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1. A MUNKA EL OZMENYEI, A KIT UzOTT CELOK

A vildg mezgazdasaganak alapgeproblémaja, hogy a termés mennyiségesléenre
valtozik az aktualisan fell&pkdrnyezeti stresszek, mint példaul a téli fagymlszarazsag, a szikes
terlileteken a magas soétartalom, az alacsony, vaggnéa magasémérséklet, stb. fliggvényében.
Az abiotikus stresszek karos hatasanak lekiizdétetzitheti az, hogy a kilonféle stressz-faktorok
gyakorta szimultan jelentkeznek, valamint az a té&nyhogy az egyes stresszek fellépése térben,
idoben és intenzitdsban is valtozhat - akar egy vegetaperidduson belll is. Az abiotikus
stressztolerancia kvantitativ, azaz tébb gén altghatarozott jelleg. Mivel komplex jellegek - akar
egyidefi - fellépésével kell szamolnunk, ezért nagyon fentazoknak az anyagcsere-
folyamatoknak, illetve a megfetebzabalyozé géneknek a jellemzése, amelyek az stiessZirés
kialakitasaban részt vesznek. A novények esetézamas altalanos, tobbféle stressz-hatas
fellépésekor is megnyilvdnuld vélaszreakciokat It Ezért az egyes stresszfolyamatok
mechanizmusanak megértése sok esetben egy masigzstralasz megértését is kdzelebb hozhatja.

Az abiotikus stressz-tolerancia kialakulasaban tvésé élettani, biokémiai folyamatok
tanulmanyozasa, azok genetikai hatterének felderitdok évtizedes mdultra tekint vissza. A
genetikai szabdlyozds molekularis vizsgélata viglaon Uj terllet, a transzkripcios faktorok
szerepének tanulmanyozasa pedig ,forré pontja” tatkanak. A ndvényi sejtekben a gének egy
része konstitutivan expresszalddik, mig mas géeak specifikus jelre indukaldédnak, vagy éppen
csokken az expresszidjuk. A transzkripcios faktoekDNS megfelél szakaszaihoz kédve
képesek bekapcsolni, dsiteni, vagy €éppen gatolni az RNS atirast, a tkaiszEot. Egy
transzkripcids faktor toébbféle gént is ki- vagy bp&solhat, és az egyes faktorok tébbféle szignal
hatasara is aktivalédhatnak.

A rizsbdl izolalt OsMYB4gén egy transzkripcios faktort kodol, melynek delgire adott
stresszvalaszban van szerepe; tébb ezer gént yaabéhgy direkt modon, vagy intermedier
transzkripcids faktorokon keresztil (Park et all@0 Az alacsonyémérsékleti stressz esetében a
legrészletesebben a CBF/DREBL1 transzkripcios faktoszerepét tanulmanyoztak. Az ezeket
koédolo gének alacsonyémérséklet hatasara, a hideg-akklimatizacio koraiséban, tranziens
modon expresszalédnak. Mind homoldg, mind heterdidgrleti rendszerekben igazoltak, hogy
CBF/DREB1génnel transzformalt novények megnovekedett hjdégtve fagytirést, és fokozott
szarazsagtréest mutattak. Osztalyunkon k€BF génil (CBF14 és aCBF15) mutattak ki, hogy
kiemelked szerepik van a gabonafélék faggseben (Vagujfalvi et al. 2005, Knox et al. 2008).

A génfunkcids vizsgalatok egyik modja, ha a jeldligént taltermeltetjik transzformans
névényben. A transzkripcios faktorokkal tordémanszformacioval szamos mas, a gazdandvényben

lévé gén ntikodését befolyasolhatjuk, melynek méthdiatasa lehet a stressz-adaptacidéban.



Munkank soran a rizélh szarmazoOsMYB4 valamint az6szi buzabdl izolaltTaCBF14 és
TaCBF15transzkripcios faktort kédolo gének funkcidjat \gattuk transzformans arpaban. A jel6lt
géneket tavaszi arpaban tultermeltettik és a megedlett génexpresszié hatdsat vizsgéltuk a
transzformans novény abiotikus (hipoxia, alacsofiydrséklet, fagy, ozmotikus stressz) stressz-

adaptacioja soran.
A Ph.D. értekezésertlkitiizésit az alabbi pontokban foglaltuk 6ssze:

1. A rizshdl izolalt OsMYB4gén binéris vektorba épitése Ambidopsis thalianabdl szarmazé
corlba stressz-indukalhatdo promoterrel, valamint égzi buzabol izolaltTaCBF14 és

TaCBF15gének binaris vektorba épitése konstitutiv exgiésbiztositd promoterrel.

2. A tavaszi arpaAgrobacterium tumefacierszel tortéd transzformaciés technikajanak
elsajatitasa, és az elkészitett konstrukciokkabilstdDsMYB4 TaCBF14 és TaCBF15

transzformans arpavonalak készitése.

3. Az adott transzgén beépulésének és kitejézének bizonyitdsa, és a kopiaszamanak

meghatarozasa molekularis médszerekkel.

4. Az OsMYB4 transzkripcids faktor szerepének tanulyo@dsa a létrehozott stalmbrl5a-
OsMYB4transzformans arpavonalak fagypgsének tesztelésével, valamint a vonalak hideg- és

oxigén-hianyos stresses vizsgalataval.

5. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciés faktorok szémel bizonyitdsa a fadyes
kialakitAsaban a transzformans arpavonalakon Wédagitesztekkel, tovabba a gének
szerepének tanulméanyozasa az ozmotikus stressréisigben.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Névényanyag

Az arpa Hordeum vulgarel.) transzforméaciéja nagymértékben genotipus-fligé
legsikeresebben transzformalhaté fajta a tavaskigdoPromise. Munk&nk sordn Golden Promise
tavaszi arpdbdl izolalt éretlen embridkat transmi@itunk Agrobacterium tumefaciens
kozvetitésével. A pMDC98eorl5a-OsMYB4-NOXonstrukciéval az arpa transzforméciéjat az
olasz egyuttrlkodé kutatok végezték el. A pBract202 (csak Hygromysaelekcios markergént
hordozé kontroll vektor), a pBract2IZaCBF14 és a pBract214aCBF15 konstrukcidokkal a



tavaszi arpa éretlen embridinak transzformaci®@at,az anyag szovettenyésztését Bartlett et al.
(2008), és Harwood et al. (2008) protokolljai afapyégeztik el.

2.2. A transzformacios konstrukciok edallitasa

A rizs OsMYB4gént (génbanki azonositészam: Y11414Peabidopsis thaliangbdl izolalt
corlbastressz-, és ABA-indukalhaté promaéterrel 6sszeéditr. Immacolata Coraggio bocsatotta
rendelkezésiinkre egy expressziés kazettdaban @@UT5-MYB4. EbBl a kiindulasi
konstrukciobol készitettik el agrobacterium tumefacienszvetitésével arpa transzformaciojara
alkalmas Uj konstrukciot, melynek lépései:

A corl5a0sMYB4NOS szekvencia amplifikdlasa (Accuprifife Pfx DNS polimeraz,

Invitrogen), a PCR termék ellérzése gélelektroforézissel.

« TOPO kl6noz6 reakci6 (pENTE Directional TOPO Cloning Kit, Invitrogen), a
PENTR/SD/D-TOPQcorl5a-OsMYB4-NOSKI6onozd konstrukcio elléiizése PCR mabdszerrel

és restrikcios enzimmeNEtl, Fermentas) torténemeésztéssel.

* LR rekombinacids reakcio a klénozo6 (donor) vektsraépMDC99 (Institute of Plant Biology
and Zirich-Basel Plant Science Centre, UniversityZorich, Zirich, Switzerland) fogado
vektor kozott, Gateway LR clonase (Invitrogen) ésdhnalasaval.

A pMDC99-corl5a-OsMYB4-NOEonstrukcio elleirzése PCR maddszerrel, és szekvenalassal.

» Az ellersrzott 0j konstrukcié transzformacidja a pSoup segiazmiddal AGL1Agrobacterium

tumefaciengorzsbe.

A buzaTaCBF14 (génbanki azonositoszam: EU076382)Té&CBF15 (génbanki azonositoszam:

EU076383) gének binaris vektorba épitéseisbk 1epései:

« A TaCBF14és TaCBF15gének amplifikalasa (Accuprifié Pfx DNS polimeréz, Invitrogen)
cDNS-6l, melyet hideg-kezelt Cheyenriszi blza genotipusbdl izolalt, DNase | enzimmel
(Promega) kezelt RNS3r (TRIzol® Reagent, Invitrogen) irtunk at reverz transzkripald M-
MLV RT, Promega).

* TOPO kl6nozo reakcio; a pPENTR/D-TOPI&RXCBF14és pENTR/D-TOPCGFaCBF15klonozo
konstrukciok elledrzése PCR modszerrel, és szekvenalassal.

* LR rekombinéaciés reakcio a klonozo (donor) vektogska pBract214hftp://www.bract.org/

constructsavailable/pBractVectors/Constructs/coiestrhtm) binaris fogadd vektor kdzott.
* A pBract214TaCBF14és a pBract214aCBF15konstrukciok elletirzése PCR madszerrel,
restrikciés enzimmelBanH| ésSad, Fermentas) torténemeésztéssel, és szekvenélassal.

e Az ellertrzétt két plazmid preparatum transzformacidja aypseegid plazmiddal AGL1

Agrobacterium tumefacienérzsbe,.



A Kklbnozo és expresszios vektorok szekvencia iléssxt, térképét a Vector NTI®

(Invitrogen) szamitdégépes programmal készitettem el

2.3. Az arpa transzformacié molekularis bizonyitasa

Az OsMYB4transzformans arpak esetén a jeldlt novények éelICTAB modszerrel
(Doyle és Doyle 1990) izolaltunk genomi DNS-t. Apka@iszadmot Southern blot hibridizacioval
hataroztuk meg (Sambrook et al. 1989).

A hygromycin reziszten§aCBF transzformans arpa-jeloltek levetélDNeasy Plant Mini
Kit-tel (Qiagen) izolaltunk genomi DNS-t. A trangzgjelenlétét PCR-rel igazoltuk, melynek soran
olyan primereket kombinéltunk parokba, amelyek angiter — transzgén, illetve a transzgén —
terminator szekvencia-szakaszon amplifikalnak ks hosszusagu fragmenteket. Ao T
nemzedékben &aCBF transzformans arpak kdpiaszam-meghatarozasat, anddnemzedékben
annak meghatarozasat, hogy az egyes utédnévényekivenszgén homozigota, vagy heterozigota
allapotban 6rokidott, az angliai IDNA Genetics Limited végezte ehhtitativ Real-Time PCR-rel,

hygromycin génre specifikus primerekkel.

