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1. BEVEZETES

A kultirnovények szarazsagtiirése napjainkban igen égetd probléma. Az Ontozéshez
hasznalhat6 édesviz-készlet folyamatos csokkenése, a csapadékhidny és a globdlis felmelegedés
egyre nagyobb szdrazsdg-stressznek teszi ki termesztett novényeinket. Ebben a helyzetben
fontossa valt a novények vizfelvevd és parologtaté rendszerének minél jobb megismerése és ezen
ismeretek felhaszndldsdval a novények vizvesztésének csokkentése. A szabadfoldi zoldség-,
gyiimolcs- €s gabonatermesztésben az egyedek szdrazsigtiirése nagy gyakorlati jelentOségli. A

novények vizhidnyos stresszre adott vdlasza az alap és alkalmazott kutatas kiemelt teriilete.

A széarazsagtiirés fenotipusa rendkiviil komplex, Osszehangolt élettani miikodés
eredményeként alakul ki. A tudomény fejlédésével kiilonb6z6 moddokon prébaltdk novelni a
novények szarazsagtiirését. A hagyomdnyos nemesités modszereit alkalmazva keresztezéssel és
szelekcios stratégidkkal probdlnak kedvezd tulajdonsédgu fajtdkat eléallitani (pl. a 218 309. magyar
szabadalmi irat). A molekuldris biologia eldretorésével egyre nagyobb szerepet kapnak a
transzgenikus technikdk, melyek segitségével konnyebben és gyorsabban megérthetéek azok a
molekuldris szinten zajlé folyamatok, melyek a ndvények szarazsagtiirését dontden befolydsoljak

(Dudits, 2006).

Munkénk sordn modellnovények segitségével foglalkoztunk a novények vizvesztésével,
parologtatasaval. A novény vizvesztésének legnagyobb része parologtatdssal (transpiracidval)
torténik. A pdrologtatds sordn a gdzcserenyildsokon és kisebb részt a kutikuldn 4t elparologtatott
viz hidnya a ndvényben a gyokérzona felé iranyuld szivoerot kelt. Ez a vizpotencidl csokkenés
vezet a talajbol az atmoszféra felé irdnyuld vizaramldshoz, a talajban 1€vé viz kinyeréséhez

(Turcsanyi 1998).

Az elparologtatott viz mennyiségének, ezaltal a novény vizvesztésének fontos tényezdi a
sztomdk nyilasdnak illetve zardddsdnak mértéke, valamint a kutikula permedbilitisa. Az
abszcizinsav (ABA) szdmos stresszvdlaszban (pl. szdrazsdg- ill. séstressz) szerepet jatszik,
befolydsolja a gdzcserenyildsok zardddsat, igy stresszhormonként mitkodik (Marcotte et al., 1992;
Koorneef et al., 1998). Az abszcizinsavval végzett szdmos kutatds ellenére sem tisztizott még

teljesen az aktivalt jelatvitel ttja, illetve bizonyos ABA-ra érzékeny mutdnsok stressztlirésének



mechanizmusa. Vizsgélataink sordn a cbp20 ABA tdlérzékenységet és szdrazsagtiirést okozd
muticié mechanizmusat, élettani kovetkezményeit és a jeldtvitel fajok kozotti konzervaltsagat

terveztiik vizsgdlni.

Munkénk elézményeként ludfiiben (Arabidopsis thaliana cv. Columbia) olyan ABA-
tilérzékeny mutdnst sikeriilt izoldlni, mely fokozott szdarazsagtiirési tulajdonsaggal is rendelkezik.
A mutidns a vad tipusnal valamivel lassabban fejlodik, kompaktabb, azonban ahhoz nagyon
hasonl6 morfol6gidju, fertilis ndvény. A mutdci6 az Arabidopsis At5g44200 génjében tortént, ami
a Cap Binding Protein 20 (CBP20) fehérjét kodolja. A CBP20 a sejtmagi (nuclear) Cap Binding
Complex (nCBC) része, amely az RNS Polimeraz II dltal atirt mRNS-ek 5° végére helyezett ,,cap”
struktirat koti. Az nCBC komplex legalabb kettd, 80 illetve 20 kiloDalton molekulatomegii
alegységekbdl all. A két alegység egyiitt képes az mRNS 5’ struktdrdjdt megkotni. Az nCBC
komplexnek szerepet tulajdonitanak az mRNA splicingjdban, annak 3’ végének érésében, illetve
az mRNS magbdl valé exportjdban. A nagy alegységet érinté abhl muticiét Hugouvieux és

munkatarsai irtak le (2001).

Az nCBC komplex miikddése az irodalomban publikélt eredmények szerint novényekben
nem létfontossagu, hidnya viszont a novény milkodését igy valtoztatja meg, hogy az ABA-ra
fokozottan érzékennyé ¢&s szdarazsagtirobbé valik. Az abhl és cbp20 mutinsok ABA
tulérzékenységét jelzi, hogy képtelenek csirdzdsra olyan alacsony koncentriciéji ABA mellett,
mely a vad tipust novény csirdzasat nem gétolja (lasd 1. dbra). Mindkét muténs jellemzdje, hogy a
vad tipusi novénynél kevesebb vizet parologtat, ami ellendllobbd teszi Oket a szdrazsaggal
szemben. Ezt a kedvez6 fenotipust a gadzcserenyildsok gyors zarédasdval magyardztak, ami szintén
ABA hatésara kovetkezik be. A megvaltozott RNS metabolizmus €s vizhdztartds a novény egyéb
tulajdonsagait csak kis mértékben érintik. Mivel a pleiotrop tulajdonsagok ilyen kis fokuak, a

mutdcié gyakorlati hasznositasa is elképzelhet6 (Papp et al., 2004).

Az nCBC résztvevéinek homoldgjai az dllat- és novényvildgban széles korben
megtaldlhatok. A novények kozott a hagyma, szOlo, saldta, szdja, paradicsom, rizs biztosan
tartalmaznak az azonositott CBP20-hoz nagy hasonldsagot mutatd fehérjét. Mutans fenotipus
leirdsa azonban eddig egyediil Arabidopsis nvény esetében hozzaférhetd az irodalomban (Papp et

al., 2004; Cutler et al., 1996).



Kontroll 0,3 uM ABA

Mutans

Vad

dbra: Abszcizinsav (ABA) hatdsa a vad tipust, illetve a CBP20 muténs lidfii csirdzasara MS téptalajon steril

koriilmények kozott



2. CELKITUZES

Munkénk soran az Arabidopsis thaliana cv. Columbia cbp20 mutéans széleskorii molekuléris
bioldgiai és €lettani vizsgalatat tliztiik ki célul, valamint a mutacié célzott eldidézését kezdtiik meg
paradicsomban. Egyiittm{ikodd partnereinkkel kozdsen burgonydban és rizsben is elkezdtiik chbp20

géncsendesitett vonalak 1étrehozésat.

A muticidhoz kapcsolédé molekuléris bioldgiai kisérletek a fenotipus kialakuldsdnak
mechanizmuséat céloztdk. Munkdnk kezdetekor az nCBC komplex, és ezen belil a CBP20
funkcigja novényekben kevéssé kutatott teriilet volt. Az egyéb rendszerekben rendelkezésre 4116
informdcidk alapjdn az mRNS metabolizmuson beliil az alternativ splicingban probéaltuk szerepét

vizsgalni.

Elettani kisérleteinkben nyomon akartuk kovetni, vajon stresszmentes dllapotban a mutdns
csokkentett gdzcseréjének milyen hatdsa van a novény hozamjellemzdire, fotoszintetikus
aktivitdsdra és a fotoszintetikus rendszer kapacitdsdra. A kérdések megvélaszoldsdra a
hagyomanyos hozamjellemzdok mérése mellett kiilonbozé novényélettani vizsgilati mdédszereket
haszndltunk. fgy megvizsgaltuk a normdl 4llapotd, és a vizhidnyos stressznek kitett novények
élettani paramétereit, és azok véltozdsat. Mindemellett szerettiik volna 0sszehasonlitani a haszndlt
miiszerek érzékenységét, és gyakorlati hasznosithatésdgukat is a vizhidnyos dallapot nyomon

kovetésére.

Az élettani vizsgalatok mellett a mutdns novény okofizioldgiai jellemzését is célul tliztiik ki.
Meg kivantuk vizsgélni, vajon elOnyt vagy hétranyt jelent-e a genetikai véltozds egy heterogén
ndvénypopulédcidban stresszhelyzet esetén. Ebbdl a célbol mutdns és a vad tipusi ndvényeket egy
tenyészedényben vegyesen iiltettiink, majd szdrazsigstressznek tettik ki Oket. Ezekbe a
vizsgalatokba a c¢bp20 mutins mellett egy mdasik ABA tidlérzékeny mutdnst, az era-I-et is
bevontuk, hogy megnézziik hasonléan viselkedik-e a két mutdns az eldidézett kompetitiv

helyzetekben.
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Az nCBC-t alkoté alegységekhez nagy hasonlésdgot mutaté fehérjék széles korben
megtaldlhatok a novényvildgban. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az nCBC funkcid is altalanos,
szerepe a modellnovények mellett haszonnovényekben is vizsgdlhat6. A paradicsom igen
vizigényes, egyben kertészeti modellnovényként ismert. Hasonléképpen a burgonya
szarazsagtiirése is nagy gazdasagi jelentdségli. Mivel az Arabidopsis cbp20 mutansa esetében egy
gén hibdja okoz szdrazsagtiirést, célul tliztiik ki e gén ortolégjdnak megtaldlasit paradicsomban,
burgonydban és rizsben. Ezt kovetden géncsendesitd konstrukcidkat terveztiink létrehozni
génsebészeti eljarasok segitségével, mely az Arabidopsis CBP20 génnel nagy homol6gidt mutatd
paradicsom, burgonya és rizs géneket csendesitik. A Solanacae csalddon beliili nagy szekvencia-
homolégia miatt a paradicsom géncsendesitd konstrukcié a megfeleld burgonya génre is
alkalmazhaténak t{int. Feltételeztiikk, hogy paradicsomban és burgonydban a muticié olyan
hatdsait is vizsgdlhatjuk majd, ami Arabidopsisban nem hozzaférhetd, példaul a hisos termés
fejlodése és érése, gumoképzése. Az nCBC funkcidjat egyszikii novényekben is tanulmanyozni
szerettiik volna. A rizs genomban azonosithaté volt egy, az Arabidopsis CBP20 génnel erdsen
homolég szekvencia, aminek alapjan géncsendesitd konstrukcid volt tervezhetd. Az elkészitett
génkonstrukcidkat Agrobacterium tumefaciens segitségével juttatthattuk paradicsomba, valamint

egyiittmiikodo partnereink véllaltdk a burgonya €s rizs transzformaciokat.

Kisérleteink sordn egy rutinszerlien alkalmazhat6 paradicsom génmanipuldcids rendszert
terveztiink bedllitani. Ehhez két kiilonb6z0 transzformdcids rendszer honositdsat terveztiik, hogy
0sszehasonlithassuk azok hatékonysagat, illetve gyakorlati hasznosithatésagat. Célunk az volt,
hogy megvizsgaljuk, vajon a mutdns Arabidopsisban tapasztalt fenotipus megjelenik-e - és ha
igen, akkor hogyan - egy husos termést hozé haszonndvény esetében. Célunk volt a 1étrehozott
transzformalt paradicsomok fenotipusanak elemzése, normal illetve vizhidnyos éllapotban. A
burgonya transzforméciéjat a godolléi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpontban Dr
Banfalvi Zso6fia csoportjaval egyiittmitkddve terveztiik megvaldsitani, a rizs transzforméciéra Dr

Gyorgyey Janos munkacsoportjdval van egyiittmiikodésiink (Szegedi Bioldgiai Kdzpont).
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. SZARAZSAGTURES ES A LUDFU cbp20 MUTANSA

A novényi nCBC valdszinlisithetd részvétele az abiotikus stresszvdlaszban az allati
rendszerekben nyert adatok alapjdn nem teljesen vdératlan. Emldsben az nCBC komplex
mukodését stressztol és novekedési faktoroktdl fliggdnek taldltak. Ez alapjan valdszintisithetd volt
hogy szerepe az mRNS érésében nem haztartasi (,,house-keeping”) funkcié, azaz nem

nélkiilozhetetlen 1€pés, hanem egy poszttranszkripcids szabdlyozasi lehetdség (Papp et al., 2004).

Ez a feltételezés bizonyul igaznak, amikor az nCBC komplexben résztvevd fehérjéket
kodol6 génekben mutdns Arabidopsis vonalakat vizsgaljuk. A cbp20 Arabidopsis mutans a vad
tipusndl valamivel lassabban fejlodik, kompaktabb, egyéb tekintetben azonban ahhoz hasonl6
morfoldgidju, fertilis. A mutaciét a Cap Binding Protein 20 (CBP20) génbe épiilt T-DNS okozza
(2. 4dbra). A mutins jellemzését munkdnk elézményeként Papp és mtsai 2004 publikicidja

részletezte, ahol fény deriilt a CBP20 szerepére a stressztiirés folyamataiban is.

2. ébra Vad tipusu (balra) és cbp20 muténs (jobbra) Arabidopsis novények
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Az Arabidopsis novény szerveiben az nCBC komplex mindkét alegységének expresszids
mintdzata ismert, génjeik a hozzaférhetd adatbazisok szerint a novény minden szdvetében
kifejezédnek. A nagy alegységet érinté abhl mutdciét Hugouvieux (2002) irta le. Eleszt6
kéthibrid kisérlettel ugyanitt kimutattdk, hogy az Arabidopsis CBP20 és CBP80 fehérjék
kapcsolddni képesek. Az élesztoben kifejezett fehérjék csak egyiitt tudjak az mRNS cap strukturat

kotni in vitro, tehat hasonldan viselkednek az élesztobdl izolélt ortologjaikhoz.

