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1. A MUNKA EL ŐZMÉNYEI, A KIT ŰZÖTT CÉLOK 
 

A világ mezőgazdaságának alapvető problémája, hogy a termés mennyisége évről évre 

változik az aktuálisan fellépő környezeti stresszek, mint például a téli fagyok, a szárazság, a szikes 

területeken a magas sótartalom, az alacsony, vagy éppen a magas hőmérséklet, stb. függvényében. 

Az abiotikus stresszek káros hatásának leküzdését nehezítheti az, hogy a különféle stressz-faktorok 

gyakorta szimultán jelentkeznek, valamint az a tény is, hogy az egyes stresszek fellépése térben, 

időben és intenzitásban is változhat - akár egy vegetációs perióduson belül is. Az abiotikus 

stressztolerancia kvantitatív, azaz több gén által meghatározott jelleg. Mivel komplex jellegek - akár 

egyidejű - fellépésével kell számolnunk, ezért nagyon fontos azoknak az anyagcsere-

folyamatoknak, illetve a megfelelő szabályozó géneknek a jellemzése, amelyek az adott stressztűrés 

kialakításában részt vesznek. A növények esetében számos általános, többféle stressz-hatás 

fellépésekor is megnyilvánuló válaszreakciókat találunk. Ezért az egyes stresszfolyamatok 

mechanizmusának megértése sok esetben egy másik stressz-válasz megértését is közelebb hozhatja. 

Az abiotikus stressz-tolerancia kialakulásában résztvevő élettani, biokémiai folyamatok 

tanulmányozása, azok genetikai hátterének felderítése sok évtizedes múltra tekint vissza. A 

genetikai szabályozás molekuláris vizsgálata viszonylag új terület, a transzkripciós faktorok 

szerepének tanulmányozása pedig „forró pontja” a kutatásnak. A növényi sejtekben a gének egy 

része konstitutívan expresszálódik, míg más gének csak specifikus jelre indukálódnak, vagy éppen 

csökken az expressziójuk. A transzkripciós faktorok a DNS megfelelő szakaszaihoz kötődve 

képesek bekapcsolni, erősíteni, vagy éppen gátolni az RNS átírást, a transzkripciót. Egy 

transzkripciós faktor többféle gént is ki- vagy bekapcsolhat, és az egyes faktorok többféle szignál 

hatására is aktiválódhatnak.  

A rizsből izolált OsMYB4 gén egy transzkripciós faktort kódol, melynek a hidegre adott 

stresszválaszban van szerepe; több ezer gént szabályoz vagy direkt módon, vagy intermedier 

transzkripciós faktorokon keresztül (Park et al. 2010). Az alacsonyhőmérsékleti stressz esetében a 

legrészletesebben a CBF/DREB1 transzkripciós faktorok szerepét tanulmányozták. Az ezeket 

kódoló gének alacsony hőmérséklet hatására, a hideg-akklimatizáció korai fázisában, tranziens 

módon expresszálódnak. Mind homológ, mind heterológ kísérleti rendszerekben igazolták, hogy 

CBF/DREB1 génnel transzformált növények megnövekedett hideg-, illetve fagytűrést, és fokozott 

szárazságtűrést mutattak. Osztályunkon két CBF génről (CBF14 és a CBF15) mutatták ki, hogy 

kiemelkedő szerepük van a gabonafélék fagytűrésében (Vágújfalvi et al. 2005, Knox et al. 2008).  

A génfunkciós vizsgálatok egyik módja, ha a jelölt a gént túltermeltetjük transzformáns 

növényben. A transzkripciós faktorokkal történő transzformációval számos más, a gazdanövényben 

lévő gén működését befolyásolhatjuk, melynek mérhető hatása lehet a stressz-adaptációban. 
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Munkánk során a rizsből származó OsMYB4, valamint az őszi búzából izolált TaCBF14 és 

TaCBF15 transzkripciós faktort kódoló gének funkcióját vizsgáltuk transzformáns árpában. A jelölt 

géneket tavaszi árpában túltermeltettük és a megnövekedett génexpresszió hatását vizsgáltuk a 

transzformáns növény abiotikus (hipoxia, alacsony-hőmérséklet, fagy, ozmotikus stressz) stressz-

adaptációja során.  

 

A Ph.D. értekezésem célkitűzéseit az alábbi pontokban foglaltuk össze: 

 

1. A rizsből izolált OsMYB4 gén bináris vektorba építése az Arabidopsis thaliana-ból származó 

cor15a stressz-indukálható promóterrel, valamint az őszi búzából izolált TaCBF14 és 

TaCBF15 gének bináris vektorba építése konstitutív expressziót biztosító promóterrel. 

 

2. A tavaszi árpa Agrobacterium tumefaciens-szel történő transzformációs technikájának 

elsajátítása, és az elkészített konstrukciókkal stabil, OsMYB4, TaCBF14, és TaCBF15 

transzformáns árpavonalak készítése. 

 

3. Az adott transzgén beépülésének és kifejeződésének bizonyítása, és a kópiaszámának 

meghatározása molekuláris módszerekkel.  

 

4. Az OsMYB4 transzkripciós faktor szerepének tanulmányozása a létrehozott stabil cor15a-

OsMYB4 transzformáns árpavonalak fagytűrésének tesztelésével, valamint a vonalak hideg- és 

oxigén-hiányos stressztűrés vizsgálatával.  
 

5. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktorok szerepének bizonyítása a fagytűrés 

kialakításában a transzformáns árpavonalakon végzett fagytesztekkel; továbbá a gének 

szerepének tanulmányozása az ozmotikus stressz kivédésében.  

 

2. ANYAG ÉS MÓDSZER 
 

2.1. Növényanyag 

Az árpa (Hordeum vulgare L.) transzformációja nagymértékben genotípus-függő. A 

legsikeresebben transzformálható fajta a tavaszi Golden Promise. Munkánk során Golden Promise 

tavaszi árpából izolált éretlen embriókat transzformáltunk Agrobacterium tumefaciens 

közvetítésével. A pMDC99-cor15a-OsMYB4-NOS konstrukcióval az árpa transzformációját az 

olasz együttműködő kutatók végezték el. A pBract202 (csak Hygromycin szelekciós markergént 

hordozó kontroll vektor), a pBract214-TaCBF14 és a pBract214-TaCBF15 konstrukciókkal a 
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tavaszi árpa éretlen embrióinak transzformációját, és az anyag szövettenyésztését Bartlett et al. 

(2008), és Harwood et al. (2008) protokolljai alapján végeztük el.  

2.2. A transzformációs konstrukciók előállítása 

A rizs OsMYB4 gént (génbanki azonosítószám: Y11414) az Arabidopsis thaliana-ból izolált 

cor15a stressz-, és ABA-indukálható promóterrel összeépítve Dr. Immacolata Coraggio bocsátotta 

rendelkezésünkre egy expressziós kazettában (pUC-cor15-MYB4). Ebből a kiindulási 

konstrukcióból készítettük el az Agrobacterium tumefaciens közvetítésével árpa transzformációjára 

alkalmas új konstrukciót, melynek lépései: 

• A cor15a-OsMYB4-NOS szekvencia amplifikálása (AccuprimeTM Pfx DNS polimeráz, 

Invitrogen), a PCR termék ellenőrzése gélelektroforézissel.  

• TOPO klónozó reakció (pENTRTM Directional TOPO Cloning Kit, Invitrogen), a 

pENTR/SD/D-TOPO-cor15a-OsMYB4-NOS klónozó konstrukció ellenőrzése PCR módszerrel 

és restrikciós enzimmel (NotI, Fermentas) történő emésztéssel.  

• LR rekombinációs reakció a klónozó (donor) vektor és a pMDC99 (Institute of Plant Biology 

and Zürich-Basel Plant Science Centre, University of Zürich, Zürich, Switzerland) fogadó 

vektor között, Gateway LR clonase (Invitrogen) felhasználásával.  

• A pMDC99-cor15a-OsMYB4-NOS konstrukció ellenőrzése PCR módszerrel, és szekvenálással.  

• Az ellenőrzött új konstrukció transzformációja a pSoup segítő plazmiddal AGL1 Agrobacterium 

tumefaciens törzsbe. 

 

A búza TaCBF14 (génbanki azonosítószám: EU076382) és TaCBF15 (génbanki azonosítószám: 

EU076383) gének bináris vektorba építésének főbb lépései: 

• A TaCBF14 és TaCBF15 gének amplifikálása (AccuprimeTM Pfx DNS polimeráz, Invitrogen) 

cDNS-ről, melyet hideg-kezelt Cheyenne őszi búza genotípusból izolált, DNase I enzimmel 

(Promega) kezelt RNS-ről (TRIzol® Reagent, Invitrogen) írtunk át reverz transzkripcióval (M-

MLV RT, Promega). 

• TOPO klónozó reakció; a pENTR/D-TOPO-TaCBF14 és pENTR/D-TOPO-TaCBF15 klónozó 

konstrukciók ellenőrzése PCR módszerrel, és szekvenálással.  

• LR rekombinációs reakció a klónozó (donor) vektorok és a pBract214 (http://www.bract.org/ 

constructsavailable/pBractVectors/Constructs/constructs.html) bináris fogadó vektor között.  

• A pBract214-TaCBF14 és a pBract214-TaCBF15 konstrukciók ellenőrzése PCR módszerrel, 

restrikciós enzimmel (BamHI és SacI, Fermentas) történő emésztéssel, és szekvenálással. 

• Az ellenőrzött két plazmid preparátum transzformációja a pSoup segítő plazmiddal AGL1 

Agrobacterium tumefaciens törzsbe,.  



 6 

A klónozó és expressziós vektorok szekvencia illesztését, térképét a Vector NTI® 

(Invitrogen) számítógépes programmal készítettem el.  

2.3. Az árpa transzformáció molekuláris bizonyítása 

 Az OsMYB4 transzformáns árpák esetén a jelölt növények leveléből CTAB módszerrel 

(Doyle és Doyle 1990) izoláltunk genomi DNS-t. A kópiaszámot Southern blot hibridizációval 

határoztuk meg (Sambrook et al. 1989).  

A hygromycin rezisztens TaCBF transzformáns árpa-jelöltek leveléből DNeasy Plant Mini 

Kit-tel (Qiagen) izoláltunk genomi DNS-t. A transzgén jelenlétét PCR-rel igazoltuk, melynek során 

olyan primereket kombináltunk párokba, amelyek a promóter – transzgén, illetve a transzgén – 

terminátor szekvencia-szakaszon amplifikálnak különböző hosszúságú fragmenteket. A T0 

nemzedékben a TaCBF transzformáns árpák kópiaszám-meghatározását, majd a T1 nemzedékben 

annak meghatározását, hogy az egyes utódnövényekben a transzgén homozigóta, vagy heterozigóta 

állapotban öröklődött, az angliai IDNA Genetics Limited végezte el kvantitatív Real-Time PCR-rel, 

hygromycin génre specifikus primerekkel.  