2.4. Fagytesztek
Az OsMYB4 transzformans arpavonalak fagytesztjei: egy hdineslelées (20/15°C

nappali/éjszakai dmérséklet, 10 h fény / 14 h sotét fotoperiddus, gaol m?s™ fényintenzitas,
70%-o0s relativ paratartalom) utédn a ndévényekettig ideg-edzettiik 4°C-on (8 h fény / 16 h sotét
periodus). Az edzett ndvényeket -10°C, -11°C ésCi@n fagyasztottuk Crosatti et al. (2008)
szerint.

A TaCBFtranszformans arpavonalak fagytesztjeit Vagujfalval. (2003) szerint végeztik
el. A nbvényeket 3 hétig kontroll kdrilmények kdzt7/13°C nappali/éjszakabimérseéklet, 16 h
megvilagitas, 240 pmol As* fényintenzitds, 75%-os relativ paratartalomjneleltiik, majd 3
hétig hidegedzettilk 4°C-on (azonos megvilagitasarpaterek mellett). A hideg-edzés nélkuli
fagyteszt esetében a kontroll korilmények kdzotehliendvényeket vetettik ala fagytesztnek. Az
edzett novényeket -11°C és -13°C-on fagyasztotazk,edzés nélkili fagyteszt esetén -6°C-ot
alkalmaztunk.

A fagytirés mértékét indirekt modon a klorofill fluoreszsendukciés paraméterek {Fn
arany és | értek) méresével és konduktancia vizsgalatokkdhrbatuk meg. A ndvények
fagykarosodasat direkt modon, a regeneralédé-képéksalapjan is mifsitettiik. A névények
tulélésének mértékét a fagyasztas utén egy, tlhé&tel értekeltiik egy 0-t6l (a fagyasztast neta él
tul) 5-ig (a fagyasztast karosodas nélkil wléerjeds skalan. A talélési szazalékot adott vonalra a

fagyasztast tulélt / fagytesztnek kitett novényetngaban szamoltuk ki.



2.5. Alacsonylémeérsekleti stresszkezelés

Az OsMYB4 transzformans arpavonalak esetén 5-5 novényt n@mzedek) neveltink
kontroll kortlmeények kozott (20/15°C nappal/éjszakémeérseklet, 10 h megvilagitas, 200 pmol
m?st fényintenzitas, 70% relativ paratartalom). 10 n#én a Bmérsékletet 4/2°C-ra (8/16 h
fény/sotét periddus) csokkentettiik. A ndvények lleibél kontroll kdrilmények kdzott, valamint
egy napos hideg-kezelést ko¥en is mintat vettiink az expresszios vizsgalatokhoz.

A TaCBF transzformans arpavonalak esetén a fagyteszteln seettink mintakat
expresszios vizsgalatokra kontroll korulmények kb¢t7/13°C nappali/éjszakabmérséklet, 16 h
megvilagitas, 240 pmol fis™ fényintenzitas, 75%-os relativ paratartalom), &&lag-edzés soran.

2.6. Komplex stressairési vigor teszt (CSVT)

A komplex stressitési vigor tesztet (CSVT: Complex stressing vigtmat) Barla-Szabo és
Dolinka (1988) leirasa szerint végeztik el. A Ketésoran mintat vettiink expresszids vizsgalatokra
€s enzimaktivitas [alfa-amilaz (AMY), aszpartat aotranszferaz (ASAT), laktat dehidrogenaz
(LDH)] mérésekre is. A 48 h hipoxia, ill. az UjadB h komplex stressz-kezelés (hipoxia és hideg-
stressz egyitt) végén az RNS izolalashoz a szeathdipreparaltuk az embridkat, mig az
enzimatikus mérésekhez teljes szemeket tettiinkitbkent. A 96 h csirdztatas utan a hajtasbdl

vettink mintakat.

2.7. Ozmotikus stressz kisérlet

A kisérletet kontrollalt kérilmények kozott (17/13°16/8 h nappal/éjszaka megvilagitas,
220 pumol nfst fényintenzitas), novénynewelkamraban (Conviron, Canada) végeztik el. A
kicsirdzott szemeket feleséeséd@ Hoagland-tdpoldatra helyeztiik. Az ozmotikus strdszelést
lépcHzetesen emelkédkoncentracibban PEG 6000-t (Polietilén-glikol 60@lgma) tartalmazdé
tapoldattal idéztik élMolnar et al. (2004) alapjan, az alabbi modoséads8% PEG 3 napig, 21%
PEG 4 napig, 24% PEG 3 napig, és végiul 27% PEGplghd&z eltét PEG-koncentracioju
tapoldatok cseréjekor meghataroztuk a névényekldamek relativ viztartalmat (RWC, relative

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

2.8. Génexpresszios vizsgalatok

A novényekldl TRIzol reagenssel (TRIzol® Reagent, Invitrogemlaltunk dssz-RNS-t a
gyarté utmutatasa szerint, a mintakat DNase | em&h{Promega) kezeltik.