Az nCBC mutiansok (cbp20 €s abhl) csirdzasat mar a vad tipusndl alacsonyabb
koncentraciéju abszcizinsav (ABA) is gétolja, ami azok ABA tulérzékenységet bizonyitja. Az
ABA tulérzékenység a gazcserenyildsok korai zarddasat, ezzel a vizvesztés csokkenését, végsod
soron a novény szdrazsiggal szembeni ellendlloképességének novekedését eredményezheti
(Hugouvieux et al. 2002). A cbp20 mutans esetében a gazcserenyildsok jo vizellatottsag mellett is
mintegy 50%-al kisebb sztémakonduktancidt tesznek lehet6vé mint a vad tipusndl. A novény

vizvesztéssel szemben lathaté médon ellendllobb a vad tipusndl (3. dbra) (Papp et al., 2004).

3. dbra Vad tipusu 8 hetes (balra) és 9 hetes chbp20 mutdns Arabidopsis ndvények (jobbra) 8 nappal

a vizutanpo6tlds megsziintetése utan.

Az ABA jelatviteli ditban a CBP20 és ABH1 mellett két masik RNS koto fehérje részvételét
is igazoltdk: a hyll és sadl szintén ABA tilérzékeny mutdnsok. Az RNS kot6 fehérjék funkcidja
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altalaban igen sokrétli. Részt vesznek az RNS transzlacidjdban, az RNS kotésével befolydsolhatjak
annak stabilitdsat, magbdl valé kijutasat illetve Osszevagasat (,,splicingjat™) (Fedoroff, 2002) (4.
abra). Az adatok alapjdn igy valdsziniisithetd, hogy az ABA jelitban a poszttranszkripcids

szabdlyozads is jelentds szerepet jatszik az RNS metabolizmus révén.

A legdjabb eredmények szerint az nCBC RNS koté komplex miikodési mechanizmusa a
génszabdlyozdsban az alternativ Osszevdgds befolydsoldsa is lehet. Ennek sordn az mRNS a
magbol kijutva egy specifikus hasitdson esik at, mely bizonyos intronok kivagédsaval kiilonbozo
funkcidji géneket eredményezhet ugyanabbdl az mRNS templdtbdl kiindulva. Ugyanakkor az
intronok kozott nem mindegyik egyformén érzékeny az nCBC funkcidvesztésére, a leggyakrabban

a sorrendben elsoO intronok érintettek.
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4. dbra: Az nCBC (piros korrel jelolve) helye az mRNS érési és szdllitasi folyamataiban
(forras: Fedoroff et al., 2002 )

A részletes molekuldris elemzés kideritette, hogy ezekben a mutdnsokban egyes kdodold

mRNS-ek és bizonyos miRNS-ek prekurzorainak érési folyamataiban is tortént valtozas. A cbp20
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illetve az abhl mutansban a pre-miRNS-ek egy részének érés elbtti szintje megemelkedett, a
megfeleld érett miRNS-ek szintje pedig lecsokkent a Col-0 vad tipushoz viszonyitva. Az ABA
direkt kapcsolddasit is sikeriilt bizonyitani az nCBC-hez. Mindemellett e komplex miitkodésének
hidnya nem okoz alapvetd zavarokat az életfunkcidkban (Laubinger et al., 2008). Ez azt jelenti,
hogy ez a mechanizmus egy 4j génregulaciés mechanizmust képviselhet. Az 5. dbran az nCBC

miikddésének helye lathaté az mRNS érési folyamataiban.

Az eddig részletezett eredmények hasznosithatésdgit a novénytermesztési gyakorlatban
befolyésolja az, hogy az nCBC mutdns novények életképessége mennyiben szenved karosodast a
muticié kovetkezményeitdl. Egy életképességet rontd tényezd lehet a csokkent gézcsere miatt
esetlegesen roml6 fotoszintetikus hatékonysdg. Elsé vizsgdlataink arra irdnyultak, hogy
megallapitsuk vajon a cbp20 mutans fotoszintetikus rendszerében tortént-e hatékonysag
csokkenés, illetve a mutacié hogyan befolyésolja a fotoszintézist romlé vizellatds mellett. E célbdl
a cbp20 ludfti mutans fotoszintetikus rendszerét fluoreszcencios kinetikai modszerrel vizsgaltuk

valamint a fotoszintézis hatékonysdgat mértiik j6 vizellatds mellett és szdrazsagstressz hatdsa alatt.

3.2. FOTOSZINTEZIS ES PAROLOGTATAS

A fényenergia hasznositds kezdeti 1épéseiért a novények kloroplasztjdban a klorofill
molekuldk és egyéb kisérd szinanyagok feleldsek. A beesd fény ezeket a molekuldkat gerjeszti,
ahonnan a gerjesztett elektron a befogadé reakciécentrum fehérje komplexének adodik at. A PSII
fotokémiai rendszerben a klorofill-a molekula 685 nm hulldmhosszi fényt nyel el. A molekula
ettdl aktivalodik, és képes egy elektront dtadni a D1 fehérjéhez kotdédo feofitin-a molekuldnak. A
feofitin-a molekulardl az elektron a D2 fehérjéhez kotddd plasztokinon (Qa) molekuldnak adédik
at, majd innen a Qg molekuldra vdndorol, ami azonban 2 elektron befogadasira képes. Ez a
molekula a sztrémdbdl két H' iont vesz fel, igy QgH,-vé alakul, és leszakadva a DI-rél
mobilizalédik a lipidrétegben. A szallitott két elektront és két H'-t a citokrémys komplexnek adja
at, ahonnan az elektronok a plasztocianinra, mig a protonok a lumenbe jutnak. Az elektronok
innen tovabb szdllitédnak a PSI-be. Ezek az un. fotokémiai reakciok a reakcié centrumokban
zajlanak le. A PSII-ben a D1 és D2 fehérjékhez kotédé Mn ionok oxidacids allapotanak véltozdsa

olyan erds komplex létrejottét okozza, mely képes a vizet bontani O, képzddésével (Szalai, 2004).
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A novényekben a viz elparologtatdsa a legnagyobb ardnyban gazcserenyildsok (sztoémék)
segitségével torténhet. Vizvesztés e mellett torténik a kutikuldn keresztiill (perisztémas
parologtatas), s6t més utakon is (pl. lenticellikon at). Rovidtdvon a ndvény elsdsorban a sztdmak
segitségével szabdlyozza a gézcserét, ezzel a fotoszintézis és a parologtatds mértékét. A zardsejtek
megduzzadasakor a cellul6z mikrofibrillumok lefutdsa és a sejtfalak vastagoddsai miatt kozottiik
rés nyilik, ami a gézcserét és a parologtatast lehetové teszi (Haraszty, 2004). A szdrazsagstressz
érzékelésében és a valaszok szabdlyozdsban fontos szerepe van az abszcizinsav (ABA) novényi

hormonnak, mely egyéb stresszhatdsokra is termelddik a novényben.

A gdzcserenyildsok gyors alakvéltozdsait kozvetleniil iondramldsok okozzak. A Ca®*, K* és
anionok bedramlasa turgorndvekedéshez vezet, mely a zardsejtek nyilasit okozza. ABA hatdséra a
kifelé irdnyulé K* csatorndk kinyilnak, dtmeneti depolarizécié és Ca®* szint emelkedés alakul ki a
citoszolban. fly médon lassi anioncsatorndk is aktivdlédnak, melyeken 4t ionok jutnak ki a
zéarosejtekbol, azok turgorat csokkentve. A pdrologtatds csokkentése céljabol zartabb
gazcserenyilds a bejuté CO, utjdban is akadalyt képezhet. Hogy ennek a gyakorlatban van e

asszimiléciot csokkentd hatdsa, a sztomazarddds fokatdl fiigghet (Erdei, 2004).

Bab novényen vizsgdltdk az asszimildciés ratat és a sztdma konduktanciat véltozo
fényersség hatdsdra. 50-rl 350 umol/m’s-ra emelve a fényerésséget azt tapasztaltak, hogy mig
az asszimildciés rata 10 perc alatt elérte maximum értékét, és dallanddsult, addig a
sztomakonduktancia értéke 20 percig nem ért el egy dlland6 szintet (Hamlyn, 1998). Ez a kisérlet
azt bizonyitja, hogy a gdzcserenyildsok nem teljesen nyitott helyzete esetén is elérheté maximalis

fotoszintetikus asszimilacio.

3.3. A SZARAZSAGSTRESSZ HATASA

A novények vizhidnyra adott valasza igen komplex. A leveleken keresztiil elparologtatott viz
miatt csokken a novényben a vizpotencidl. Ez a gyokerekben fokozott szivéhatast jelent, a szaradd
talajb6l azonban a novény egyre nehezebben tud vizet felvenni. ABA termelés indul meg, a
gézcserenyilasokra hatdsos ABA koncentracié nd, a novény alkalmazkodik a stresszhelyzethez. A
fold feletti részek novekedése ledll (Tardieu et al., 2000), a sztomdk zarédnak, parologtatas hidnyaban

a viz sejtbdl sejtbe mozog, nagy hidraulikus ellendlldas mellett. Kisebb stressz esetén a gyokér
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novekedése erdteljesebb lesz, ABA termelddik benne (Sharp et al., 2004). A levél relativ viztartalma
(RWC%) fokozatosan lecsokken (Chaves, 1991).

Kiszdradas hatdsdra a gyokérben termelddo ABA a levélbe dramlik a xilémen at, és a
gdzcserenyildsok zarddédsit okozza (Gowing et al., 1993). Erdteljes stressz esetén a levelekben
helyben is torténik ABA termelés. A stresszhatisra valtozo extracellularis pH érték a
gazcserenyildsokig eljut6 hatékony ABA koncentraciét is befolydsolja. Tardieu bizonyitotta a
gyokér vizpotencidlja, és az ott képz6dé ABA mennyisége kozotti egyenes ardnyossdgot (1991).

A levél viztartalma €s a sztdomakonduktancia ko6zott taldlt 6sszefiigést Davies és Zhang (1991).

A vizhidny a levélben a sztomakonduktancia (Gs) és a CO, asszimildcié csokkenéséhez
vezet. Ez eleinte a levél belsd terében a CO, tartalom novekedését eredményezi (Lawlor, 2002). A
rossz vizellatds késobbi kovetkezményeként a levél relativ viztartalma (RWC) és a bels6 CO,
szint is alacsonyabb lesz. A turgornyomds €s az ozmotikus potencidl valtozdsat Kaiser kutatdsai

szerint a sejtfal merevsége is befolyasolja (1987).

A fotoszintetikus rendszer védelmére tobb mechanizmus is kialakult. Ilyen példaul az
enzimkatalizalt glutation/oxidalt glutation ciklus. Ennek sordn a glutation elektrondonor lehet az
elektronszallitdsban, segitségével a képzodd aktivalt oxigénformdkat méregteleniti a novény
(Petho, 2002). Nagyfoku, régota fenndlld szarazsidg esetén azonban mar a kloroplasztiszok tartds
szerkezeti kdrosodast is szenvednek, ami a fotoszintetikus aktivitds csokkenéséhez vezet. Ezt jelzo
értékek az egységnyi levélfeliiletre esd aktiv Rubisco mennyisége, illetve a RuBP szintézis ardnya,

ami befolyésolja a fotoszintetikus aktivitast (Lawlor et al., 2001).

3.4. A SZARAZSAGSTRESSZ KOVETKEZMENYEINEK NYOMON KOVETESERE
ALKALMAS ELETTANI VIZSGALATI MODSZEREK

3.4.1. Klorofill fluoreszcencia indukcios kinetika mérése

Az tun. Kautsky effektus sordn a gerjesztési energia a sotétben hirtelen megvilagitott

novényben indukdlt fénykibocsitdst eredményez (Kautsky, 1960). Mivel a sotétben ,,nyitott*
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(elektronok szdmdra atjarhatd) reakcidcentrumokat ilyenkor hirtelen telitjilkk, azaz "bezarjuk",

csokken a fotokémia hatdsfoka, ami megndvekedett fluoreszcencidhoz vezet.

Sotétadaptalt minta megvildgitasakor a fluoreszcencia nagyon rovid id6 alatt egy kiindulasi
szintre ugrik, amit F,-nak neveziink, majd egy maximumot ér el (F,). Telitési fényintenzitds esetén
F, a maximadlis fluoreszcencidval egyenld (Fn). Fn és F, kiilonbsége adja az un. véltozo
fluoreszcencidt (F,), ami a PS 1II fényenergia befogds hatdsfokdval ardnyos. Folytonos
megvilagitds mellett a fluoreszcencia szintje fokozatosan lecsokken, kdszonhetden a kiilonb6zo
kiolt6 mechanizmusoknak, mignem eléri a folytonos szintet, melyet steady-state szintnek
neveziink (Maxwell et al., 2000). A fotokémiai és a nem fotokémiai kioltas miiszeres elemzéssel,

fluorométerekkel (pl. FSM, PAM) j6l nyomon kovethetd.

A Kklorofill fluoreszcencia jelensége nyoman vizsgdlhaté a fotokémia hatasfoka és
mukodésének egyéb paraméterei. Ennek koszonhetden a mddszer alkalmazdsa széles korben
elterjedt. Then és munkatarsai (2009) kandri fenyOben (Pinus canariensis) vizsgaltdk az 6zon
karos hatdsat a fotokémiai rendszerre, eredményeik szerint a jelenleg atlagosan a 1égkorben 1évo

6zontartalom még nem kdarositja a novényeket.