2.4. Fagytesztek 

Az OsMYB4 transzformáns árpavonalak fagytesztjei: egy hét előnevelés (20/15°C 

nappali/éjszakai hőmérséklet, 10 h fény / 14 h sötét fotoperiódus, 200 µmol m-2s-1 fényintenzitás, 

70%-os relatív páratartalom) után a növényeket 3 hétig hideg-edzettük 4°C-on (8 h fény / 16 h sötét 

periódus). Az edzett növényeket -10°C, -11°C és -12°C-on fagyasztottuk Crosatti et al. (2008) 

szerint.  

A TaCBF transzformáns árpavonalak fagytesztjeit Vágújfalvi et al. (2003) szerint végeztük 

el. A növényeket 3 hétig kontroll körülmények között (17/13°C nappali/éjszakai hőmérséklet, 16 h 

megvilágítás, 240 µmol m-2s-1 fényintenzitás, 75%-os relatív páratartalom) előneveltük, majd 3 

hétig hidegedzettük 4°C-on (azonos megvilágítási paraméterek mellett). A hideg-edzés nélküli 

fagyteszt esetében a kontroll körülmények között nevelt növényeket vetettük alá fagytesztnek. Az 

edzett növényeket -11°C és -13°C-on fagyasztottuk, az edzés nélküli fagyteszt esetén -6°C-ot 

alkalmaztunk.  

A fagytűrés mértékét indirekt módon a klorofill fluoreszcens indukciós paraméterek (Fv/Fm 

arány és F0 érték) mérésével és konduktancia vizsgálatokkal határoztuk meg. A növények 

fagykárosodását direkt módon, a regenerálódó-képességük alapján is minősítettük. A növények 

túlélésének mértékét a fagyasztás után egy, ill. két héttel értékeltük egy 0-tól (a fagyasztást nem élte 

túl) 5-ig (a fagyasztást károsodás nélkül túlélő) terjedő skálán. A túlélési százalékot adott vonalra a 

fagyasztást túlélt / fagytesztnek kitett növények arányában számoltuk ki. 
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2.5. Alacsonyhőmérsékleti stresszkezelés 

Az OsMYB4 transzformáns árpavonalak esetén 5-5 növényt (T1 nemzedék) neveltünk 

kontroll körülmények között (20/15°C nappal/éjszakai hőmérséklet, 10 h megvilágítás, 200 µmol 

m-2s-1 fényintenzitás, 70% relatív páratartalom). 10 nap után a hőmérsékletet 4/2°C-ra (8/16 h 

fény/sötét periódus) csökkentettük. A növények leveleiből kontroll körülmények között, valamint 

egy napos hideg-kezelést követően is mintát vettünk az expressziós vizsgálatokhoz. 

 A TaCBF transzformáns árpavonalak esetén a fagytesztek során vettünk mintákat 

expressziós vizsgálatokra kontroll körülmények között (17/13°C nappali/éjszakai hőmérséklet, 16 h 

megvilágítás, 240 µmol m-2s-1 fényintenzitás, 75%-os relatív páratartalom), és a hideg-edzés során. 

2.6. Komplex stressztűrési vigor teszt (CSVT) 

A komplex stressztűrési vigor tesztet (CSVT: Complex stressing vigour test) Barla-Szabó és 

Dolinka (1988) leírása szerint végeztük el. A kísérlet során mintát vettünk expressziós vizsgálatokra 

és enzimaktivitás [alfa-amiláz (AMY), aszpartát aminotranszferáz (ASAT), laktát dehidrogenáz 

(LDH)] mérésekre is. A 48 h hipoxia, ill. az újabb 48 h komplex stressz-kezelés (hipoxia és hideg-

stressz együtt) végén az RNS izoláláshoz a szemekből kipreparáltuk az embriókat, míg az 

enzimatikus mérésekhez teljes szemeket tettünk el mintaként. A 96 h csíráztatás után a hajtásból 

vettünk mintákat. 

2.7. Ozmotikus stressz kísérlet 

A kísérletet kontrollált körülmények között (17/13°C, 16/8 h nappal/éjszaka megvilágítás, 

220 µmol m-2s-1 fényintenzitás), növénynevelő kamrában (Conviron, Canada) végeztük el. A 

kicsírázott szemeket feles erősségű Hoagland-tápoldatra helyeztük. Az ozmotikus stressz-kezelést 

lépcsőzetesen emelkedő koncentrációban PEG 6000-t (Polietilén-glikol 6000, Sigma) tartalmazó 

tápoldattal idéztük elő Molnár et al. (2004) alapján, az alábbi módosítással: 18% PEG 3 napig, 21% 

PEG 4 napig, 24% PEG 3 napig, és végül 27% PEG 4 napig. Az eltérő PEG-koncentrációjú 

tápoldatok cseréjekor meghatároztuk a növények leveleinek relatív víztartalmát (RWC, relative 

water content) Schonfeld et al. (1988) szerint. 

2.8. Génexpressziós vizsgálatok 

A növényekből TRIzol reagenssel (TRIzol® Reagent, Invitrogen) izoláltunk össz-RNS-t a 

gyártó útmutatása szerint, a mintákat DNase I enzimmel (Promega) kezeltük.  