Az OsMYB4 mintak esetén 3 pg RNSb irtunk cDNS-t reverz transzkripciéval
Superscript” Il RT reagent kit-et (Invitrogen) hasznalvaTACBFtranszformans névények RNS-

mintaibol M-MLV Reverse Transcriptase-zal (Promegajntetizaltunk cDNS-t. A cDNS-ek

“ sz
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(Invitrogen). Egyerdd mennyiséq (1,5 ng) cDNS-t hasznaltunk minden egyes szemiitediv RT-
PCR reakciohoz.

A TaCBF transzformans arpavonalak esetén a legnagyobl&kiidagytoleranciat mutato
TaCBF14 és TaCBF15 transzgénikus vonalakban (24/1/1 és 9A/1/1 vonalakghataroztuk
néhany célgenHvCOR14bHvA22 HvCBF9,HVDHNS5 HVDHNS) expresszids szintjét Real-Time
RT-PCR-rel, az é&rpa ciklofillin génre [Morran et. a{2011) publikicidjdban alkalmazott
primerparokat hasznaltuk] normalizaldaAC; modszerrel. A reakcidkat ABI 7500 Fast Real-Time
PCR készuléken (Applied Biosystems) futtattuk lenm& Gzemmaodban. A dolgozatban megadtam
a relativ Fold Change (FC) és a LB@ értékeit Bookout és Mangelsdorf (2003) szerist&mitva.

2.9. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai kiértékelését az SPSS l1&fridju statisztikai programcsomag
segitségével végeztik el. A kiugro értékeket ikisk (0=0,05). Az alapsokasagok normalitasat
egyténye#s Kolmogorov-Smirnov prébaval, a szorasok egyeZésétne’s teszttel elléniztik.

A péaronkénti 6sszehasonlitast (transzformans venalaad tipushoz, ill. a transzformans
kontrollhoz képest) az SPSS Analyze/ Compare me@nstWay ANOVA/ Post Hoc Multiple
Comparisons menivel végeztik el, ezen belil a saégyzetek egyésége estén az LSD (Least
significance difference) modszert hasznaltuk,hdl.a szérasnégyzetek nem egyeztek meg, akkor a
Tamhane teszttel kerestlink szignifikdns kulonbségetonalak kozott. Két mérési dplont
0sszehasonlitdsara a t-probat alkalmaztuk, az katada Analyze/ Compare meahsdependent—

Samples T-Test menuvel értékeltik &FQ,05).

3. EREDMENYEK

3.1. Az OsMYBA4 transzkripcios faktor szerepének bianyitasa transzformacioval

A 9 jeldlt corl5a-OsMYB4ranszformans arpanovény kozul 8 regeneralédotEmgben
mutattuk ki a transzgén jelenlététy(iemzedék). A vonalakat a regeneralodott névenyeghjam
L1-L9-ig jeldltik, az L6 vonal bizonyult nem trardieamansnak. A kopiaszadm meghatarozas
eredmeényeként arra kovetkeztetlink, hogy hat vonadbimanszgén 1 kopidban éplilt be, mig az L5
és L9 vonalak kétkdpiasak. Azbdllitott OsMYB4transzformans arpavonalakban a transzgént egy
hideg-, és ABA-indukalhaté promoter, Azabidopsis thalianaddl izolalt corl5avezeérli. Ahhoz,
hogy megallapitsuk, hogy a beépult transzgéikadik-e, azaz a gén expresszal, a névényeket a
promoéter bekapcsolasat indukald kérnyezetbe kebetink. Az eredményeink igazoljak, hogy a
legtobb transzforméans névény esetéi®akY BAmMRNS-e tultermeldott a hidegkezelést kdwen,

noha némelyik névényben mar kontroll korilményekdtb is kimutattunk egy bizonyos meértek



expresszios szintet, ill. néhany névényben nem jpaddintss kildnbség a transzgén expresszios
szintjében a kontroll és hidegkezelt mintakban. dsggdvényekben a transzgén expresszidja nem
volt kimutathatd, valészideg az utédnemzedékben JTtortérd hasadas miatt ezek a névények

nem voltak transzformansok.

3.1.1. AzOsMYB4 transzgénikus vonalak fagytiréesének tesztelése

Egy ebkisérlet soran megallapitottuk, hogy maga a vadstigGolden Promise tavaszi arpa
(GP) egy hét éhevelést és harom hét hideg-edzési periddust a#i@alan-10°C-on fagy meg. A
transzformans vonalak fadiyését -11°C és -12°C-os fagyasztasnirsékleten teszteltik, Bs |
generacion. A vonalak fagyallésagat a GP fagyafjabéaz viszonyitottuk. A fagy karosité hatasat a
klorofill fluoreszcens indukciés paraméterek,/Hy arany) mérésével jellemeztik. 24 6raval a
fagyasztast kovéen a GP levelén meért M, értékek szignifikdns mértékben lecsdkkentek, és
néhany transzformans vonal (pl. L2, L3) is hasankrtékben karosodott. Ezzel szemben voltak
olyan vonalak (L1, L5, L8 és L9), melyek/F, érteke szignifikhnsan nagyobb volt a GPFi
értékeinél, megésitve, hogy ezek a vonalak toleransabbak a fagysk#ér hatasaval szemben, mint
a vad tipusu Golden Promise.