Eullaffroy és munkatarsai (2009) kiilonb6z0 herbicidek hatdsat vizsgéltdk, és jelentOs
fluoreszcencia-kiillonbségeket mértek a kiilonboz6 kezeléseket Osszehasonlitva. Saqrane és
munkatarsai (2009) Cyanobaktérium toxinok hatdsat vizsgalva szignifikdns kiillonbséget taldltak a

kiillonboz6 toxin koncentraciokkal kezelt novények fluoreszcencidja kozott.

Wright és munkatarsai (2009) levagott sz6lénovényeket vizsgéltak, hogy megtudjak
alkalmas-e a klorofill fluoreszcencia a novény kiszdraddsdnak nyomon kovetésére. Az ozmotikus
potencidllal és a sulyvesztéssel parhuzamosan a klorofill fluoreszcencia mért értékei is viszonylag
érzékenyen reagdltak a kiszdraddsra, azonban a cikk megjegyzi: a gyakorlatban csak a lassu

kiszaraddast lehet j6l nyomon kévetni ezen miiszerek segitségével.

3.4.2. A termolumineszcencia

Egy eldzetesen fénnyel gerjesztett fagyasztott minta sotétben torténd felmelegitése sordn

fényt bocsét ki. A jelenséget termolumineszcencidnak (TL) nevezik (Arnold és Sherwood, 1957),
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magyarazatara tobbféle elmélet sziiletett. Az un. toltés rekombindcién alapulé elmélet kidolgozoi
Sane ¢és Rutherford (1986). Az alacsony homérsékleten gerjesztett minta tobb fotokémiai
komponense (Qa, Qs, Sz, S3) képes az elnyelt energia tarolasara. Mivel a gerjesztést kovetden a minta
Ujra sotétbe kertil, ez az elraktarozott energia nem vesz rész tovabbi fotokémiai reakcidban, a toltések

az elektrontranszport lanc P680-hoz kozelebb elhelyezkedd komponensein tarolédnak.

A kornyezeti homérséklet novelésével toltés rekombinacid idézhetd eld ezekben a mintakban.
Ez azt jelenti, hogy a tdrolt energia visszavandorol a klorofillokra, és ott fény formédjaban
kisugarzédik a kornyezetbe, vagy pedig hové alakul. Jelenleg tobb mint 10 TL sdv jelenlétérdl
tudunk, de tobbnek nem ismert még a funkcidja (Vass €s Inoue, 1992). Hideg és Vass olyan TL
savot is leirtak, mely lipid peroxidacids termékek €s klorofill molekuldk kozti energiadtadasbdl ered

(1994).

3.4.3. Vizpotencidl

A vizpotencidl érték mérésére tobb moddszert is kifejlesztettek. A leggyakrabban hasznalt
eszkdz a Scholander bomba, mely egy zért térben emeli meg a nyomadst, igy a benne elhelyezett
novényi részbdl a nedv visszanyomddik a vagasi feliiletre, melyet a gépen kiviil lehet megfigyelni. A
nedvcsepp megjelenésekor mért nyomas megegyezik a levagott szerv vizpotencialjaval (Wei et al.,

2000).

Caruso és munkatdrsai nydrfa vizpotencidljat és sztémakonduktancidjat vizsgéltdk PEG
kezelés hatdsara, és a legérzékenyebb mutaténak a vizpotencidl értéket taldltdk a szdrazsagstressz

kimutatdsdra (2007).

3.4.4. Gravimetrikus viztartalom

A talaj viztartalmdnak meghatdrozdsara szolgél6 egyik legegyszeriibb mddszer a gravimetrikus
viztartalom mérés, melynek sordn a novényneveld tenyészedények sulyat kovetjiik nyomon. A mért

értékbol, a kiszaritott fold sulyaval korrigdlva, visszakovetkeztethetd a talaj viztartalma a kisérlet
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soran. A viztartalom értékeit altaldban a kezdeti szant6foldi vizkapacitds szdzalékaban adjdk meg

(Beverly et al., 1994).

A mddszert széles korben alkalmazzdk a szdrazsagtiirés nyomon kovetésén tul (Bacso et
al., 2008/a) kiilonbozd pH és talajviszonyok vizsgélataira (Tietema et al., 1992 ), illetve kiilonb6z6
kdros anyagok novényekre gyakorolt hatdsainak nyomon kovetésére (Bhadoria et al., 1991)

egyarant.

Jellegébdl addéddan ez a médszer csak laboratériumi koriilmények kozott tesz lehetdséget a

széarazsagstressz fokdnak meghatarozasara.

3.4.5. Fotoszintetikus aktivitds mérése, porometria

A nyitott rendszerli infravords gézanalizatorok (IRGA) haszndlata a novényi gézcsere
jellemzésében széles korben elterjedt. Segitségiikkel meghatarozhaté a levél belsé CO,

koncentracidja, a fotoszintetikus aktivitas, és a sztdmakonduktancia is.

Avola és munkatdrsai bab novényen (Vicia faba) vizsgéltdk a gazcsere és a kiilonbozd

ez .t 2z

tudtak kimutatni az egyes fajtdk ho, illetve fényérzékenysége kozott, igy a gyakorlati nemesités

alapjaul szolgdlé novényeket mar fiatal korban vizsgélni tudtak (2008).

Acosta és munkatérsai (2008) az évszakok hatdsit vizsgéltdk a lucfenyOk gizcseréjére, és

jelentds kiilonbséget mértek a nyéri és a téli idoszakok kozott.

3.5. A SZARAZSAGTURES GAZDASAGI JELENTOSEGE

A klimavéltozds napjainkban igen égetd probléma. A csapadékhiany, és az emberi
beavatkozds nyomédn egyre nagyobb foku elsivatagosoddsra késziilhetiink (Kertész, 2008). A
novénytermesztésben kiemelten fontos az éves csapadék mennyisége, mely az édesvizkészletek

csokkenésével varhatdan egyre jobban csokkenni fog (Szildgyi és Jézsa, 2008).
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Magyarorszdg éghajlati jellemzdje az aszdlyhajlam (Bussay et al.,, 1999). Az évi
kozéphOmérsékletek sorozatdban a 20. szdzad folyaman ndvekvO tendencia figyelhetd meg,
ugyanakkor az éves csapadék mennyisége kis mértékben csokken (Nyiri, 1997). Mindezek
kovetkeztében sziikségessé valt szdarazsagtiird novények elddllitdsa, hiszen a termesztésben akar

100%-o0s termésveszteséget is okozhat egy aszéalyos év.

Szérazsagtlirobb novények eldallitdsaval tobb nagy ndvénynemesitd cég is foglalkozik a
vildgon, hiszen ilyen fajtdk haszndlatdval nagyobb termésbiztonsdg és jobb adapticids képesség
érhetd el. A Monsanto hagyomédnyos nemesitéssel eldéllitott DEKALB kukorica hibrid fajtdjat
aszdlyos teriiletekre ajanljdk, mig aszdlyos teriileten egy ij GMO kukorica fajtdval 6-10 %-os

terméstobbletet értek el mas fajtdkhoz képest (Monsanto, 2009).

Magyarorszagon 2007-ben a nagy foku aszaly miatt tobb mint 21 ezer hektar erd6 szédradt ki
(Hirka és Csoka, 2007), a kukorica termésétlaga a felére esett vissza, €s szinte minden takarmany-
és gabonanovény megsinylette a nagy foku vizhidnyt (Széll és Dévényi, 2008). Ez a magyar
gazdasagnak tobb tizmilliard forintos veszteséget okozott. A magyar termesztOknek csupédn kis
hanyada, és csak bizonyos névénykultirdkban tudjak megoldani az 6ntozéses termesztést, mellyel
biztosithatéva vdlna a termésmennyiség stabilitdsa. A paradicsom éves vizigényéhez hazank
teriletén atlagosan 100 mm csapadékot kellene utdnpétolni a gazddknak. Mindezen karok
széarazsagtlir6 novények hasznélatival, és a megfeleld termesztéstechnoldgia megvdalasztasdval

jelentdsen csokkenthetdek volndnak (Nyiri, 1997).

3.6. ANOVENYEK KOZOTTI KOMPETICIO

A tudomadnyos stresszélettani kisérletek a vizsgélt paramétereket legtobbszor mesterséges
kortilmények kozott, optimélis feltételek mellett hatdrozzdk meg. A termesztésben gyakran nem ilyen
feltételek valésulnak meg, a novényekre tobbféle stressz és az egymadssal torténd versengés hatdsa
(kompeticid) egyiitt érvényesiil. A termesztéshez kozeli viszonyok modellezése gazdasédgilag fontos,

a jovoben feltehetden a maindl nagyobb hangsulyt kap a stresszélettani kutatdsokban.

A novények kompeticids helyzetben stressz hatdsara torténd viselkedését, esetleges

fiziologiai és morfoldgiai valtozasaikat mar tobben megfigyelték a szakirodalomban (Berendse et al.,
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1979; Wilson, 1993; Caldwell et al., 1996). A megfigyelésekbdl az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy

a kiillonboz6 faju, illetve fajtaju novények adott tdvolsdgon beliil hatdssal vannak egymdsra.

Egy francia kutatécsoport (Ozier-Lafontaine et al., 1998) kukorica (Zea mays L.) és cirok
(Sorghum vulgare R.) kolcsonhatdsat vizsgalta. A novények parologtatdsdnak nyomon kovetésére 4,2
db novényt neveltek négyzetméterenként, kiegyenlitett és csokkentett vizellatds mellett.
Tapasztalataik szerint a vizsgdlt novények mért transpirdcidja vizhidnyos stressz hatdsédra jelentosen

lecsokkent.

Zegada-Lizarazu és munkatarsai (2005) megfigyelték, hogy kinai bab (Vigna unguiculata) és
indiai koles (Pennisetum glaucum) egymas mellé iiltetve az indiai koles vizpotencidlja és fitnessze
jelentdsen romlott a kontrollhoz képest. Hasonl6 eredményre jutott koles (Pennisetum glaucum ssp.
Okashava-1) és tehénborsé (Vigna unguiculata ssp. Nakale) egyiitt iiltetése sordn is, amikor a
koles keriilt kompeticiés hatranyba, mely megmutatkozott a levélfeliilet csokkenésében, illetve a
vizpotencidl csokkenésében is, ily médon pedig a biomassza csokkenéséhez vezetett (Zegada-

Lizarazu et al., 20006).

Eziistperje (Corynephorus canescens) és eziistos holgymal (Hieracium pilosella L.)
egymassal versengd helyzetben torténd termesztésekor az eziistperje biomasszdja 56%-ra csokkent
a kiilon iiltetett kontrollokkal szemben, mig megnovekedett vizellatds mellett a holgymal keriilt
kompetitiv héatrdnyba. Kompeticié alatt a gyokerek alakjat és méretét megvizsgilva szintén
valtozadsokat tapasztaltak (Weigelt et al., 2005). A gyokereknek a vizért valé versengés hatdsara

torténd valtozasardl irtak Aerts és munkatarsai 1991-ben, illetve Aerts és Chapin 2000-ben.

A novények kozott fellépd kolcsonhatdasok eldrejelzésére tobb modellt is kidolgoztak. A
levelek feliiletére €s a termésmennyiségre gyakorolt hatds leirdsaval foglalkozott Lafontaine és
kutatocsoportja (1998), a gyokerek kompeticiéjat pedig Lafolie €s munkatirsai modellezték

(1999).

3.7. AZ ABSZCIZINSAV NOVENYI HORMON SZEREPE A SZARAZSAGRURESBEN

Az 1960-as években tobb fiiggetlen kutatécsoport is vizsgdlni kezdte a késobb
abszcizinsavnak (tovabbiakban ABA) elnevezett novényi hormont, melynek elsddlegesen a

levéllevalasban tulajdonitottak szerepet (Oukama et al., 1965). Az ABA magasabbrendii
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novényekben a legkiilonbozébb fejlodési fazisokban is kimutathatd, szdmos gombdban
masodlagos anyagcseretermék. Direkt- (mevalonsavbol), vagy indirekt uton keletkezhet a
ndvényben (Erdei, 2004).

Fizioldgiai hatdsa, hogy serkenti a levél levélasat, a levalasi zona kialakuldsat. E mellett szerepe
van a riigyek, illetve a magok nyugalmi allapotanak kialakuldsdban, illetve megsziinésében,
gatolja a fizioldgiailag éretlen magvak csirdzdsat. Mindezek mellett az ABA sietteti az 6regedési
folyamatokat, serkenti a jarulékos gyokérképzddést és gitolja a megnytldsos novekedést. Igen
fontos szerepe van a novények vizhaztartasdnak szabdlyozdsdban, hiszen a sztoma zardsejtek
viztartalmdnak befolydsoldsaval szabdlyozza az elparologtatott viz mennyiségét, a K+ , a H+ és
bizonyos szerves anionok mozgasat (Pethd, 2003).

Stresszhormon tulajdonsaga az aszdly-, s6-, és hidegtlirésben nyilvanul meg. Az ABA a
transpiracié csokkentésével, és a gyokérszovetek vizfelvételének fokozdsaval reguldlja a novény

turgorat. Vizhidny esetén a mag érését is felgyorsitja (Erdei, 2004).