Az OsMYB4 minták esetén 3 µg RNS-ből írtunk cDNS-t reverz transzkripcióval 

SuperscriptTM II RT reagent kit-et (Invitrogen) használva. A TaCBF transzformáns növények RNS-

mintáiból M-MLV Reverse Transcriptase-zal (Promega) szintetizáltunk cDNS-t. A cDNS-ek 

koncentrációját Qubit fluorométerrel határoztuk meg, Quant-iTTM dsDNA HS Assay Kit-tel 
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(Invitrogen). Egyenlő mennyiségű (1,5 ng) cDNS-t használtunk minden egyes szemikvantitatív RT-

PCR reakcióhoz.  

A TaCBF transzformáns árpavonalak esetén a legnagyobb mértékű fagytoleranciát mutató 

TaCBF14, és TaCBF15 transzgénikus vonalakban (24/1/1 és 9A/1/1 vonalak) meghatároztuk 

néhány célgén (HvCOR14b, HvA22, HvCBF9, HvDHN5, HvDHN8) expressziós szintjét Real-Time 

RT-PCR-rel, az árpa ciklofillin génre [Morran et al. (2011) publikációjában alkalmazott 

primerpárokat használtuk] normalizálva ∆∆Ct módszerrel. A reakciókat ABI 7500 Fast Real-Time 

PCR készüléken (Applied Biosystems) futtattuk le normál üzemmódban. A dolgozatban megadtam 

a relatív Fold Change (FC) és a Log2FC értékeit Bookout és Mangelsdorf (2003) szerint kiszámítva. 

2.9. Statisztikai analízis 

Az adatok statisztikai kiértékelését az SPSS 16.0 verziójú statisztikai programcsomag 

segítségével végeztük el. A kiugró értékeket kiszűrtük (α=0,05). Az alapsokaságok normalitását 

egytényezős Kolmogorov-Smirnov próbával, a szórások egyezését Levene’s teszttel ellenőriztük. 

A páronkénti összehasonlítást (transzformáns vonalak a vad típushoz, ill. a transzformáns 

kontrollhoz képest) az SPSS Analyze/ Compare means/ One-Way ANOVA/ Post Hoc Multiple 

Comparisons menüvel végeztük el, ezen belül a szórásnégyzetek egyezősége estén az LSD (Least 

significance difference) módszert használtuk, ill. ha a szórásnégyzetek nem egyeztek meg, akkor a 

Tamhane teszttel kerestünk szignifikáns különbséget a vonalak között. Két mérési időpont 

összehasonlítására a t-próbát alkalmaztuk, az adatokat az Analyze/ Compare means/ Ιndependent–

Samples T-Test menüvel értékeltük ki (α=0,05).  

 

3. EREDMÉNYEK 
 

3.1. Az OsMYB4 transzkripciós faktor szerepének bizonyítása transzformációval 

A 9 jelölt cor15a-OsMYB4 transzformáns árpanövény közül 8 regenerálódott növényben 

mutattuk ki a transzgén jelenlétét (T0 nemzedék). A vonalakat a regenerálódott növények alapján 

L1-L9-ig jelöltük, az L6 vonal bizonyult nem transzformánsnak. A kópiaszám meghatározás 

eredményeként arra következtetünk, hogy hat vonalban a transzgén 1 kópiában épült be, míg az L5 

és L9 vonalak kétkópiásak. Az előállított OsMYB4 transzformáns árpavonalakban a transzgént egy 

hideg-, és ABA-indukálható promóter, az Arabidopsis thaliana-ból izolált cor15a vezérli. Ahhoz, 

hogy megállapítsuk, hogy a beépült transzgén működik-e, azaz a gén expresszál, a növényeket a 

promóter bekapcsolását indukáló környezetbe kellett tennünk. Az eredményeink igazolják, hogy a 

legtöbb transzformáns növény esetén az OsMYB4 mRNS-e túltermelődött a hidegkezelést követően, 

noha némelyik növényben már kontroll körülmények között is kimutattunk egy bizonyos mértékű 
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expressziós szintet, ill. néhány növényben nem volt jelentős különbség a transzgén expressziós 

szintjében a kontroll és hidegkezelt mintákban. Egyes növényekben a transzgén expressziója nem 

volt kimutatható, valószínűleg az utódnemzedékben (T1) történő hasadás miatt ezek a növények 

nem voltak transzformánsok. 

3.1.1. Az OsMYB4 transzgénikus vonalak fagytűrésének tesztelése 

Egy előkísérlet során megállapítottuk, hogy maga a vad típusú Golden Promise tavaszi árpa 

(GP) egy hét előnevelést és három hét hideg-edzési periódust alkalmazva -10°C-on fagy meg. A 

transzformáns vonalak fagytűrését -11°C és -12°C-os fagyasztási hőmérsékleten teszteltük, T2 és T3 

generáción. A vonalak fagyállóságát a GP fagyállóságához viszonyítottuk. A fagy károsító hatását a 

klorofill fluoreszcens indukciós paraméterek (Fv/Fm arány) mérésével jellemeztük. 24 órával a 

fagyasztást követően a GP levelén mért Fv/Fm értékek szignifikáns mértékben lecsökkentek, és 

néhány transzformáns vonal (pl. L2, L3) is hasonló mértékben károsodott. Ezzel szemben voltak 

olyan vonalak (L1, L5, L8 és L9), melyek Fv/Fm értéke szignifikánsan nagyobb volt a GP Fv/Fm 

értékeinél, megerősítve, hogy ezek a vonalak toleránsabbak a fagy károsító hatásával szemben, mint 

a vad típusú Golden Promise. 