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

Az OsMYB4 transzkripcids faktor lehetséges hatésatranszformans csirazé szemek
vigorara komplex stresssi vigor teszt soran tanulmanyoztuk. A tesztlggnteépoxias, majd egy
azt koveb komplex (hipoxia + hideg) stressz-kezelést alkabmak. Harom olyanOsMYB4
transzgénikus vonalat {Themzedék, L1, L5 és L8 vonal) vizsgaltunk, melyéla fagytesztek
alapjan igazoltuk, hogy a transzgén hatasara fakezoalacsonybmérsékleti stressz-tolerancigjuk.
Mindh&rom transzgénikus vonal atlagos csirahoszmnifkans mértékben meghaladta a GP
csirahosszat, és ezekben a vonalakban nagyobbbarértglaltunk nagy vigorral rendelkez
csirdkat, mint a vad tipusban. Az abnormalis csiwdinya a transzformans vonalakban jélsen
kisebb volt, mint a vad tipusban. Eredményeinkealbbi két isméeti kisérlettel megésitettik.

A transzformans arpakban az anaerob anyagcserémmrived enzimek nikodését
vizsgalva az AMY, az LDH és az ASAT megnovekedgtivitdsat mutattunk ki. Gén-expresszios
szinten, szemikvantitativ RT-PCR-rel is vizsgaliak anaerob stressz-valaszban szerepet jatsz6
gének nfikddését. AZAMY 1 (GB: FN179389) gén expresszidjaban nem volt kidégba GP és a
transzformans vonalak kozott, azonban AlY2 (GB: FN179390) és aAMY3 gén (GB:
FN179391) esetén az L1 és L8 vonalak hajtasbélalizehintdiban nagymérték expressziot
mutattunk ki, mig a GP-ban nem expresszalodottlez gén. Nem talaltunk kilonbséget az egyes
OsMYB4transzformans vonalak és a vad tipus kozottE gének expresszios vizsgalata soran,

tovabba szamos mas gén (pl. alkohol dehidrogetdehid dehidrogenaz, stb.) esetén.
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3.2. Az TaCBF14 és TaCBF15 transzkripcios faktorokszerepének bizonyitasa transzfor-
macioval

Munk&nk soran a pBract202 vektorral, valamint akéstitett pBract214aCBF4 ill.
-TaCBF15 konstrukciokkal éretlen arpa embridkat transzfdramk. Elallitottunk 2 flggetlen
transzformans kontroll, 10 fliggetleraCBF14 és 18 flggetlenfaCBF15 stabil transzformans
vonalat (a transzformaciéos gyakorisag ebben a mdipen: 3,33%; 7,29%; 12,32% volt).
Valamennyi transzformans jeldlt ndévényben PCR médst bizonyitottuk a transzgén

A TaCBF14 ill. TaCBF15 transzformans anyagban a transzgént & dwonstitutiv
expressziot biztositdé ubiquitin promoter szabalgozzzért T nemzedékben kontroll kériimények
kozott vett mintak esetén igazoltuk a transzgéikddését, expresszidjat. Meghataroztuk azt is,
hogy adott ndvény a transzgént homo- vagy hetedtaitprmaban tartalmazza-e. Az eredmények
alapjan kivalogattuk a homozigota ndvényeket, é&keizszaporitottuk fel a kélsbi fenotipizalasi

€s expresszids vizsgalatokhoz.

3.2.1. ATaCBF transzformans vonalak fagytesztjei

Azért, hogy kivalogassuk a legtoleransadCBF transzgénikus arpavonalakat, mind a 28
fuggetlen transzformans vonal fagisdsét teszteltik, 6sszehasonlitva a vad tipusue@dlomise
arpaval. A T nemzedéken végzett fagytesztek soran -11°C é£-@8fagyasztasidmeérsékletet
alkalmaztunk. A transzformans vonalak egy részéltRibz alacsonyabb fagyaszta&miérsékletet.
Az eredmények igazolasa céljabol a -13°C-os fagyeesmegismételtiik. A fagytesztek soran a
regeneralodas mértéke (bonitalas), a talélési &gza klorofill fluoreszcens mérések, valamint a
konduktancia vizsgalatok alapjan azonositottuk gellenallébb vonalakat. Eszerint T@CBF14
transzgénikus anyagbol a 4A/1/1, 6A/1/2, 21B/1/BA/A/2, 23A/2/1, 24/1/1 vonalakat, a
TaCBF150s6k kozul a 9A/1/1, 12B/2/1, 12-18/2/1, 12-18/41¥/3/1 vonalakat valasztottuk ki a
tovabbi tesztekhez.

A szelektalt vonalak fagytesztjét a homozigotan€mzedéken végeztik el -11°C és -13°C-
on. A fagykezelés hatasdfaCBF14és TaCBF15transzformans vonalak levele a konduktancia-
vizsgalatok alapjan kevésbé karosodott, mint atifads levelei. A PSII rendszerik kevésbé sérilt,
mivel a leveleiken mért A, értékek szignifikdnsan nagyobbak voltak, mint d vi@uson meért
értékek. A regenerdlodas mértéke (bonitalds) eélaési szazalék alapjan is a szelektalt hat
TaCBF14transzformans vonal, ésTaCBF15transzformans vonalak kdzil a 9A/1/1 fagyallébbnak
bizonyult, mint a vad tipusu Golden Promise. A ittamulmanyozottTaCBF15transzformans

vonal enyhén megnovekedett faij@st mutatott. A homozigota , T nemzedéken kapott
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eredményeink jobbak, mint a; Tgeneracié fagytesztjeinek eredményei, a kulonbséygevad
tipushoz képest karakterisztikusabbak.