3.8. ANOVENYTRANSZFORMACIO LEHETOSEGEI

A novények genetikai megvaltoztatdsat, azaz idegen gén bevitelét az 1980-as évek elején
sikeriilt el6szor megoldani. A genetikailag modositott organizmusban a beépiilld gén a
kromoszémaba €kelddve oOrokletesen megvaltoztathatja a ndvény bizonyos tulajdonsigait. Az
eredményes novénytranszformdacidhoz 4ltaldban sziikséges az adott faj szovettenyésztésének
megvaldsitdsa, mivel a transzgént dltaldban testi sejtekbe iiltetjiik be, €s a testi sejtbdl kell novényt

regenerdlnunk majd felnevelniink (Dudits, 2003).

A novényi génsebészeti kutatisban a gén Dbejuttatds modjait tobbféleképpen
csoportosithatjuk az alkalmazott technikdk, és a felhaszndlt novényi részek (sejtek, szovetek,
szervek) alapjan, melyek a génbevitel célpontjat képezik. A génbevitel modjat tekintve a
csoportositds alapjaként megkiilonboztetiink direkt és indirekt transzfer moddszereket (Dudits,

2003).
Direkt vagy kozvetlen génbejuttatds esetében az idegen DNS molekuldt 6nmagaban

kozvetleniil juttatjuk be a fogadd szervezet sejtjeibe, altaldban valamilyen fizikai vagy kémiai

hatds segitségével. A transzformdlni kivant sejtek ilyenkor lehetnek intakt sejtek, illetve
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protoplasztok is. Transzgenikusnak akkor tekintiink egy novényt, ha az idegen gén stabilan

integralddott a novény genomjaba (Baldzs, 1999).

Az indirekt génbeviteli rendszereknél az idegen gén bejutdsit egy kozbiilsé organizmus
segitségével érjiik el. Virdlis vektor alkalmazdsandl foleg a kettdsszaly, illetve az egyszali DNS
virusokat hasznéljak a gének atmeneti kifejezésére. Agrobacterium fajok vektorként torténd
felhasznalasaval miikodo rendszerek elsdsorban kétszikli novények korében alkalmazhatéak stabil

transzformansok 1étrehozasara (Balazs, 1999).

3.9. AZ AGROBACTERIUM MINT TRANSZFORMACIOS VEKTOR

Az Agrobacterium nemzetségbe tartoz6 baktériumok Gram-negativak, rovid, palcika alakuak,
oxiddz pozitivak, vagyis a gliikozt oxidativ uton bontjadk. Az Agrobacterium tumefaciens talajlako
baktérium, gazdanovény kore igen széleskori, kétszikii novényeket sebzési feliileten at fertdz.
Hatéséara gyokérgolyva alakul ki, sz616n vesszogolyvat okoz. Tobb fizioldgiai rasszat leirtak (Folk,

1993).

A tumor képzddésért felelds Ti plazmidot 1974-ben azonositottdk (Zaenen et al., 1974),
melynek transzfer DNS-e épiil a névényi genomba. Ezt a szakaszt két oldalrdl hatarol6 szekvencidk
veszik koriil. E hatarszekvencidk kozott 1€vé DNS akkor is beépitddik a novény genomjaba, ha benne

génsebészeti eljarasokkal kicseréliink részeket (Miranda et al., 1992).

A T-DNS kivagédasdban, illetve a magba vald importjdban fontos szerepet jitszanak a Vir
proteinek. Ezek a beépitett géndarab orientdcidjat hatarozzdk meg, a hasitdsokhoz, transzferhez és
beépitéshez sziikséges enzimfunkcidkat elvégzik, mikdzben a T-DNS-t a nukledz aktivitdsoktdl is

megvédik (Tinland et al., 1995; Weising et al., 1988).

Az 1980-as években kétféle novénytranszformacidra alkalmas vektort fejlesztettek ki. Az
egyik fajta vektorndl a transzformadlni kivant gént az Agrobacterium tumefaciens Ti plazmidjdba
épitették (Fraley et al., 1985). A masik tipusndl a T-DNS-t és a Vir géneket kiilon plazmidba
helyezték. Ez utébbiakat nevezziik bindris vektoroknak (Hoekema et al., 1984). Ezek d&ltaldban
Escherichia coli és Agrobactreium tumefaciens torzsekben is képesek szaporodni. Praktikusabb

hasznélhatésdguk miatt idével a bindris vektorok kaptak nagyobb szerepet a novényi traszforméacios
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kisérletekben. A novényi transzformdcidéra haszndlt vektorok szelekciés markergént, hatarold
szekvencidkat, bakteridlis és konjugécios replikédcids origdkat, é€s (multi)klénozo helyet tartalmaznak.
A modernebb tipusokban a klénozést a B-galaktoziddzt kédold lacZ gén o-peptidjének inszercios

inaktivacidjan alapuld kék-fehér szelekcids rendszer konnyiti meg.

Grimsley €s munkatdrsai az Agrobacterium Ti plazmidjat virusvektorként alkalmazva

egyszikiiek transzformadcidjat is kivitelezhetové tették (1986).

3.10. PARADICSOM TRANSZFORMACIO

A szakirodalomban leirt elsé paradicsom transzformdldst Horsch és munkatarsai végezték
Agrobacterium tumefaciens torzs segitségével, dohdny dajkakultdrat alkalmazva (1985). Ezt
kovetoen  McCormic  kiilonboz6é  levéldarabokbdl, illetve  szardarabokbdl — torténd
novényregenerdciot vizsgalt (McCormic, 1986). A modszert Fillatti (1987) és Yoder (1988)
fejlesztette tovabb. A dajkakultirdval végzett transzformacié hatékonysagat befolyasold

tényezOkrdl Anne Frary szdmolt be 1996-ban.

Az elsO dajkakultira nélkiili transzformdciot Arrillaga és munkatarsai végezték 1998-ban,
majd tobb publikicid is megjelent ezzel a transzformdciés modszerrel végzett eredményekrol

(példaul Pfitzner et al., 1998).

Manapsag a legelterjedtebb technika paradicsomok transzformaldséara a sziklevelek illetve a
szik alatti szarrészek transzformdcidja. Fiatal csirandvények szikleveleit illetve szik alatti
széarrészeit Agrobacterium kultirdval inkubdljdk egyiitt, majd rovid ideig antibiotikum-mentes
taptalajon nevelik. Ezutdn a novényi részeket hormon €s antibiotikum tartalmu taptalajra helyezik,
majd azon nevelik az els6 hajtdsok megjelenéséig. Megkozelitéleg masfél honap leteltével a kis
hajtasokat gyokerezést indukalé taptalajra teszik at, majd a meggyokeresedett novényeket foldbe
iltetve nevelik fel (Earle és Frary, 1996). A mddszerek azonban eltérnek mind az alkalmazott
taptalajok Osszetételében, mind a hozzdadott hormonokban. Leggyakrabban MS taptalajon nevelik
a novényeket, a novekedés serkentésére zeatint haszndlva a hajtadsindukalé médiumhoz (Frary et
al. 2001; Park et al., 2003). Tobb publikdcié megjelent azonban a BAP-al (6-benzil amino-purin)

kezelt novények transzformécié utdni sikeres felnevelésérdl is (Szabé és Banfalvi, 2000).
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Az acetosyringon olyan masodlagos anyagcseretermék, mely sebzési feliileteken keletkezik
a novényekben, baktérium-kultirdhoz adagolva pedig hozzdjarul az Agrobacterium fertdzési
hatékonysdgdnak noveléséhez (Katia et al., 1993). A kapott traszformdnsok szdmanak emelése
érdekében tett nagy 1épés volt az Agrobacterium inkubdldsa acetosyringonnal - mintegy
felkészitése a fertdzésre - igy nagyobb hatékonysigu baktérium-fertdzést értek el (Pfitzner, 1998).
A transzformdacié hatékonysagat befolydsolo tényezOkkel foglalkoztak Frary és munkatérsai

(Frary et al. 2001).

Szintén elterjedt modszer a steril novények dekapitdlds utdni fert6zése. Ennek sordn a
sziklevelek megjelenése utdn (kb. 9 napos korban) a levdgott (dekapitdlt) sziklevél alatti
szarrészeket (hypocotylokat) baktérium szuszpenzidéba madrtott steril lapocskdval megérintve
kezelik. Néhdny nap utdn a szik alatti szdrra fecskendezett antibiotikumos oldattal elolik a
baktériumokat, majd a megjelend hajtdsokat levdlasztjdk a szarrél, és megfeleld tiptalajon

gyokereztetik (Féri et al. 1993).

Ismert tovdabbd az irodalomban a lomblevelek transzformécidja is, mely sordn az elso
kifejlodott leveleket sebzik, €s fertdzik Agrobacterium szuszpenzidval. A kalluszosodast kdvetden
itt is a szelekcid, majd a kis novények kiiiltetése kovetkezik (Chunzi et a., 1995). A sziklevél
transzformécidoval szemben ez a transzformdldsi moédszer kevesebb steril ndvényanyagbodl

kiindulva t6bb fertézhetd paradicsomlevelet ad.

A stressztlirés novelése érdekében torténd paradicsom transzformdacidra tobb példat is
ismeriink az irodalombdl. Bird és munkatdrsai poligalakturondz beépitésével mechanikai
behatdsokkal és gombads fertézésekkel szemben ellendllébb paradicsomot hoztak 1étre (Bird et al.,
1998). Kathleen Pillips €s munkatérsai (Phillips et al., 2005) az AVP1 gént tiltermeltetve nagyobb
és erésebb gyokérzet kialakitasat érték el, mig Aine Plant (Plant et al., 1991) a lel6 gén és a
szarazsagtirés kapcsolatat vizsgélta. Lutfor Rathman 2005-ben publikdlta a RUBISCO és a

széarazsagtiirés kapcsolatardl késziilt poszterét.

A haszndlt transzformdaciés moddszertdl, illetve a genotipustdl fiiggden a transzformdicid
megvéltoztathatja a paradicsom ploiditasi fokat. Tetraploiditds megjelenése a transzformaciotol

fliggden 24-80 %-os is lehet (Ellul et al., 2003).
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3.11. A GENCSENDESITES LEHETOSEGEI

A géncsendesités egy szekvencia-specifikus hatds, mely az mRNS stabilitdsat vagy a
transzlacié mértékét befolydsolja, ugyanakkor érinthet homoldég DNS szekvencidkat is. Szinte az
Osszes eukaridta szervezetben miikodik, igy allatokban és gombdkban is (Fire et al., 1999,
Hammond et al., 2001). Megfigyelések alapjan két altipusa kiillonboztetheté meg, a transzkripcids
géncsendesités, melynek sordn a célgénrdl nem képzddik atirt mRNS képia (Matzke et al., 2004),
illetve a poszttranszkripcios géncsendesités (PTGS), mely a célgénrdl atirod6 mRNS-ek fokozott

lebontéasat eredményezi (Kirély, 2002).

A PTGS-re egy transzgenikus petinia novény eldallitdsakor deriilt fény, amikor a bejuttatott
chalcon-szintdz gén az endogén chalcon-szintiz (Chs) gén mikodésképtelenségéhez vezetett
(Napoli et al., 1990). A chalcon-szintdz a novényi flavonoid bioszintézis egyik kulcsenzimét
kédolja, mely a virdg szinéért, és egyes antimikrobidlis vegyiiletek termeléséért is felelds. A
tovabbi vizsgalatok azt igazoltdk, hogy a jelenséget az mRNS-ek citoplazmaban torténd lebomldsa

idézte el0, mely specifikus, €s a PTGS jelenségére vezethetO vissza (van Blokland et al., 1994).

A géncsendesités mind a fejlodés genetikai szabdlyozdsdra, mind a stresszhatdsok
kivédésére (pl virusfertdzés ellen) hatdsos modot nytjt a novényeknek, mechanizmusa egy fontos

szabdlyozasi lehetdség a transzkripcid sordn, és utdna (Gregory et al., 2008).

3.11.1 A poszttranszkripcids géncsendesités (PTGS)

A géncsendesités jelenségének vizsgalata rovid idon beliil nagy jelentdsséget kapott, mivel
a novényekben a véletlenszeri mutdnsok vizsgdlata mellett transzgenikus, célzottan

funkcidvesztéses mutansok eloallitasat is lehetové teszi.

A géncsendesitési mechanizmus sordn a DICER nevii RN4z III tipusu enzim kis 21-26
nukleotid hosszi RNS molekuldkkd, tn. siRNS-ekké darabolja a mésodlagos szerkezettel bird
RNS szakaszokat. A novényekben felhalmozddd siRNS-ek beépiilnek a PTGS masik effektor
komplexébe (RISC) amely az siRNS-ek miatt specifikusan gatolja a vele homoldgiat mutatd RNS

27



szélak kifejezodését (Brodersen €s Voinnet, 2006). Ez a gétldis a célszekvencia specifikus

vagasaval megy végbe a komplex endonukledz aktivitdsa miatt.

Egy PTGS utjan csendesitett novényi gén fenotipusa vegetativ dton torténd szaporitds sordn
megmarad az utédokban is, mig szexudlis dton torténd 6roklédése bizonytalan lehet. Mértéke
valtozhat a novény egyedfejlddése soran (Dehio és Schell, 1994), jelentkezése fiigg a kornyezeti
tényezOktdl is (Elmayan és Vaucheret, 1996). A novényi PTGS képes szisztemikusan terjedni a

novényben (Palauqui és Vancheret, 1998).
IR PTGS ttvonal

A transzgének beépiilve gyakran ugy rendezddnek ét, hogy atirasukkal spontdn dupla szald
RNS-eket (dsRNS) képeznek, melyek beinditjak a géncsendesitd mechanizmust a sejtben (Stam et
al., 1997). A csendesités hatdsfoka azonban fokozhat6, ha igynevezett ,,inverted repeat” (IR), azaz
forditott ismétlddésli szekvencia keriil beépitésre a novénybe (Waterhouse et al., 1998). A kisérleti
tapasztalatok alapjan a csendesités jobb hatdsfokd, ha a konstrukcié un. ,spacer” régidja egy
funkcidképes intront tartalmaz (Wesley, 2001). Az IR PTGS miikodése a 7. abréan az ,,a* pontban
lathato.