3.1.2. Az OsMYB4 transzgénikus vonalak komplex stressztűrési vigor tesztje (CSVT) 

Az OsMYB4 transzkripciós faktor lehetséges hatását a transzformáns csírázó szemek 

vigorára komplex stressztűrési vigor teszt során tanulmányoztuk. A tesztben egy hipoxiás, majd egy 

azt követő komplex (hipoxia + hideg) stressz-kezelést alkalmaztunk. Három olyan OsMYB4 

transzgénikus vonalat (T3 nemzedék, L1, L5 és L8 vonal) vizsgáltunk, melyekről a fagytesztek 

alapján igazoltuk, hogy a transzgén hatására fokozott az alacsonyhőmérsékleti stressz-toleranciájuk. 

Mindhárom transzgénikus vonal átlagos csírahossza szignifikáns mértékben meghaladta a GP 

csírahosszát, és ezekben a vonalakban nagyobb arányban találtunk nagy vigorral rendelkező 

csírákat, mint a vad típusban. Az abnormális csírák aránya a transzformáns vonalakban jelentősen 

kisebb volt, mint a vad típusban. Eredményeinket további két ismétlő kísérlettel megerősítettük. 

A transzformáns árpákban az anaerob anyagcserében résztvevő enzimek működését 

vizsgálva az AMY, az LDH és az ASAT megnövekedett aktivitását mutattunk ki. Gén-expressziós 

szinten, szemikvantitatív RT-PCR-rel is vizsgáltuk az anaerob stressz-válaszban szerepet játszó 

gének működését. Az AMY1 (GB: FN179389) gén expressziójában nem volt különbség a GP és a 

transzformáns vonalak között, azonban az AMY2 (GB: FN179390) és az AMY3 gén (GB: 

FN179391) esetén az L1 és L8 vonalak hajtásból izolált mintáiban nagymértékű expressziót 

mutattunk ki, míg a GP-ban nem expresszálódott ez a két gén. Nem találtunk különbséget az egyes 

OsMYB4 transzformáns vonalak és a vad típus között az LDH gének expressziós vizsgálata során, 

továbbá számos más gén (pl. alkohol dehidrogenáz, aldehid dehidrogenáz, stb.) esetén. 
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3.2. Az TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktorok szerepének bizonyítása transzfor-

mációval 

Munkánk során a pBract202 vektorral, valamint az elkészített pBract214-TaCBF4, ill.          

-TaCBF15 konstrukciókkal éretlen árpa embriókat transzformáltunk. Előállítottunk 2 független 

transzformáns kontroll, 10 független TaCBF14 és 18 független TaCBF15 stabil transzformáns 

vonalat (a transzformációs gyakoriság ebben a sorrendben: 3,33%; 7,29%; 12,32% volt). 

Valamennyi transzformáns jelölt növényben PCR módszerrel bizonyítottuk a transzgén 

integrációját.  

 A TaCBF14, ill. TaCBF15 transzformáns anyagban a transzgént az erős konstitutív 

expressziót biztosító ubiquitin promóter szabályozza. Ezért T1 nemzedékben kontroll körülmények 

között vett minták esetén igazoltuk a transzgén működését, expresszióját. Meghatároztuk azt is, 

hogy adott növény a transzgént homo- vagy heterozigóta formában tartalmazza-e. Az eredmények 

alapján kiválogattuk a homozigóta növényeket, és ezeket szaporítottuk fel a későbbi fenotipizálási 

és expressziós vizsgálatokhoz. 

3.2.1. A TaCBF transzformáns vonalak fagytesztjei 

Azért, hogy kiválogassuk a legtoleránsabb TaCBF transzgénikus árpavonalakat, mind a 28 

független transzformáns vonal fagytűrését teszteltük, összehasonlítva a vad típusú Golden Promise 

árpával. A T1 nemzedéken végzett fagytesztek során -11°C és -13°C-os fagyasztási hőmérsékletet 

alkalmaztunk. A transzformáns vonalak egy része túlélte az alacsonyabb fagyasztási hőmérsékletet. 

Az eredmények igazolása céljából a -13°C-os fagytesztet megismételtük. A fagytesztek során a 

regenerálódás mértéke (bonitálás), a túlélési százalék, a klorofill fluoreszcens mérések, valamint a 

konduktancia vizsgálatok alapján azonosítottuk a legellenállóbb vonalakat. Eszerint a TaCBF14 

transzgénikus anyagból a 4A/1/1, 6A/1/2, 21B/1/1, 23A/1/2, 23A/2/1, 24/1/1 vonalakat, a 

TaCBF15-ösök közül a 9A/1/1, 12B/2/1, 12-18/2/1, 12-18/4/1, 17/3/1 vonalakat választottuk ki a 

további tesztekhez. 

A szelektált vonalak fagytesztjét a homozigóta T2 nemzedéken végeztük el -11°C és -13°C-

on. A fagykezelés hatására TaCBF14 és TaCBF15 transzformáns vonalak levele a konduktancia-

vizsgálatok alapján kevésbé károsodott, mint a vad típus levelei. A PSII rendszerük kevésbé sérült, 

mivel a leveleiken mért Fv/Fm értékek szignifikánsan nagyobbak voltak, mint a vad típuson mért 

értékek. A regenerálódás mértéke (bonitálás) és a túlélési százalék alapján is a szelektált hat 

TaCBF14 transzformáns vonal, és a TaCBF15 transzformáns vonalak közül a 9A/1/1 fagyállóbbnak 

bizonyult, mint a vad típusú Golden Promise. A többi tanulmányozott TaCBF15 transzformáns 

vonal enyhén megnövekedett fagytűrést mutatott. A homozigóta T2 nemzedéken kapott 
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eredményeink jobbak, mint a T1 generáció fagytesztjeinek eredményei, a különbségek a vad 

típushoz képest karakterisztikusabbak. 