Mivel a TaCBF14 és aTaCBF15transzgén konstitutivan expresszalodik, ezért edzés
periodus (induktiv koralmény) nélkili fagytesztetvégeztiink a szelektalt vonalakkal. A -6°C-os
kezelés a vad tipus szamara letalis volt, ellerdbéagyasztas utani regeneracios periédus soran a
transzformans vonalak - igaz, kis szdzalékban, ldpesek voltak regeneraldédni. Ebben a kisérleti
rendszerben a 24/1/T4CBF14transzformans) és a 9A/1/TgCBF15transzformans) vonalak

fagytoleranciaja bizonyult a legkiemelkdibnek.

3.2.2. ATaCBF transzformans névények ozmotikus stressz-tolerar@jianak vizsgalata

Két-két olyan TaCBF14 (6A/1/2 és 24/1/1) ésTaCBF15 (9A/1/1 és 12-18/2/1)
transzformans vonalat, amelyek a fagytesztek seli@méllébbnak bizonyultak; a transzformans
kontroll vonalat (2A/2/4), és a vad tipusu GP-twbnbe a kisérletbe. Kontroll koriilmények kdzott
a vonalak leveleinek relativ viztartalma 97% kérdlt, majd a 18%-0s PEG-kezelés hatasara kis
mértékben lecsokkent, 95%-ra. 21%-0s PEG-kezeléanthnszformans kontroll és a 6A/1/2
TaCBF14 transzformans vonal RWC értéke a GP értékéhez kégmgnifikdns meértékben
csokkent. 24%-0s PEG kezelést kdest a 9A/1/1, 12-18/2/1TQCBF15 transzformans), és a
24/1/1 TaCBF14transzformans) vonalak levelének relativ viztamekzignifikdnsan nagyobb volt
a GP-nal. Az ozmotikus stressz-kezelést kévegeneracios periddus alatt a kulonbdopnalak
levelei visszanyerték a kiindulasi (kontroll) videdmukat, a vonalak RWC értékei kdzott nem volt

szignifikans kilénbség.

3.2.3. ATaCBF transzformans névények génexpresszios vizsgalata

A szérazsag-, hideg-, és soOstresszre induk&jédék egyik legnagyobb csoportja a LEA
(Late Embryogenesis Abundant) proteinek, az emdjiiifés kési fehérjéi (Ingram és Bartels
1996, Thomashow 1999). Négy kulonBpa LEA proteinek csoportjaba tartozé gétvCOR14b
HvA22 HvDHN5 HvDHNS) és az arp&BF gének kozul adlvCBF9 gén nitkddését vizsgaltuk a
vad tipusu GP, és az eddigi tesztek alapjan leg@ltiob TaCBF14transzformans 24/1/1, valamint
a TaCBF15transzformans 9A/1/1 vonalak kontroll és hidegdtemintdin. A TaCBF transzgén
konstitutiv expresszioja a transzformans vonalaktiadl kérilmények kdzt nevelt (hideg-kezelést
nem kapott) mintdiban indukalta a hideg-indukalhatbvCOR14b gén kifejeddéseét;
expresszidjanak mértéke megkdzelitette azt a $zantdt a vad tipusban a hidegkezelés okozott. A
HvCOR14b gén a vad tipusban csak hidegkezelés hatasareaiddott, a transzformans
vonalakban pedig tovabl®th az expresszidjanak mérteke a hideg-stresszaratd8 HvCBF9gén
azonos mértékben expresszalodott kontroll kortlraknkbzott a vizsgalt vonalakban, azonban

hideg-kezelés hatdsara négyszebsebben indukalédott a GP-ban, mint a transzgénikus
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vonalakban. A HvA22 gén esetén tizenharomszor nagyobb expressziotimkérkontroll
korilmények kozott a 24/1/1 vonalban, és ebben malban volt a legkifejezettebb ldvA22
hidegindekcidja is; a vad tipus és a 9A/1/1 vonadak mért génexpresszid haromszorosat
detektaltuk. AHvVDHN5 gén expresszidja négyszer, illetve kilencszer nialgyeolt kontroll
koérilmények kozott a 9A/1/1 és a 24/1/1 vonalakimaint a vad tipusban. Hideg-kezelés hatasara a
kontroll értékhez képest ezerszereséft a HYDHNS gén expresszidja a GP-ban, ennél kisebb
mértékben indukalodott a transzformans vonalakBa@4/1/1 vonalban a GP-ban mért értéknél
0tszor nagyobtHvVDHNS8 expressziot mutattunk ki kontroll kérilmények kdzdtideg-kezelés

hatasara azonbarlegintenzivebben a vad tipusban fégitt ki ez a gén.

3.2.4. ATaCBF transzgénikus arpavonalak fejbdése

A vad tipushoz képest féfésbeli visszamaradottsagot, lassabb novekedékéss
viragzast tapasztaltunk a fagytesztek alapjan k#Zd@daCBF14ésTaCBF15transzkripcios faktort
tultermeb arpavonalak tobbsége esetén. A transzformansdtbés néhany transzformans vonal a
vad tipusuval egy ithen kezdett kalaszolni, és fajésik soran nem volt eltérés a noévények

magassagaban.