S-PTGS utvonal

Egy értelmes szdl (sense) beépitésével is elérhetd géncsendesités, ha ilyenkor kétszald RNS
képzddik a novényi sejtben (Dalmay et al., 2000). Ez esetben az RDR6 RNS fiige6 RNS
polimeraz felismeri az abnormadlis RNS szdlat, és kiegészit0 szalat szintetizdl hozza. Ez a dsRNS

inditja be a géncsendesitést (Gazzani et al., 2004) (1d. 5. dbra b pontja).
miRNS ttvonal

Novényekben a de novo szintetizal6d6 miRNS-ek 20-24 bazispir nagysagu, egy szalu
molekuldk, melyek szintén képesek a PTGS beinditasdra. Hatdssal vannak a fehérjeszintézisre
(Bartel et al., 2004), stresszvalaszok szabdlyoz6 elemeire (Jones-Rhoades és Bartel, 2004) és

transzkripcids faktorok akkumulécidjara (Aukerman és Sakai, 2003) (Id. 5. dbra ¢ pontja).
tasiRNS utvonal

Az un. transacting siRNS-ek (tasiRNS-ek, vagy lebonyolité siRNS-ek) funkcidéjukban a

miRNS-ekhez hasonlitanak, a fehérjeszintézisre, a transzkriptumok degradacidjara hatnak. Nem
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koédold, egyszali transzkriptumokbdl erednek (pri-tasiRNS), melyek duplaszdld RNS-ekké

képesek 4dtalakulni, igy kivaltva a géncsendesitést (Vazquez et al., 2004) (1d. 5. dbra d pontja).
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5. dbra: A poszttranszkripcids géncsendesités (PTGS) kiilonboz6 tipusai (forrds: Brodersen and Voinnet, 2006)

29




3.12. A POLIMERAZ LANCREAKCIO HASZNALATA TRANSZGEN
JELENLETENEK KIMUTATASARA

A genetikailag mddositott organizmusok kimutatdsanak problémadja viszonylag uj keleti.
Az egyik elsd publikdcié a témdban egy nagy horderejli felmérés eredményeit taglalja, melyben
29 laboratérium vett részt. Az 6 munkdjuk nyomén a széles korlien hasznalt 35S prométer és NOS
termindtor valtak kimutathatovd PCR reakcié segitségével, de mar ebben a munkdban is
jelentOséget kapott a szennyezések veszélyére vald figyelmeztetés (Lipp et al., 1999). Mivel a
PCR reakci6 igen érzékeny, fokozottan iigyelni kell a mintdk feldolgozdsitol a reakcid

0sszeméréséig minden szennyezési forrasra.

A polimeraz lancreakcié (PCR) a DNS-szdl in vitro sokszorositdsa, melyet Mullis fejlesztett
ki, a természetben lejatsz6dé DNS-replikdcié mintdjara. Mddszerének lényege, hogy a templat
DNS-szalrol két inicidl6 oligonukleotid (azaz primer) és DNS-polimerdz enzim segitségével rovid
idon beliil szdmos mdésolatot készithetiink. A primerek altal kozrefogott DNS-szakaszrél a DNS-
polimeraz enzim madsolatokat készit, melyek szama a ciklusok szdmdval exponencidlisan no

(Hajosné 1999).

A ciklusok sordn a denaturicid, tapadas és a lanchosszabbitds 1épéseit egymads utdn tobbszor
ismételni kell, igy a jelenlévd Osszes mdsolat replikdciéja megtorténik. Ezzel a technikdval tehat
pikogrammnyi DNS-b6l mikrogrammnyit lehet elddllitani par 6ra leforgdsa alatt, ez a mennyiség

pedig mar elegendd a tovabbi vizsgalatokhoz.

Az egyszerli PCR reakci6é mellett a transzgének kimutatdsira a tudomdny fejlédésével egyre
tobb mddszert, egyre nagyobb érzékenységgel alkalmazhatunk. Ezek kozott emlithetjiik a Southern
hibridizéciot, a valds idejii PCR-t, és az ELISA tesztet (Ahmed, 2002). A transzgén mennyiségének
kimutatdsara is alkalmas Real-time PCR-el torténd kimutatasrdl taldn a legbdvebb az irodalmi emlités
(Banerjee et al., 2006; Weighardt et al., 2004; Fernandez et al., 2005). A PCR reakci6 azért terjedt
el széleskorlien, mivel gyors, egyszeriien ismételhetd, és viszonylag olcs6. Manapsdg az
élelmiszer biztonsdg érdekében kifejezetten a GMO-k (Genetically Modified Organizms —
genetikailag modositott organizmusok) kimutatdsdra szakosodott laboratériumok miikodnek

orszagszerte, ahol a szennyez6 idegen DNS kvantifikdldsa is fontossa valt.
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4. KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A KISERLETI NOVENYEK JELLEMZESE

Arabidopsis thaliana cv. Columbia cbp20 mutéans

Az Arabidopsis cbp20 mutans levélformdja a vad tipusu Aradidopsis-t6l eltérden szeldelt. A
novény szine kissé zoldebb, felépitése kompaktabb. Fejlodése lassabb mint a vad tipusé, a teljes
kifejlodés koriilbeliil 1 héttel tovabb tart, ezt kordbbi vetéssel kompenzaltuk kisérleteink soran.
Magszama eredményeink szerint nem tér el az alapfajtdl, csirdzoképessége az altalunk alkalmazott
koriilmények kozott anndl valamivel alacsonyabbnak bizonyult. Tolerdns a szdrazsig stresszre

(Papp et al. 2004).
Arabidopsis thaliana cv. Columbia era-1 mutans

Az Arabidopsis era-1 mutans levélformdja szeldelt. A névény hasonlé termetii mint a vad
tipusu Arabidopsis. A mutans az ABA jelatvitelben résztvevo farnezil-transzferaz B alegységében
hibds miikodésti. Ennek kovetkeztében ABA tilérzékeny, ami mellett fokozottan szdrazsagtiird

fenotipus jellemzi (Cutler et al., 1996).
Paradicsom (Lycopersicum esculentum cv. Ailsa craig):

A paradicsom a burgonyafélék csalddjdba tartozé novény, DéEl- és Kozép-Amerikiban
dshonos, hosszu tenyészidejli, melegigényes novény. Az Ailsa craig folytonnové paradicsomfajta,

mely a genetikai transzformdci6 gyakori alapanyaga.

4.1.1. Arabidopsis novények nevelése

Kisérleteink sordn az Arabidopsis thaliana cv. Columbia cbp20 és era-1I mutdnsokat
vizsgaltuk, melyek kontrolljaként Arabidopsis thaliana cv. Columbia novényt hasznaltunk, mint

vad tipust.
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A novényeket rovidnappalos fényviszonyok mellett neveltiik fold — perlit 3:1 ardnyud
keverékében, Conviron novényneveld kamrdban (10 6ra fény, 14 ora sotét) négy héten at. Az
otodik héttdl hosszi nappalos megvilagitast alkalmaztunk (16 6ra fény, 8 6ra sotét). A vad tipusu
novényeket minden alkalommal nyolc hetes korukig neveltilk, mig a mutdnsokat — lassabb
novekedésiiket ellensilyozandd — kilenc hétig, a kezelések megkezdése eldtt. A novényneveld
kamrdkban kb 65%-os relativ pdratartalom mellett 21 °C-os hdmérsékletet biztositottunk, a

fényerésség 120 uEinstein m™~ s volt.

A vizsgalt egyedeket mindig azonos méretli tenyészedényben neveltilk, egymadssal

megegyez0 tomegl talajban.

Ultetés

A kompeticids kisérletekhez 9 novényt iiltettiink egy tenyészedénybe, a 6. dbra szerint. Az
élettani paramétereket Osszehasonlité miiszeres méréseket az A és B elrendezés szerint vetett

novényeken végeztiik.

4 4
W W W M M M W M W
W W W M M M M W M

W W W M M M WM W
/. VAN /

6. dbra: A mutdns (M) és a vad (W) tipust Arabidopsis-ok iiltetése

Szarazsagstressz és vizutanpotlas

A kisérleti novényeket a mérések kezdetéig normdl vizelldtottsdg mellett neveltiik. A

szaritasi kisérlet kezdetén szant6foldi vizkapacitdsig locsoltuk be a novényeket, majd a tovabbi
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vizellatast teljesen megsziintettiikk, és elkezdtiikk vizsgédlni a kiilonbozo élettani paraméterek

valtozasit a novények kiszdradasa soran.

A csokkentett vizutdnpotlasos  kisérleteknél  eldkisérletek sordn megmértik a
tenyészedények stlyat a szant6foldi vizkapacitasig locsolt novényeknél, majd a kiszéradds sordn
tobb napon at. Ebbdl kiszamitottuk az egy tenyészedényben 1évé novények altal elparologtatott
viz 4tlagos napi mennyiségét. Ennek a vizmennyiségnek a felét (kb 40 ml-t) osztottuk 9 felé,
mivel 9 novény parologtatott a tenyészedényben, és ezt adagoltunk naponta egyesével a novények

gyokérzete mellé injektalva.

4.1.2. Paradicsom novények nevelése

A magfogasra tartott paradicsom novényeket iiveghdzi koriilmények kozott virdgfoldben
neveltiik a termés kifejlodéséig. A természetes pektin-bevonattdl megtisztitott magvakat hipoval
torténd sterilezést kovetden MS téaptalajra vetettiilk (Osszetételét 1d. Melléklet M/3.), és ott tiz

napig neveltiik. A megjelend szikleveleket hasznéltuk fel a transzformdcidhoz.

4.2. MODSZEREK

4.2.1. A HASZNALT MUSZEREK ATTEKINTESE

A kovetkez6 tablazatban az Arabidopsis thaliana cv. Columbia és Arabidopsis thaliana cv.
Columbia cbp20 illetve era-1 mutansokon végzett szdritdsos, illeve a csokkentett vizutanpo6tlasos

kisérletek sordan hasznélt miiszerek és mérési modszerek Osszefoglaldsa lathat6 (1. tablazat).

Vizsgdlataink sordn minden kisérletet 4 alkalommal ismételtiink meg, mindegyiket 10
technikai ismétléssel végeztik. Az eredményeket statisztikai probdkkal analizdltuk, hogy
megtudjuk van-e szignifikdns kiilonbség a mért adatok kozott. Ehhez a Microsoft Office 2007
Excel program statisztikai probait hasznéltuk, F probdval ellendriztiik a mintdk normalitasat, és T

prébaval hasonlitottuk Ossze a eltérd kezelések hatédsat kiilonbozo szignifikanciaszintek mellett.
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1. tdblazat: Az Arabidopsis novények fitnesszének vizsgalatara haszndlt miiszerek és a veliik mért paraméterek

0sszefoglal6 tdblazata

Mért paraméter Méromiiszer
Klorofill fluoreszcencia @PSII, gP, Fv/Fm Hansatech FMS 2.
Fotoszintetikus aktivitds A ADC Lci
Termolumineszcencia TL Hamamatsu photomultiplier
H5701-50
Vizpotencial Vizpotencial [MPa] Scholander bomba — PMS 610
Foldtomeg mérése tomeg [g] Gravimetrikus meghatérozas

4.2.2. A fotoszintézis mérésére hasznalt miiszerek altalanos jellemzése

A fotoszintetikus paraméterek vizsgdlatdra haszndlt miszerek gyakran a pdarologtatds
mérésére is alkalmasak (porométer funkcid). Ezeknél a berendezéseknél a mérdfej kamrdjaba kell
helyezni a mintdt, amiben a ndvény megvdéltoztatja a gaz Osszetételét, amit a miiszer érzékel. A
legelterjedtebb ilyen miszertipus a nyitott gazdramoltatdsi keringetés méromiiszer. Ez
meghatarozott osszetételli és dramlasi sebességli gazt hajt 4t a mérdkamran, ahonnan a géz kijut a
levegébe. A bedraml6 és kidramlé gaz CO, és H,O koncentracidjat infravorés gazanalizatorok
mérik. A mért értékekbdl kiszamithaté a ndvény fotoszintézisének és parologtatidsanak mértéke,

valamint tobb ezekhez kapcsolédd paraméter.

Tobb elénye van a nyitott rendszerii miiszereknek a zartakkal szemben. Ezek a mért
értékekbdl azonnal szarmaztatjdk a paramétereket, tobbféle mérdfejet haszndlhatunk veliik, a
mintdk nem sériilnek a mérés folyaman, igy ugyanazt a levelet tobbszor is megmérhetjiik,

mindemellett jol bedllithat6 koriilményeket tudunk teremteni a mérOkamraban.
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4.2.3. Infra-voros gaz analizis

Az infravords géz analizdtorok (IRGA) mérési elve azon alapul, hogy a heteroatomos
molekuldk, mint a CO,, H,O, NO adott hullimhossz sdvban elnyelik az infra-voros sugarzdst. A
miszer az aramlasvezetd cs6ben haladé CO, és H,O jelenlétét érzékeli oly mdédon, hogy a csé
egyik végében infra-voros érzékeld, a masik végében infra-voros fényforrds van. Ezeknek a
molekuldknak a jelenlétében az érzékeldn az azokra jellemz6 hullimhosszon a koncentraciotol és
a cso hosszatdl fliggd fényelnyelési érték mérhetd. Tobb tipusti IRGA analizétor is elérhetd, mi a

vizsgalataink sordn az ADC cég LCi berendezését hasznaltuk (7. dbra).