Mivel a TaCBF14 és a TaCBF15 transzgén konstitutívan expresszálódik, ezért edzési 

periódus (induktív körülmény) nélküli fagytesztet is végeztünk a szelektált vonalakkal. A -6°C-os 

kezelés a vad típus számára letális volt, ellenben a fagyasztás utáni regenerációs periódus során a 

transzformáns vonalak - igaz, kis százalékban, de - képesek voltak regenerálódni. Ebben a kísérleti 

rendszerben a 24/1/1 (TaCBF14 transzformáns) és a 9A/1/1 (TaCBF15 transzformáns) vonalak 

fagytoleranciája bizonyult a legkiemelkedőbbnek. 

3.2.2. A TaCBF transzformáns növények ozmotikus stressz-toleranciájának vizsgálata 

Két-két olyan TaCBF14 (6A/1/2 és 24/1/1) és TaCBF15 (9A/1/1 és 12-18/2/1) 

transzformáns vonalat, amelyek a fagytesztek során ellenállóbbnak bizonyultak; a transzformáns 

kontroll vonalat (2A/2/4), és a vad típusú GP-t vontuk be a kísérletbe. Kontroll körülmények között 

a vonalak leveleinek relatív víztartalma 97% körül volt, majd a 18%-os PEG-kezelés hatására kis 

mértékben lecsökkent, 95%-ra. 21%-os PEG-kezelésnél a transzformáns kontroll és a 6A/1/2 

TaCBF14 transzformáns vonal RWC értéke a GP értékéhez képest szignifikáns mértékben 

csökkent. 24%-os PEG kezelést követően a 9A/1/1, 12-18/2/1 (TaCBF15 transzformáns), és a 

24/1/1 (TaCBF14 transzformáns) vonalak levelének relatív víztartalma szignifikánsan nagyobb volt 

a GP-nál. Az ozmotikus stressz-kezelést követő regenerációs periódus alatt a különböző vonalak 

levelei visszanyerték a kiindulási (kontroll) víztartalmukat, a vonalak RWC értékei között nem volt 

szignifikáns különbség.  

3.2.3. A TaCBF transzformáns növények génexpressziós vizsgálata 

    A szárazság-, hideg-, és sóstresszre indukálódó gének egyik legnagyobb csoportja a LEA 

(Late Embryogenesis Abundant) proteinek, az embriófejlődés késői fehérjéi (Ingram és Bartels 

1996, Thomashow 1999). Négy különböző, a LEA proteinek csoportjába tartozó gén (HvCOR14b, 

HvA22, HvDHN5, HvDHN8) és az árpa CBF gének közül a HvCBF9 gén működését vizsgáltuk a 

vad típusú GP, és az eddigi tesztek alapján legellenállóbb TaCBF14 transzformáns 24/1/1, valamint 

a TaCBF15 transzformáns 9A/1/1 vonalak kontroll és hideg-kezelt mintáin. A TaCBF transzgén 

konstitutív expressziója a transzformáns vonalak kontroll körülmények közt nevelt (hideg-kezelést 

nem kapott) mintáiban indukálta a hideg-indukálható HvCOR14b gén kifejeződését; 

expressziójának mértéke megközelítette azt a szintet, amit a vad típusban a hidegkezelés okozott. A 

HvCOR14b gén a vad típusban csak hidegkezelés hatására indukálódott, a transzformáns 

vonalakban pedig tovább nőtt az expressziójának mértéke a hideg-stressz hatására. A HvCBF9 gén 

azonos mértékben expresszálódott kontroll körülmények között a vizsgált vonalakban, azonban 

hideg-kezelés hatására négyszer erősebben indukálódott a GP-ban, mint a transzgénikus 
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vonalakban. A HvA22 gén esetén tizenháromszor nagyobb expressziót mértünk kontroll 

körülmények között a 24/1/1 vonalban, és ebben a vonalban volt a legkifejezettebb a HvA22 

hidegindekciója is; a vad típus és a 9A/1/1 vonalakban mért génexpresszió háromszorosát 

detektáltuk. A HvDHN5 gén expressziója négyszer, illetve kilencszer nagyobb volt kontroll 

körülmények között a 9A/1/1 és a 24/1/1 vonalakban, mint a vad típusban. Hideg-kezelés hatására a 

kontroll értékhez képest ezerszeresére nőtt a HvDHN5 gén expressziója a GP-ban, ennél kisebb 

mértékben indukálódott a transzformáns vonalakban. A 24/1/1 vonalban a GP-ban mért értéknél 

ötször nagyobb HvDHN8 expressziót mutattunk ki kontroll körülmények között, hideg-kezelés 

hatására azonban a legintenzívebben a vad típusban fejeződött ki ez a gén.  