3.3. Uj tudomanyos eredmények

1. Elkészitettik a pMDC99corl5a-OsMYB4-NQSa pBract214FaCBF14 és a pBract214-
TaCBF15 konstrukcidkat, melyeket felhasznalvsgrobacterium tumefacienkdzvetitésével
tavaszi arpatHordeum vulgareL. cv. Golden Promise) transzformaltunk.é&litottunk 8
fuggetlen OsMYB4 10 fuggetlen TaCBF14 és 18 flggetlenTaCBF15 transzformans

arpavonalat, tovabba 2 fliggetlen transzformansréthdtrpavonalat.

2. A pMDC99corl5a-OsMYB4-NOStranszformans arpavonalak fagytesztjei soran al PSI
fotorendszer vizsgalataval igazoltuk, hogy az OsMYtBanszkripcios faktor noveli a tavaszi

arpa fagyallésagat.

3. lgazoltuk, hogy az OsMYB4 transzkripciés faktor etiva komplex, oxigén-hiany és hideg
egylttes stressz-kezelésnek kitett transzgénikpanéwvenykék vigorat. Génexpresszidos és
enzimatikus vizsgélatokkal is bizonyitottuk, hogyvad tipushoz képest megndvekedett az
alacsony oxigénellatottsdg soradn fontos szerepsr§éalfa-amildz, laktat dehidrogenaz és

aszpartat aminotranszferaz enzimek aktivitasarszgenikus vonalakban.

4. lgazoltuk, hogy a TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciéktoroknak szerepe van a
fagytolerancia kialakitasdban. Konduktancia-vizatgdlkal kimutattuk, hogy a transzforméans

vonalak levele kevésbé karosodott a fagykezelé&sshed, mint a vad tipusé. A transzgénikus
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vonalak levelein szignifikansan nagyobfHr, ertekeket meértink, mint a vad tipuson, eszerint a
transzgénikus vonalak PSII rendszere kevésbé sériiigeneralddas mértéke (bonitalas), és a
tulélési szazalék alapjan a szelektdlaCBF14 transzformans vonalak, és BaCBF15
transzformans vonalak kozul a 9A/1/1 faggbbnek bizonyult, mint a vad tipust Golden
Promise. A legellenallobbaCBFtranszgénikus arpavonalak tuléltek a vad tipumara letalis

fagyasztasi émérsékletnél néhany Celsius fokkal alacsonyairhérsékletet.

5. Kimutattuk, hogy aTaCBF transzformans arpavonalakban megvaltozik bizonyosCBF
regulonhoz tartoz6 gének kifejiese, és a vad tipussal szemben mar kontroll kérilek
kozott is fokozottan expresszal egy alacsdmy@rsékleti stressz hatasara indukalédd gén, a
HvCOR14b

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

ozmotikus stressz kivédésében.

7. Kimutattuk, hogy pleiotrop hatasként a TaCBF14 aS€BF15 transzkripcios faktorok féglési
visszamaradottsagot, lassab dd@gst és k&8 viragzast okoztak a transzgénikus
arpavonalakban.

8. Elsédllitottunk egy tobb fagyteszt altal szelektaRaCBF14 illetve TaCBF15 transzgeént
tartalmazd Uj genetikai alapanyagot, mely adfisn tovabbi vizsgélatok, és a CBF regulon
muikodéseét feltard kisérletek alapanyaga lehet.

4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Az OsMYB4 transzkripcios faktor noveli a trangformans arpavonalak fagyallésagat

Az OsMYB4 transzkripcios faktor alacsonghérsékleti stressz-toleranciaban betoltott
szerepét az éallitott transzgénikus arpavonalak fagytesztjéviebgaltuk. A vad tipust Golden
Promise és az egyes transzgénikus vonalak klonafillkcios paramétereiben mért szignifikans
kulonbség egyeérteltien jelzi, hogy azOsMYB4transzgén fokozza a PSII rendszer stabilitasat.
Megallapitottuk, hogy a Golden Promise tavaszi &gmgtolerancigjat kis mértékben ugyan, de

novelte azZOsMY B4transzgén.

4.2. Az OsMYB4 transzkripcios faktor noveli a trangformans arpanévénykék vigorat

Tobb transzformacids tanulmany foglalkozik @sMYB4 gén funkcionalis analizisével.
Ismereteink szerint azonban @sMY B4transzgén hatasat a csirdzasra még nem tanulméhkyozt
Kisérletiinkben igazoltuk, hogy a komplex stresszekésnek kitettOsMYB4 transzgénikus
arpanovenykék szignifikansan jobban ddjek a vad tipushoz képest. A transzgénikus vonalak
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nagyobb vigorral rendelkeztek, és a tesztelt szemoskzabb hajtast produkaltak. A transzformans
arpakban az anaerob anyagcserében résrturaimek nikodését vizsgalva az alfa-amilaz, a laktat
dehidrogenéz és az aszpartat aminotranszferaz meguett enzimaktivitdsat mutattunk ki, mely

hatast a rizsld szarmazo OsMYB4 transzkripcios faktotikddésének tulajdonitunk.