A novények a kornyezeti hatdsokra viszonylag gyors valaszokat képesek adni. Az infravoros
gazanalizissal torténd méréseknél nagyon fontos, hogy a lehetd legkevésbé valtoztassuk meg a
kornyezetet, amikor a mérés kezdetén a mérékamraba helyezziik a novényt. Ezért példaul a mérés
referencia levegd mintdjat a berendezés hosszi rddon at veszi, hogy a kisérletezd 1égz€sébol
szarmaz6 CO, hatdsét elkeriiljék. Szintén fontos a homérséklet j6 bedllitdsa, és dlland6 szinten
tartdsa. A mért fotoszintézis er0ssége a mintét érd fényintenzitastdl fiigg. Ezt a miiszer érzékeli és
regisztrdlja. JO1 0sszehasonlithaté méréseket dllandé fényerdsség mellett célszerli végezni. Ezt a
mi esetiinkben a novényneveld kamra biztositotta, aminek dllandé megvilagitdsa alatt végeztiik a

méréseket.

7. ébra Az LCi késziilék mérdfeje hasznalat kozben

Az LCi késziilékkel a mérés kb 2 percig tart, ami alatt dllandé levegOkeringetést biztosit a

kamrdba épitett ventillitor. A miiszer a gdzok koncentriciéja mellett a hémérsékletet, a
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légnyomast, és a fotoszintetikusan aktiv fénysugarzast is méri. A mért értékekbdl kiszdmitja
tobbek kozott a fotoszintetikus aktivitast (A), a sztdmakonduktanciat (Gs), és a levél belsé CO,

koncentracigjat (Ci).

4.2.4. A klorofill fluoreszcencia mérésének alapjai

A Kklorofill fluoreszcencia mérése sordn a novényi fotoszintetikus rendszerek azon
tulajdonsagat hasznéljuk ki, mely szerint a fénygylijté pigment-rendszerbdl a bejutd fényenergia
harom kiilonb6z6 moddon tavozik. Az egyik a fotokémiai reakcidk energidjaként torténd
hasznositds, melynek sordn a klorofillok 4ltal elnyelt foton energidja elektront gerjeszt, ami igy
atadodik a fotokémiai rendszer egyes komponenseinek a PSII-ben, majd a PSI-ben. A beeso
fénybdl felfogott "felesleges" energiat — azaz a reakcidcentrumok zdrodasa utdan megmaradé
energiat — kétféle modon sugéarozhatja ki a névény. A hd formdjaban torténd kibocsatds kevésbé
jol mérhetd, mig a fény formdjdban torténd energiavesztést konnyen nyomon kovethetjiik. Ennek
hulldmhossza ugyanis jellemz0d, mindig hosszabb a beesd fény hullamhosszéanal. A felfogott és a
kibocsatott fény hullimhossza kozotti kiillonbség megkonnyiti az érzékelést annak ellenére, hogy a
klorofill fluoreszcencia mértéke a besugarzott fényhez képest viszonylag kicsi. A besugarzott fény
ismeretében a novény 4ltal kibocsétott fluoreszcencia jol jellemzi a fotoszintézis mukodését.
Kovetkeztetni tudunk a fotoszintetikus apparatus, ezen beliill az elektrontranszportldnc
miikddésére, a zart €s nyitott reakcidcentrumok ardnyara, és még sok jellemzd értékre. Az uj
miuszerek ,,modulalt” (ki- és bekapcsolt) fényforrast hasznédlnak, és az érzékelok a mérdfej altal
gerjesztett fluoreszcenciat mérik. A kisérlet kezdetén a mért levélfeliiletet dltaldban sotétadaptalni
kell, de bizonyos fluoreszcencia paraméterek megvilagitva, igy a terepen napfény mellett is

mérhetoek.

A mérés sordn a méréfej bekapcsoldsa €s a sotét adaptélt minta expozicidja utdn mériink
egy minimdlis fluoreszcencia szintet (F,), majd egy telitd villan6fény bezdrja a
reakciocentrumokat, €s igy mérhetiink egy F, értéket. A kovetkezd Ot percben a miszer
fotoszintetikusan aktiv fényt bocsat a mintara, és idokozonként telitd fényvillandsokat is alkalmaz.
Ez utébbi segitségével hatdrozza meg a fénynek kitett maximalis fluoreszcencia értéket (F ).

Kozvetleniil a villanas el6tt mérhet6 az F, érték.
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A PSII hatasfoka a kdvetkezo képlet segitségével szamithaté ki:

Opsi= (Fm—F)/ F

A Opsyp megadja a PSII-ben taldlhat6 klorofillok fényelnyelése €s a fotokémiai reakciokhoz

felhasznalt energia ardnyat, utal a lineéris elektrontraszport (J) mértékére, illetve a fotoszintézis

mikodésére. Normdl koriilmények kozott ez az érték Osszefiiggésben van a CO,-kotés
hatdsfokdval. Mindezen tulajdonsdgai miatt a (psy alkalmas a fotoszintetikus kapacitds

kiszdmitdsara is.
A fotokémiai kioltas (qP) meghatdrozasa a kovetkezd képlet alapjan torténik:

qP = (F o — F)/(F 1, — F )

A P érték utal a nyitott reakcidcentrumok ardnyédra, mig 1-qP a zart reakciécentrumok
ardnydra. Gyakran publikalt paraméter az F,/F,, , mely a PSII valddi teljesitményét jellemzi, ha

minden reakcidcentrum nyitva van. Kiszamitdsi médja:

Fy/Fi = (Fin — Fo)/Fry = Opsii/qP

Az F./F, érték valtozasat a nem-fotokémiai kioltas hatasfokanak valtozasa is okozza. Ez

az érték a legtobb novényfajnal 0,83 koriil optimalis.

Az F, érték meghatdrozasdhoz a sotétadaptalt ndovényeket tavoli vords fénynek teszik ki,
melynek hulldmhossza >680nm koriili. Ez a beépitett funkcié szintén megtaldlhaté a

fluoriméterekben.

A nem-fotokémiai kioltds mérésére a legegyszerlibb mddszer az F,, érték valtozdsainak

mérése a végso F ,, értékéhez viszonyitva a kovetkezd képlet hasznélata:
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NPQ = (F°, —F )/ F oy

Az NPQ egyenesen ardnyos a hokibocsatassal, egy atlagos novénynél, telité megvilagitasnal

0,5 — 3,5 kozott alakulhat, de ez a novényfajtatdl és a novény allapotatdl fiiggden valtozhat.
FMS2 miiszer

A méréseink sordn alkalmazott miiszer (FMS2) egy moduldlt miikkodésti fluorométer. A
konzol és a hozza csatlakoztathaté méréfej mellett egy akkumulétor egésziti ki, mely szabadfoldi
mérésekre is alkalmassd teszi. Moduladlt mikodésl, tartalmaz egy 594nm hulldmhosszu, ki-
bekapcsolhaté fényforrast. Ezen feliil egy kettds funkcidji halogén lampat, aktinikus és villand
funkcidval, valamint két LED fényforrast. Az egyik egy 470nm hullimhosszisagi kék LED, a
masik egy 735nm hulldmhosszi tdvoli-vords a PSI referencia gerjesztéséhez. A mérdfej
szaloptikaval csatlakoztathaté a konzolhoz, a mérések sordn a sotét-adaptaciohoz levélklipszeket

hasznalunk (8. abra).

f'

4

f:AlL .

8. dbra Sotét-adaptalt mérésekhez hasznalhat6 levélklipsz
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A miszer két kiillonbozé mddon vezérelhetd: RS232 csatlakozassal Windows operacios
rendszerii szamitogéprol, vagy a konzol irdnyito billentyliinek segitségével. Szamitégéprol torténd
vezérlés sordn manudlisan irdnyithaté minden fény- és mérési funkcio, egy grafikus felhasznal6

feliileten keresztiil. A muszer a kovetkezd paraméterek mérésére alkalmas:
-sotét-adaptalt paraméterek: Fo, Fy, Fy, F/Fy,
-fény-adaptalt paraméterek: F;, Fm‘, FO‘, FV‘, FV‘/Fm‘, Opsir

-kioltési koefficiensek: qP,qNP,NPQ

4.2.5. Vizpotencidl mérés Scholander bombaval

A levél vagy mds levdlasztott novényi szerv teljes vizpotencidljdnak mérésére az 1960-as
évektdl kezdddden hasznéljdk az un. Scholander bombat. A mérés elve az, hogy a levélre kiilsd
nyomadst alkalmazunk addig, amig a levélnyélbdl az elso csepp nedv megjelenését tapasztaljuk. Az
ekkor alkalmazott nyomdst leolvassuk, ami megegyezik a levél edénnyaldbok vizpotencidl

értékével.

A mérés sordn a frissen levagott levéldarab levélnyelét egyenes véagasi felszinnel elvagjuk,
és a mérokamraba helyezziik, légmentesen razarva a kabin tetejét ugy, hogy a novény friss vagasi
feliilete a szabad levegdn legyen. Ezt kovetden a kamrdba siliritett nitrogént vagy levegot
engediink, és nagyitéval nyomon kovetjik a nedv megjelenését. A névekvd nyomds hatdsara
megjelend csepp jelzi, mikor értiik el a novény vizpotencidl értékét, ekkor kell leolvasni a gép
altal jelzett nyomast. A mérés pdr percet vesz igénybe, €s jOl jellemzi a novény vizellatottsagat (9.

abra).
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Gumi tomitdgyard

MNyomasmerd
szelep

|~ Suritett
nitrogén

5.3
MNyomaskamra

9. dbra Scholander bomba (nyomaskamra) vizpotencialmérd berendezés miikodési elve

4.2.6. Termolumineszcencia mérésére hasznalt miszer

Vizoszlop

A megndve-/
axilemben levagasa

kedett nyo-

A méréseket egy laboratériumi miiszer-osszedllitassal végeztiik (Ducruet és Miranda,1992;

Vavilin, 1998; Janda 2000). Egy erdsitdhoz csatlakoztatott Hamamatsu H5701-50 photomultiplier

késziilék detektdlta a biolumineszcencidt. A homérséklet szabdlyozasihoz 4 x 4 cm-es Peltier

elemet (Marlow Instruments, Dallas, Texas, USA) hasznaltunk. A mérést 2 6ran at sotét-adaptalt

novényi mintdn végeztiik, melyet egy gumigytiri és Pyrex-ablak szoritott neki a lemeznek. 0,1 °C-

ra hiitottilk a mintdkat, mikozben egy PAM 102-FR fényforras tavoli-vords fénnyel vildgitotta

Oket. Ezutan fél ordval kezdtik a mérést, mikozben masodpercenként 0.5°C-al emeltiikk a

homérsékletet.
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4.3. AZ EZERMAGTOMEG, A FRISS ZOLD TOMEG ES A CSIRAZOKEPESSEG
MEGHATAROZASA

Vizsgalataink sordn az ezermagtomeget 3 biologiai- és 3 technikai ismétlésben hatdroztuk
meg. A novények friss zold tomegét 8 hetes felndtt novényeken mértiik 3 bioldgiai— €s 5 technikai
ismétléssel. A csirdzoképesség meghatdrozdsiara 100 magok vetettiink el, és megszamoltuk a

kikel6 egyedek szamdt, 3 biologiai— és 5 technikai ismétléssel.

4.4. GENSEBESZETI ELJARASOK

4.4.1. A génkonstrukcidk el6allitdsdhoz felhasznélt vegyszerek

A Kkisérletek sordn haszndlt restrikcids endonukledzokat, T4 DNS-ligdzt, Taqg-polimerizt,
dNTP nukleotidokat, valamint az enzimreakcidkhoz és a PCR-ekhez sziikséges valamennyi

pufferoldatot az MBI Fermentas (Biocenter Kft) széllitotta.

4.4.2. Az alkalmazott baktériumtorzsek

Az Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) baktérium torzset haszndltuk fel a

génkonstrukcidk szelekcidjara és szaporitisara.

A novénytranszformacidhoz Agrobacterium tumefaciens LBA4404-es torzsét hasznaltuk,

melyet Dr Gyogyey Janos bocsdjtott rendelkezésiinkre.

A baktériumok felszaporitisdhoz 2TY taptalajt haszndltunk (leirdsat lasd a mellékletben
M/3). A baktériumok szelekcidjdhoz ampicillin, kanamycin, rifampicin, illetve hygromycin

antibiotikumokat alkalmaztunk (SOTE Gydgyszerellato).
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4.4.3 A kisérletek sordn hasznalt plazmidok

A pBluescript®II pKS plazmid vektort (ampicillin rezisztencia, kék/fehér szinszelekcio) a
Stratagene-tdl véasaroltuk. Novényi vektorként pCAMBIA 1300 plazmidot hasznaltunk (Cambia
BioForge) 35S prométer és 35S termindtor elemekkel kiegészitve. E mellett a paradicsom

szekvencia elemeket pCP60 jelii bindris vektorba is beépitettiik (1d. M/9)

4.4.4. DNS kivonas

A bakterialis plazmid DNS kivondsdhoz a Qiagen Qiaprep Spin Mini Kit®-jét hasznéltuk.

A mintékat agaréz gélen futtatva ellendriztiik.

A transzgenikus novények kimutatdsdhoz tobb DNS kivondsi mddszert kiprébaltunk.
Eldzetes eredményeink szerint a Qiagen cég DNeasy Plant System Mini Kit DNS-kivon6
rendszerét taldltuk a legjobbnak (Qiagen 2000), igy a tovabbiakban munkénk sordn ezt a mddszert

alkalmaztuk.