3.2.4. A TaCBF transzgénikus árpavonalak fejlődése  

A vad típushoz képest fejlődésbeli visszamaradottságot, lassabb növekedést és késői 

virágzást tapasztaltunk a fagytesztek alapján szelektált TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktort 

túltermelő árpavonalak többsége esetén. A transzformáns kontroll és néhány transzformáns vonal a 

vad típusúval egy időben kezdett kalászolni, és fejlődésük során nem volt eltérés a növények 

magasságában.  
  

 

3.3. Új tudományos eredmények  
 

1. Elkészítettük a pMDC99-cor15a-OsMYB4-NOS, a pBract214-TaCBF14 és a pBract214-

TaCBF15 konstrukciókat, melyeket felhasználva Agrobacterium tumefaciens közvetítésével 

tavaszi árpát (Hordeum vulgare L. cv. Golden Promise) transzformáltunk. Előállítottunk 8 

független OsMYB4, 10 független TaCBF14 és 18 független TaCBF15 transzformáns 

árpavonalat, továbbá 2 független transzformáns kontroll árpavonalat. 

 

2. A pMDC99-cor15a-OsMYB4-NOS transzformáns árpavonalak fagytesztjei során a PSII 

fotorendszer vizsgálatával igazoltuk, hogy az OsMYB4 transzkripciós faktor növeli a tavaszi 

árpa fagyállóságát. 

 

3. Igazoltuk, hogy az OsMYB4 transzkripciós faktor növeli a komplex, oxigén-hiány és hideg 

együttes stressz-kezelésnek kitett transzgénikus árpanövénykék vigorát. Génexpressziós és 

enzimatikus vizsgálatokkal is bizonyítottuk, hogy a vad típushoz képest megnövekedett az 

alacsony oxigénellátottság során fontos szerepet játszó alfa-amiláz, laktát dehidrogenáz és 

aszpartát aminotranszferáz enzimek aktivitása a transzgénikus vonalakban. 

 

4. Igazoltuk, hogy a TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktoroknak szerepe van a 

fagytolerancia kialakításában. Konduktancia-vizsgálatokkal kimutattuk, hogy a transzformáns 

vonalak levele kevésbé károsodott a fagykezelés hatására, mint a vad típusé. A transzgénikus 
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vonalak levelein szignifikánsan nagyobb Fv/Fm értékeket mértünk, mint a vad típuson, eszerint a 

transzgénikus vonalak PSII rendszere kevésbé sérült. A regenerálódás mértéke (bonitálás), és a 

túlélési százalék alapján a szelektált TaCBF14 transzformáns vonalak, és a TaCBF15 

transzformáns vonalak közül a 9A/1/1 fagytűrőbbnek bizonyult, mint a vad típusú Golden 

Promise. A legellenállóbb TaCBF transzgénikus árpavonalak túléltek a vad típus számára letális 

fagyasztási hőmérsékletnél néhány Celsius fokkal alacsonyabb hőmérsékletet. 

 

5. Kimutattuk, hogy a TaCBF transzformáns árpavonalakban megváltozik bizonyos, a CBF 

regulonhoz tartozó gének kifejeződése, és a vad típussal szemben már kontroll körülmények 

között is fokozottan expresszál egy alacsonyhőmérsékleti stressz hatására indukálódó gén, a 

HvCOR14b. 

 

6. Előkísérleteink alapján a TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktoroknak szerepe van az 

ozmotikus stressz kivédésében. 

 

7. Kimutattuk, hogy pleiotróp hatásként a TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktorok fejlődési 

visszamaradottságot, lassab fejlődést és késői virágzást okoztak a transzgénikus 

árpavonalakban. 

 

8. Előállítottunk egy több fagyteszt által szelektált, TaCBF14 illetve TaCBF15 transzgént 

tartalmazó új genetikai alapanyagot, mely a jövőben további vizsgálatok, és a CBF regulon 

működését feltáró kísérletek alapanyaga lehet. 

 

4. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

 
4.1. Az OsMYB4 transzkripciós faktor növeli a transzformáns árpavonalak fagyállóságát  

Az OsMYB4 transzkripciós faktor alacsony-hőmérsékleti stressz-toleranciában betöltött 

szerepét az előállított transzgénikus árpavonalak fagytesztjével vizsgáltuk. A vad típusú Golden 

Promise és az egyes transzgénikus vonalak klorofill indukciós paramétereiben mért szignifikáns 

különbség egyértelműen jelzi, hogy az OsMYB4 transzgén fokozza a PSII rendszer stabilitását. 

Megállapítottuk, hogy a Golden Promise tavaszi árpa fagytoleranciáját kis mértékben ugyan, de 

növelte az OsMYB4 transzgén.  

4.2. Az OsMYB4 transzkripciós faktor növeli a transzformáns árpanövénykék vigorát 

Több transzformációs tanulmány foglalkozik az OsMYB4 gén funkcionális analízisével. 

Ismereteink szerint azonban az OsMYB4 transzgén hatását a csírázásra még nem tanulmányozták. 

Kísérletünkben igazoltuk, hogy a komplex stressz-kezelésnek kitett OsMYB4 transzgénikus 

árpanövénykék szignifikánsan jobban fejlődtek a vad típushoz képest. A transzgénikus vonalak 
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nagyobb vigorral rendelkeztek, és a tesztelt szemek hosszabb hajtást produkáltak. A transzformáns 

árpákban az anaerob anyagcserében résztvevő enzimek működését vizsgálva az alfa-amiláz, a laktát 

dehidrogenáz és az aszpartát aminotranszferáz megnövekedett enzimaktivitását mutattunk ki, mely 

hatást a rizsből származó OsMYB4 transzkripciós faktor működésének tulajdonítunk.  