4.3. A TaCBF14 és TaCBF1%anszkripcids faktorok fokozzak a tavaszi Golden lPomise arpa
fagytiirését

Kisérleteinkkel igazoltuk &aCBFtranszgénikus arpavonalak megndvekedett faggét a
vad tipushoz képest. Ezaltal bizonyitottuk, hogyTaCBF14 és TaCBF15 transzkripcios
faktoroknak szerepe van a fagyallosag kialakitasaBaszelektalt, homozigota, Themzedéken
végzett fagytesztek eredményei szerint a transaggan meértékben megnovelte a fagg@s
mértékét, amely a Golden Promise szamara letaliyatztasi Bmérséklethez képest néhany
Celsius fokkal alacsonyabbommérséklet atvészelésére is képessé tette a vizsgakzgenikus

novényeket.

4.4. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripciés faktoroknk szerepe lehet az ozmotikus stressz-
tolerancia kialakitdsaban

Az ozmotikus stressz-indukalhaté gének egy részepr@modterében egy CRT (C-
repeat)/DRE (drought responsive element) rovidéegslolt szekvenciat tartalmaz, amelyhez
specifikusan kdidnek a CBF/DREB tipusu transzkripcidos faktorok, lwta szabalyozva
mikodésiket (Thomashow 1999, Shinozaki és Yamaguuinie3aki 2000). Mivel igazolt, hogy a
fagy relativ vizhianyos allapotot hoz létre a ndxwésejtekben, tanulmanyoztuk a két-két
legfagyallobb transzgénikus vonal ozmotikus stiséget. Eredmeényink arra enged kdvetkeztetni,
hogy a tanulményozott TaCBF14 és TaCBF15 transziksp faktoroknak szerepe lehet a
szarazsagtes kialakitdsdban, az ozmotikus strdgest fokozasdban. Ennek bizonyitaséra tovabbi

kisérleteket kell végeznink.

4.5. A TaCBF14 és TaCBF15 transzkripcios faktorok bfolyasoljak a CBF regulonhoz tartozé
gének expresszidjat transzgénikus arpaban

Adataink igazoljak, hogy a konstitutivan expresddal transzgén befolyasolja olyan
vizsgalt gének rikodését, melyeknek bizonyitott a szerepilk a galétélahidegedadésében és a
fagyallosaguk kialakitasaban. Legljesebb hatast BvCOR14bgén esetén tapasztaltaltuk. A
TaCBF14ésTaCBF15transzgén mar kontroll kortilmények kozott is indlitk a gén kifejeidését,
és az kozel olyan magas szinten expresszalt, migdatipusban alacsonybmérsékleti kezelés
hatasara. Morran et al. (2011) ugyanilyerdseHvCOR14b expressziot tapasztallaDREB3

transzformans Golden Promise arpaban. Ahogy Maetah. Ksérleteiben is, a fagytesztjeink soran
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a transzformans novények megnotvekedett tagget mutattuk ki, akar a hidegedzési periddus
elhagyasa mellett is. A tanulmanyozGBF/DREBgének eszerint HvCOR14bgén szabélyozdsan
keresztll szerepet jatszanak a fagyallésag kidls&ltan. ACOR géneken kivil szamos méas gén
szerepe is fontos a hidegédés soran, a fagyts kialakitdsaban (6sszefoglald tanulmany
Arabidopsisrél: Thomashow 1999, buza esetén: Winfield et 2010). A HvVCBF9 gén
represszalodott aaDREB2és TaDREB3transzgénikus arpa vonalakban (Morran et al. 2044),
altalunk vizsgaltTaCBF14 és TaCBF15 vonalakban pedig kevésbé indukalddott hidegkezelés
hatasara, mint a vad tipusban. Ez felvet egy dkgmdést, hogy vajon @BF/DREBgének képesek-

e egymast is szabalyozni; e@3BF/DREB gén tultermeltetése, vagy akar csendesitése milyen
hatdssal van a genomban kédolt toBiF/DREBgén kifejeddésére. Expresszids vizsgalataink
elokisérletnek tekinthék; a jowben isméth kisérlettel, valamennylCBF gén vizsgalataval
nagyobb biolégiai mintaszamot alkalmazva torekedogunk az eredmények szoérasanak
csokkentésére, és hogy vilagosabb attekintést sunlt a CBF regulonhoz tartoz6 gének
expressziés mintdzatanak valtozasarél. TRCBF14 és TaCBF15 transzgén A&ltal okozott
transzkriptom valtozast cDNS-microarray analizisk®lanjuk tisztazni, majd a legérdekesebb

célgének expresszio-valtozasat Real-Time RT-PCRsmercke| fogjuk validalni.

Az elkészitett pBract214aCBF14 ill. -TaCBF15 valamint RNS interferencian (RNAI)
alapulé UGjabb konstrukciokkal a tavaszi Cadenzaafajia biolisztikus transzformaciojat is
elvégeztik. Ezek a kisérletek még nedrefaladottak, ezért dolgozatomban nem mutattanzbe a
eredményeinket. Mivel a rizs sokkal érzékenyebbidedre, mint az arpa vagy a buza, és
transzformécidja viszonylag kdénnyebben kiviteledhethint az arpa, deéfeg a blza genetikai
modositasa, tervezzilkaCBF14ésTaCBF15transzgént taltermélrizs vonalak élallitasat is. igy
egy komplex transzformacios rendszeren, direkinégekt moédon is bizonyitani kivanjuk a két

TaCBFgén szerepét az abiotikus stressztolerancia kiakdian.
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