4.4.5. PCR reakci6 novényi DNS templéton, szekvencia meghatdrozas

Munkénk sordn sajit tervezésii inditdszekvencidkat haszndltunk (Sigma) (1d. M/2). A
reakcibhoz haszndlt enzimet, illetve a PCR egyéb 0Osszetevdit a Fermentas-t6l (Biocenter)
vasaroltuk. A PCR termékeket 1,5 %-os agardz gélen valasztottuk el (Duchefa) és ethidium-
bromiddal festettiik meg. Az ellendrizni kivant szekvencidkat a Biomi Kft (G6doll) segitségével

hataroztattuk meg.

4.4.6. Escherichia coli és Agrobacterium tumefaciens transzforméldsa

A baktériumok transzformdldsdra az ugynevezett hOsokk modszert alkalmaztuk. Ennek

soran Escherichia coli baktériumot 50mM CaCl, oldatban mostunk, majd inkubaltunk. Az igy
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késziilt 50 pl kompetens sejthez steril koriillmények kozott 2 ul plazmidot adtunk. Ovatos keverést
kovetéen a mintdt 30 percig jégen tartottuk, majd 2 percre 42 °C-os hésokknak tettiik ki. Ezt
kovetden S5 percre visszahelyeztiik jégbe a baktériumot, és steril kémcsobe 1 ml folyékony 2TY
taptalajt ontottiink rd. Egy 6rdn &t razattuk 37 °C-on 150 rpm-en, majd az oldatot LB szildrd
taptalajra szélesztettiik, mely a plazmidra specifikus antibiotikumot tartalmaz és 37 °C-on
neveltiik. A lemezen az antibiotikumnak kdszonhetéen csak azok az Escherichia coli baktériumok
alkotnak telepeket, melyek tartalmaztdk a transzformdlt plazmidot, €s annak révén kifejezik az

antibiotikum-rezisztenciat.

A transzformacié az Agrobacterium tumefaciens LBA4404 torzs esetében is hasonldan

zajlik, 37°C helyett 30°C-os inkubélast alkalmazva (részletesebben 1d. M/4-5.).

4.4.7. Paradicsom €s burgonya géncsendesitd konstrukci6 készitése

Az Arabidopsis CBP20 gén homoldgjat paradicsomban a BLAST program segitségével
kerestiilk ki az adatbdzisbol. Az CBP20 génnel 78%-os homoldgidt mutatnak a paradicsom
TC171884 és TC187934 jelli atfedo EST-k (Expressed Sequence Tags — kifejez6dd géndarabok,
cDNS szekvencidk). Ezekre a szekvencidkra olyan primerparokat terveztiink, amelyek
géncsendesitd konstrukcid 1étrehozédsara alkalmas génszakaszokat emelnek ki a génbdl (LeCBP1
és LeCBP2, LeCBP3 és LeCBP4 szekvenciaadatokat 1d. M/2). Fiatal paradicsomnovénybdl (Ailsa
Craig fajta) RNeasy (Qiagen) kit segitségével RNS-t tisztitottunk, errdl reverz transzkriptdz enzim
segitségével cDNS-t készitettiink. A fenti primerekkel kiemelt paradicsom géndarabokat pKS II
(Stratagene) vektorba klénozva, azokbdl forditott ismétlédésii konstrukciét allitottunk eld. Ezt a
35S prométert €s ndvényi termindtor régiot tartalmazé pCAMBIA1300 illetve pCP60 binéris

vektorokba klénoztuk at.

Burgonya EST szekvencidkat vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy a paradicsomban talalt
szekvencidk 100%-os homoldgidt mutatnak a burgonya Stu.3353 jelii génjével. Ugyanez a

csendesitd konstrukci6 tehdt burgonyaban is alkalmazhaténak tlint.
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4.4.8. Rizs géncsendesitd konstrukcid készitése

Munkénk sordn az Arabidopsis thaliana cv. Columbia CBP20 génjét BLAST adatbazisban
vetettilk Ossze a rizs genomjaval, homol6g szekvencidt keresve. Az in silico vizsgilat szerint a
CBP20 gén ortoldgja a rizsben az 0Os02g39890 jelii szekvencia lehet. Ennek csendesitésére

forditott hajtli struktirdji génkonstrukciot terveztiink.

A rizs 0s02g39890 gén egyik darabjat a genombdl Crl-Cr2 inditészekvencidkkal PCR
reakciot haszndlva emeltik ki. A gén ezzel 4tfedd masik részét Crd illetve Cr6
inditészekvencidkkal amplifikdltuk (az inditészekvencidk szekvenciaadatait 1d. M/2). Az igy
kapott PCR termékeket GFX oszloppal (GE Healthcare) tisztitottuk, majd pKSII vektorba
klénoztuk. Alkalmas restrikcids hasitasi helyek segitségével a kldénozott darabokbdl egy intron
spacert is tartalmaz6 forditott ismétlodésli konstrukcié volt Osszedllithatd, melyet egy 35S
promotert és novényi termindtor régiot tartalmazé pCAMBIA1300 binéaris vektorokba helyeztiink

at.
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4.5. PARADICSOM TRANSZFORMACIO

4.5.1. Steril magvetés

Munkénk elsd 1€péseként Ailsa Craig fajtaji paradicsom magokat sterileztiink 5%-os HYPO
oldattal, 0,01% Tween 20 detergens jelenlétében 10 percen 4t. Ezutdn a magokat steril desztillalt
vizzel 3x atoblitettiik, majd cukrot nem tartalmazé szildrd MS téptalajra vetettiik, egy kis méretii

beféttes tivegbe (lasd 10. dbra).

10. abra: Steril paradicsom magok MS taptalajra vetve

A paradicsom csirandvényeket 9 napig neveltiik ilyen koriilmények kozott.

4.5.2. Sziklevél transzformacid

A vetéstdl szamitott 10. napon a magokbol fejlodd kis novények szikleveleit egy éles szike
segitségével eltavolitottuk, és Ovatosan beirdaltuk. Ezeket a leveleket egy uj taptalajra, MS1-re

helyeztiik (6sszetételét 1d. M/3) a kovetkezd 2 napra.
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11. dbra: A paradicsom sziklevelek kozvetleniil az Agrobacterium-mal torténd fertdzés elott

A novényi genomba beépiteni kivant konstrukciot tartalmaz6 Agrobacterium tumefaciens
LBA4404 kultirat inditottunk 20 ml folyékony 2TY tdptalajban, és két napig 30 °C-on razattuk
150 rpm sebességgel. Ezt kovetden lecentrifugdztuk a baktérium-oldatot, majd egy inkubdcids
taptalajban oldottuk fel ismét, mely jobban eldsegiti a baktérium fertdzoképességét, mivel
acetosyringont is tartalmaz (Id. M/3). Ebben a tdptalajban razattuk a baktériumot 30 °C-on 150
rpm sebességgel rovid ideig, majd 8000 rpm-el lecentrifugdltuk. A baktériumot 3%-o0s
cukortartalmi MS taptalajban (1d. M/3) oldottuk addig higitva, mig ODgqo értéke elérte a 0,1-t.

Az MSI1 téaptalajon 1évO szikleveleket ebbe a hig baktérium-tenyészetbe tettiik, és egyiitt
razattuk tobb 6ran at, majd steril szlirOpapirra leitattuk a felesleges nedvességet a levelekrol, és
visszatettilk az MS1 tdptalajra. Két napig egyiitt neveltiikk a novényeket és az Agrobacteriumot,
majd szelektiv tdptalajra helyeztiik 4t a szikleveleket, mely a baktérium elpusztitidsara Claforan
antibiotikumot tartalmazott (1d. M/3) (11. dbra). Egy hét mualva mdsik tdptalajra helyeztiik a
novényi részeket, amely mar Kanamycint is tartalmazott, igy a szelekciés nyomds miatt a nem

transzformalt novényi sejtek fokozatosan elhaltak.

Par hét elteltével a leveleken kallusz jelent meg, majd kis novényeket sikeriilt regenerdlni
(12. dbra). A tovébbi in vitro munka sordn kiilonb6z6 hormondsszetételli tdptalajokat hasznéltunk

a novények igényeinek megfelelden. A hajtastengellyel nem rendelkezd, vélt transzformansoknal
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1 hetes gibberellin-kezelést alkalmaztunk, mig a gyokeret nem fejleszté novénykezdeményeket

atmenetileg (1-2 hétre) hormonmentes téptalajon neveltiik.

12. abra: A kalluszokbdl a sziklevél transzformaciot kovetben

kifejlédo paradicsom novények

A gyokeresedési fazisba 1épve a novények auxin tartalmu téptalajra keriiltek, ahol 1-2 hét
alatt kifejlédtek azok a gyokerek(13. dbra), melyekkel a ndvények képessé viltak az tiveghdzi

kortilmények kozotti életre.

13. abra: Sziklevél Agrobacteriumos transzformaldsa utan kifejlodott vélt transzforméns paradicsom novény

Az liveghdzi kililtetés sordn a novényeket kisméretli cserépbe iiltettiik, és 4-5 napig atlatszé

folidval takartuk a megfeleld pdratartalom fenntartdsa céljabdl. Gondoskodtunk a folyamatos
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vizellatasrol. A kiiiltetést kovetd 8. héttél megkezdtiik a tdpoldatos locsoldst is a paldntak

gyorsabb fejlodése érdekében.

4.5.3. Levél transzformacio

A paradicsom levél transzformdcié sordn szintén steril koriilmények kozott vetett Ailsa
Craig fajtdju paradicsomot hasznéltunk fel, ennél a mddszernél azonban legaldbb 2 hétig kellett
nevelni a kikeld novényeket fényszobaban. A kifejlddd lombleveleket levagva ennél a modszernél

4 levelet tudtunk hasznalni névényenként.

A leveleket a f6ér mentén tobb helyen bevagdostuk, és MS taptalajra helyeztiik a fonakkal
lefelé. Két nap mulva a fert6zést a sziklevél transzformdciondl részletezett modon végeztiik, és a

levéldarabokat a késobbiekben is az eldzdekben leirt tdptalajokon neveltiik (1d. M/3).

A meggyokeresedett vélt transzformdns novényeket tiveghazba iiltettiik ki.
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5. EREDMENYEK

5.1. ARABIDOPSIS THALIANA CV. COLUMBIA VAD FAJ ES A ¢bp20 MUTANS
FITNESS PARAMETEREK MUSZERES VIZSGALATAI

A fold és perlit keverékébe iiltetett 1udfli novényeket felneveltiik, majd teljes
vizmegvondssal szdrazsigstressznek tettiik ki Oket. A novények kezdeti vizpotencial értékei
szignifikdnsan nem tértek el egymastdl, a vizutanpo6tlds megsziintetése utdn jelentds kiillonbséget a
negyedik, illetve az o6todik naptdl érzékeltink a kontroll (vad tipusd) és a cbp20 mutans
Arabidopsis novények kozott. A mutans novények vizpotencidlja a kisérlet végéig nem mutatott
jelentds csokkenést a kezdeti értékhez képest, mig a vad tipust névények esetében a vizpotencidl
értékek -5 Bar értékig is visszaestek (14. dbra). Ezt a miiszeres mérést vizudlisan is nyomon
kovethettiik, mivel az 6todik naptdl szabad szemmel is lathatova vélt a vad tipusi novények

turgorvesztése, ami a mutans novényeken nem volt megfigyelhetd.

@ Col-0
W cbp20

Vizpotencial [Bar]

Eltelt id6 [nap]

14. abra Vizpotencidl értékek alakuldsa a mutdns (cbp20) és vad (Col-0) tipusi Arabidopsis ndvényekben
szdrazsagstressz hatdsdra (a * -gal jelolt adatsorok kozott p<0,5 szignifikanciaszint mellett F préba és T préba

alkalmazasaval eltérés mutathato ki)
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A mutins és kontroll novények fotoszintetikus aktivitdsat LCi késziilékkel kovettiik
nyomon. JOl 6nt6zott dllapotban nem volt megfigyelhetd jelentOs kiilonbség a novények kozott,
szérazsdg hatdsdra azonban a hatodik naptdél kezdve a mutdns fotoszintézise jelentdsen aktivabb
maradt a vad tipusndl, bar a mutdnsban is megfigyelhetd volt az aktivitds fokozatos csokkenése

(1d.15. abra)

6 *k
£ 5] &
= "
;c\g“” =+ | | @ Col-0
(1]
g=03" m Cbp20
< £ 01
® 2
€514
lgé
g 0°
° 1 2 3 4 5 6 7 8

eltelt id6 [nap]

15. 4bra Fotoszintetikus aktivitds alakuldsa a mutdns (cbp20) és vad (Col-0) tipust Arabidopsis névényekben
szdrazsdgstressz hatdsdra (a ** -gal jelolt adatsorok kozott p<0,1 szignifikanciaszint mellett, a ***- al jelolteknél

p<0,01 szignifikancia mellett F préba és T proba alkalmazdsdval eltérés mutathaté ki)

A fotokémiai kioltds FMSII miiszerrel mérve a kontroll (vad tipusi) €s mutdns mintdkban is
csokkent a harmadik naptdl kezdve, a csokkenés azonban a kontroll ndvények esetében joval
jelentOsebb lett a kisérlet végére. Szignifikdns kiillonbséget azonban csak a hetedik napon tudtunk

mérni (Id .16. abra).
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' m Col-0
m cbp20
0 3 5 7

Eltelt id6 [nap]

16. dbra Fotokémiai kioltds alakuldsa a mutans (cbp20) és vad (Col-0) tipust Arabidopsis novényekben
szarazsagstressz hatdsdra (a * -gal jelolt adatsorok kozott p<0,5 szignifikanciaszint mellett F préba és T préba

alkalmazasaval eltérés mutathat6 ki)

Az Fv/Fy érték fontos mutatéja a fotoszintetikus rendszer milkodésének, azonban
kisérleteink sordn mértéke csak a kontroll novényeknél, és csak erds szdrazsdgstressz

kovetkeztében csokkent mérhetden. A szdrazsiagstressz korai hatdsainak kimutatdsidra nem volt

0,8
0,6
@ Col-0
0,4 B cbp20
0,2
0 i
0 3 5 7

Eltelt id6 [nap]

alkalmas (17. abra).

