonalak el$ fagytesztjéhez tartozo statisztikai tdbldzatok

A hideg-edzés étt (=kontroll korilmények kozoétt) mért, f, értékek és az edzés végén meért

adatok (tehat e két mérésbbnt adatainak) statisztikai 6sszehasonlitasa.

Group Statistics

VARO00002 N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
GP kontroll 10(,80950 ,010255 ,003243
edz.vége 10(,77090 ,025348 ,008016
TR kontroll kontroll 10(,80920 ,011989 ,003791
edz.vége 10(,77790 ,012297 ,003889
456/1/4 kontroll 10(,79360 ,031802 ,010057
edz.vége 10(,78450 ,011326 ,003582
23A/2/1 kontroll 10(,81290 ,010754 ,003401
edz.vége 11},77791 ,023403 ,007056
9B/1/2 kontroll 10(,81180 ,013481 ,004263
edz.vége 11{,75800 ,053926 ,016259
19/2/1 kontroll 10(,80690 ,012087 ,003822
edz.vége 10(,76670 ,021965 ,006946




Independent Samples Test

Levene's Test for Equality
of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Sig. (2- Mean Std. Error Difference
F Sig. df tailed) Difference | Difference Lower Upper

GP Equal variances assumed 4,054|,059 4,464 18/,000 ,038600 ,008647 ,020433 ,056767

Equal variances not assumed 4,464 11,869|,001 ,038600 ,008647 ,019737 ,057463
TR Equal variances assumed ,000 ,984 5,763 18/,000 ,031300 ,005431 ,019890 ,042710
kontroll a1 variances not assumed 5,763 17,988|,000 031300  [,005431  |,019890 ,042710
456/1/4  Equal variances assumed 1,036(,322 ,852 18,405 ,009100 ,010675 -,013328/,031528

Equal variances not assumed ,852 11,247],412 ,009100 ,010675 -,014334|,032534
23A/2/1  Equal variances assumed ,919 ,350 4,324 19(,000 ,034991 ,008093 ,018053 ,051929

Equal variances not assumed 4,467 14,326/,001 ,034991 ,007833 ,018227 ,051755
9B/1/2 Equal variances assumed 2,042(,169 3,062 19],006 ,053800 ,017568 ,017030 ,090570

Equal variances not assumed 3,201 11,362|,008 ,053800 ,016809 ,016947 ,090653
19/2/1 Equal variances assumed 3,651(,072 5,071 18/,000 ,040200 ,007928 ,023544 ,056856

Equal variances not assumed 5,071 13,993/,000 ,040200 ,007928 ,023195 ,




M2.3. A TaCBF transzformans arpavonalak ozmotikus stressz-kezedé soran mért relativ

viztartalom adatok

Az ozmotikus stressz-kezelésnek kitett TaCBF trmerns arpa-anyag leveleiben meért relativ
viztartalom (RWC) szazalékos adatainak (kontrotilkiények kozott, a |épézetes PEG-kezelés
folyaman, és a recovery soran) 6sszefoglalo6 tatdézazignifikancia-szintek jelolésével. GP: a vad
tipusi Golden Promise arpa, 2A/2/4: transzformaostrkll, 6A/1/2 és 24/1/1:TaCBF14
transzforméans vonalak, 9A/1/1 és 12-18/Z1ACBF15transzformans vonalak. : * ; **; *** hg R
0,05 ;0,01 ; 0,001.

RWC %

vonalak kontroll | 18% PEG | 21% PEG | 24% PEG | 3d Rec 7d Rec
GP 96,3 95,6 86,3 39,3 97,0 94,7
2A/2[4 1 97,9** 93,7 77,2* 36,1 94,9 96,1
6A/1/2 96,6 95,9 77,0%* 42,0 95,2 95,5
9A/1/1 | 97.,4* 95,4 84,0 82,3*** 97,7 95,9
12-18/2/1 96,9 94,9 84,7 72,4%+* 97,0 95,4
24/1/1 96,1 95,3 86,9 72,2%%* 96,9 95,9




M2.4. A Golden Promise és a transzformans kontrolonal fejlédése

011 £9:58

A vad tipusu Golden Promise (GP) és a transzforrkénsoll (2A/2/4) vonal a
vetésdl szamitott 12. héten.
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