4.3. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktorok fokozzák a tavaszi Golden Promise árpa 

fagytűrését 

Kísérleteinkkel igazoltuk a TaCBF transzgénikus árpavonalak megnövekedett fagytűrését a 

vad típushoz képest. Ezáltal bizonyítottuk, hogy a TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós 

faktoroknak szerepe van a fagyállóság kialakításában. A szelektált, homozigóta T2 nemzedéken 

végzett fagytesztek eredményei szerint a transzgén olyan mértékben megnövelte a fagytűrés 

mértékét, amely a Golden Promise számára letális fagyasztási hőmérséklethez képest néhány 

Celsius fokkal alacsonyabb hőmérséklet átvészelésére is képessé tette a vizsgált transzgénikus 

növényeket.  

4.4. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktoroknak szerepe lehet az ozmotikus stressz-

tolerancia kialakításában 

Az ozmotikus stressz-indukálható gének egy része a promóterében egy CRT (C-

repeat)/DRE (drought responsive element) rövidítéssel jelölt szekvenciát tartalmaz, amelyhez 

specifikusan kötődnek a CBF/DREB típusú transzkripciós faktorok, ezáltal szabályozva 

működésüket (Thomashow 1999, Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki 2000). Mivel igazolt, hogy a 

fagy relatív vízhiányos állapotot hoz létre a növényi sejtekben, tanulmányoztuk a két-két 

legfagyállóbb transzgénikus vonal ozmotikus stressztűrését. Eredményünk arra enged következtetni, 

hogy a tanulmányozott TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktoroknak szerepe lehet a 

szárazságtűrés kialakításában, az ozmotikus stressztűrés fokozásában. Ennek bizonyítására további 

kísérleteket kell végeznünk.  

4.5. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciós faktorok befolyásolják a CBF regulonhoz tartozó 

gének expresszióját transzgénikus árpában 

Adataink igazolják, hogy a konstitutívan expresszálódó transzgén befolyásolja olyan 

vizsgált gének működését, melyeknek bizonyított a szerepük a gabonafélék hidegedződésében és a 

fagyállóságuk kialakításában. Legerőteljesebb hatást a HvCOR14b gén esetén tapasztaltaltuk. A 

TaCBF14 és TaCBF15 transzgén már kontroll körülmények között is indukálta a gén kifejeződését, 

és az közel olyan magas szinten expresszált, mint a vad típusban alacsony hőmérsékleti kezelés 

hatására. Morran et al. (2011) ugyanilyen erős HvCOR14b expressziót tapasztalt TaDREB3 

transzformáns Golden Promise árpában. Ahogy Morran et al. Ksérleteiben is, a fagytesztjeink során 
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a transzformáns növények megnövekedett fagytűrését mutattuk ki, akár a hidegedzési periódus 

elhagyása mellett is. A tanulmányozott CBF/DREB gének eszerint a HvCOR14b gén szabályozásán 

keresztül szerepet játszanak a fagyállóság kialakításában. A COR géneken kívül számos más gén 

szerepe is fontos a hidegedződés során, a fagytűrés kialakításában (összefoglaló tanulmány 

Arabidopsis-ról: Thomashow 1999, búza esetén: Winfield et al. 2010). A HvCBF9 gén 

represszálódott a TaDREB2 és TaDREB3 transzgénikus árpa vonalakban (Morran et al. 2011), az 

általunk vizsgált TaCBF14 és TaCBF15 vonalakban pedig kevésbé indukálódott hidegkezelés 

hatására, mint a vad típusban. Ez felvet egy olyan kérdést, hogy vajon a CBF/DREB gének képesek-

e egymást is szabályozni; egy CBF/DREB gén túltermeltetése, vagy akár csendesítése milyen 

hatással van a genomban kódolt többi CBF/DREB gén kifejeződésére. Expressziós vizsgálataink 

előkísérletnek tekinthetők; a jövőben ismétlő kísérlettel, valamennyi CBF gén vizsgálatával 

nagyobb biológiai mintaszámot alkalmazva törekedni fogunk az eredmények szórásának 

csökkentésére, és hogy világosabb áttekintést nyújtsunk a CBF regulonhoz tartozó gének 

expressziós mintázatának változásáról. A TaCBF14 és TaCBF15 transzgén által okozott 

transzkriptom változást cDNS-microarray analízissel kívánjuk tisztázni, majd a legérdekesebb 

célgének expresszió-változását Real-Time RT-PCR módszerrel fogjuk validálni. 

 

Az elkészített pBract214-TaCBF14, ill. -TaCBF15, valamint RNS interferencián (RNAi) 

alapuló újabb konstrukciókkal a tavaszi Cadenza búzafajta biolisztikus transzformációját is 

elvégeztük. Ezek a kísérletek még nem előrehaladottak, ezért dolgozatomban nem mutattam be az 

eredményeinket. Mivel a rizs sokkal érzékenyebb a hidegre, mint az árpa vagy a búza, és 

transzformációja viszonylag könnyebben kivitelezhető, mint az árpa, de főleg a búza genetikai 

módosítása, tervezzük TaCBF14 és TaCBF15 transzgént túltermelő rizs vonalak előállítását is. Így 

egy komplex transzformációs rendszeren, direkt és indirekt módon is bizonyítani kívánjuk a két 

TaCBF gén szerepét az abiotikus stressztolerancia kialakításában. 
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