Fv/Fm

17. abra Fv/Fy; érték alakuldsa a mutdns (cbp20) és vad (Col-0) tipusi Arabidopsis novényekben
szarazsagstressz hatdsara
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A Ppg;p paraméter a mérés 6todik napjatdl kezdett kiilonbséget mutatni a két minta kozott,
azonban a mérések nagy szérdsa miatt ez a paraméter nem bizonyult elég megbizhaténak.
Statisztikailag értékelve az eredményeket azt taldltuk, hogy csak a hetedik napon mérhet6 igazi

kiilonbség a ®pgy; paraméterben a vad tipusu ladfi, illetve a cbp20 mutans ludft kozott (18. dbra).

@ Col-0
o
® 04 W cbp20
e
0,2 -
0 ‘
0 3 4 6 7

Eltelt id6 [nap]

18. abra: A ®pgy paraméter alakuldsa a mutans (cbp20) és vad (Col-0) tipust Arabidopsis novényekben
szarazsagstressz hatdsdra (a ** -gal jelolt adatsorok kozott p<0,1 szignifikanciaszint mellett F préba és T préba
alkalmazasaval eltérés mutathato ki)

A nem-fotokémiai kioltds a mutdns novényekben a kezdeti allapottél magasabb értéket
mutatott mint a kontroll esetében. Ezek az értékek a szdrazsdg hatdsara mindkét mintdnal a
negyedik, 6todik naptdl kezdve emelkedni kezdtek. A vad tipusu ludfli a hatodik naptdl kezdve
mutatott egyezést a chp20 mutéans ludfiivel a nem-fotokémiai kioltds tekintetében, azaz bizonyos
széarazsagstressz hatdsara — melyre a hatodik napon jutott el a n6vény — mar a mutdnssal egyenld

mértékben reagélt ez a fotoszisztémdt jellemzd paraméter (Id. 19. dbra).
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Eltelt id6 [nap]

19.4bra A nem-fotokémiai kioltds alakuldsa a mutdns (cbp20) és vad (Col-0) tipust Arabidopsis nbvényekben
szdrazsagstressz hatdsdra (a * -gal jelolt adatsorok kozott p<0,5 szignifikanciaszint mellett F préba és T préba

alkalmazasaval eltérés mutathato ki)

Termolumineszcencia paramétereket is rogzitettiink a Hammatsu photomultiplier mérdfejjel
ellatott, egyénileg Osszedllitott miiszer segitségével. A novények termolumineszcencia értékét
megmértiilk a vizmegvondst megeldzden, optimélis koriilmények kozott, illetve stressznek Kkitett
novények esetében. A tdvoli voros fénnyel gerjesztett termolumineszcencia (TL) gorbék vad
tipusu (Col-0; fekete vonalak) és cpb20 mutédns (sziirke vonalak) Arabidopsis novényekben a 9
napos szdrazsagstressz elott (vastag vonalak) nem mutattak jelentds eltérést a két kisérleti anyag
kozott. A vizmegvonast kovetéen (vékony vonalak) a chp20 mutians TL gorbéje 3000 egység
koriil mutatta a maximumat, ami 1500 egységgel kevesebb volt, mint normdl vizellatottsag
mellett. A vad tipusu ludfli viszont még ennél is nagyobb visszaesést mutatott, egy viszonylag

linedris jelet kaptunk, mely 800 TL egység koriil mozgott (1d. 20. dbra).
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20. abra Termolumineszcencia alakuldsa a mutdns (cbp20 kontroll) és vad tipusi (Col-0 kontroll) Arabidopsis
novényekben normadl vizelldtottsdg mellett, valamint mutdns (cbp20 szdraz) és vad tipusu (Col-0 szdraz) ndvényekben

9 napos vizmegvondsos idészak végén

A fold gravimetrikus viztartalmat (GWC) a mért szant6foldi vizkapacitasbol, a naponta mért

foldsulyokbdl és a teljesen kiszaritott foldtomegbdl a kovetkezOképpen hatdroztuk meg:
GWC (%) = [(W-DW) / (FW-DW)] x 100

Ahol: W — naponta mért foldsilyok, DW — teljesen kiszaritott fold stilya, FW — foldsulyok

szant6foldi vizkapacitdsndl

A mért értékek mar harom nap elteltével jelentOs kiilonbséget mutattak a kontroll és mutans
novények foldjének silya kozott, a mutans névények foldsilya kisebb mértékben csokkent mint a

vad tipusu kontroll novényeké (21. abra).
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21. dbra Gravimetrikus viztartalom alakuldsa a mutans (cbp20) és vad (Col-0) tipust Arabidopsis névényekben
szdrazsagstressz alatt (a ** -gal jelolt adatsorok kozott p<0,1 szignifikanciaszint mellett, a ***- al jelolteknél p<0,01

szignifikancia mellett F préba és T préba alkalmazdsaval eltérés mutathat6 ki)

5.2. AZ ARABIDOPSIS THALIANA cbp20 MUTANS ES A VAD FAITA MAGHOZAMA-
NAK, EZERMAG TOMEGENEK, FRISS SULYANAK ES CSIRAZOKEPESSEGENEK
OSSZEHASONLITASA

Hogy megadllapitsuk, okoz e az éaltalunk vizsgédlt chp20 mutdcié barmilyen véltozast a
termésmennyiség, illetve egyéb hozamértékméro tulajdonsagok alakuldsaban, dsszehasonlitottuk a
vad tipusu Arabidopsis thaliana cv. Columbia vad tipusu (Col-0) illetve az Arabidopsis thaliana

cbp 20 mutans magvak ilyen tulajdonségait.

A ndvények maghozamanak 6sszehasonlitdsdra tobb egyed maghozamat megmértiik, melyet
a 24. abran tiintettiik fel. Az adatokbdl jOl latszik, hogy a vad tipusi ndvények maghozama
meghaladta a mutans novények maghozamat, bar a mért értékek szdrdsa is joval magasabb volt

(22. abra).
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22. abra: Col-0 vad tipus, és chp20 mutdns Arabidopsis thaliana nvények maghozama [g mag/ndvény]

@ Col-0
m cbp20

Az ezermag tomegeket figyelembe véve nem taldltunk koliinbséget a vad tipusd (Col-0),

illetve a mutdns (cbp20) novények kozott. (1d. 23. dbra)
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23. abra: Col-0 vad tipus, és cbp20 mutins Arabidopsis thaliana névények ezermag tomege [g/1000 db mag]

A foldtd]l megtisztitott novények friss zold tomegét a 24. dbran foglaltuk 6ssze. Ebbdl jol

latszik, hogy nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget a vad tipusu (Col-0), és a mutdns novények

(cbp20) kozott (26. abra).
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24. abra: Col-0 vad tipus, és cbp20 mutans Arabidopsis thaliana novények friss zoldtomege [g/novény]

Vizsgaltuk a 100 magbdl kicsirdz6 novények szamat is, melyet a 25. dbran tiintettiink fel.
Ezen mintdkndl kiillonbséget taldltunk a mutdns (cbp20), illetve a vad tipusti (Col-0) névények
csirdzdsi ardnya kozott. Mig a vad tipusi novények datlag 57%-a csirdzott ki kisérleti

kortilményeink kozott, addig a chbp20 mutdns ndovényeknek minddssze a 28%-a.
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25. dbra: 100 magbdl kikel6 novények ardnya Col-0 vad tipus, €s cbp20 mutans Arabidopsis thaliana esetében
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5.3. ARABIDOPSIS THALIANA cv. COLUMBIA ES cbp20 MUTANS VIZSGALATAI A
NOVENYEK VEGYES ULTETESE ESETEN

5.3.1. Arabidopsis thaliana cv. Columbia és Arabidopsis thaliana cv. Columbia cbp20

mutans vizsgdlatai a novények egymassal versengd helyzetében vizmegvonds mellett

A B C
(WWW\ MMM\ W MW

W W W MMM MW M

W W W MMM W MW

\_ \_ \_ J

26. abra: A mutans (M) és a vad (W) tipusu Arabidopsis ndvények lltetése a novények kozotti kompeticiot

vizsgélo kisérletekben

A kisérlet sordn 9 novényt iiltettiink egy tenyészedénybe, atlagosan 6,5 cm tdvolsigra

egymastol, azonos tomegl talajkeverékbe (26. és 27. dbrak).

i __‘:

cbp20 mutins Col-0 és cbp20 vegyesen iiltetve

27. abra: cbp20 muténs (9 hetes) (A) és vad tipust (8 hetes) (B) Arabidopsis novények kiilon kiilon

tenyészedénybe (A és B), illetve kdzos tenyészedénybe iiltetve (C) (sdrga csillagok jelolik a mutdns névényeket) 8

napos vizmegvon4s utdn
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A felnétt novényeket 8 napig szdrazsigstressznek tettiilk ki, és vizsgdltuk a novények
stressztliréssel kapcsolatos élettani  tulajdonsigait. Az el6zdekben leirt eredményekkel
egybehangzdan kiilon tenyészedénybe iiltetve €s felnevelve, nyolc nap szdrazsagstressz utdn a vad

tipusu novények kiszaradtak, mig a mutdnsok jelentdsen zoldebbek, turgeszcensebbek maradtak.

A novények gyokerének tomegét mérve megallapithatjuk, hogy lényeges kiillonbség nem

mutatkozott a vad tipusu, illetve a mutans novények kozott (1d. 28. dbra).
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28. abra: Kiilon tenyészedényben nevelt vad tipusu (A (col)), és mutdns (B (mut)) Arabidopsis novények

illetve egy tenyészedényben, kozos kdzegben nevelt vad tipusu (C (col)), és mutdns (C (mut)) Arabidopsis ndvények

gyokértomegei.
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29. 4bra: Vizpotencidl alakuldsa vad tipusti (Col-0) és chp20 mutdns Arabidopsis ndvényekben, azokat kozos
tenyészedénybe iiltetve (bal oldalon), illetve kiilon tenyészedénybe iiltetve 7 napos vizmegvonds sordn (a * -gal jelolt
adatsorok kozott p<0,5 szignifikanciaszint mellett, a ***-al jelolt adatsorok kozott p<0,01 szignifikanciaszint mellett

F préba és T préba alkalmazdsaval eltérés mutathatd ki)
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Amikor kiilon tenyészedényben neveltiik a vad tipusd és a cbp20 mutans Arabidopsis-okat
az el6zdekkel egybehangzdan azt tapasztaltuk, hogy a mutdnsok lassabban veszitettek vizet, igy
lassabban is szaradtak ki mint a vad tipusu novények (Id. 27. dbra). A koz0s tenyészedényben
nevelt novények esetében viszont a hervadds lathaté jelei egyszerre jelentkeztek. A mért
paraméterek koziil itt a vizpotencidl értékek mindkét novényvonalban hasonlé mértékben

csokkentek a szdrazsigstressz el0rehaladtdval. (1d 29. dbra)

A kiilon illetve kozos tenyészedényben nevelt ndvények talajanak vizvesztését
gravimetridsan is nyomon kovettiik. Ennek sordn a mutidns novényeket tartalmazo talajkeverék
bizonyult a vizmegvondsos iddszak végéig a legmagasabb viztartalminak, mig a vegyes iiltetési,

és a tisztdn vad tipusu ndvényeket tartalmazo6 tenyészedényekben a viztartalom egyforma iitemben
csOkkent le (I1d. 30. abra).
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Gravimetrikus viztartalom [%]

30. dbra: Gravimetrikus viztartalom valtozadsa Arabidopsis vad tipusu (A(wt)) és cbp20 mutans (B (mut))
novények esetében kiilon tenyészedényben, és kozos tenyészedényben ( C — Col-0 és cbp20) nevelve azokat (a ** -gal

jelolt adatsorok kozott p<0,1 szignifikanciaszint mellett F proba és T préba alkalmazasaval eltérés mutathat6 ki)
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5.3.2. Arabidopsis thaliana cv. Columbia és Arabidopsis thaliana cv. Columbia era-1

mutdns vizsgalatai a novények kompeticios helyzetében vizmegvonds mellett

Megvizsgaltuk az Arabidopsis thaliana cv. Columbia era-1 mutdnst az eldzéekben
leirtakhoz hasonl6 kisérleti koriilmények kozott, hogy bebizonyitsuk, a chp20 mutdnsnal tapasztalt

eredményeink nem csak ennek a mutdnsnak egy kivételes tulajdonsagit mutatjak.

Kilenc darab era-1 muténst iiltettiink egy tenyészedénybe, egy masikba 9 darab Col-0 vad
tipust, mig egy harmadikba 5 vad tipust, €s 4 mutdns novény keriilt (az elrendezést 1d. 26. abra).
A novények teljes fejlettségénél vizhianynak tettiik ki oket (1d. 31. dbra) és nyomon kovettiik azok

vizpotencidl értékeit.

31. abra: Col-0 vad tipusi (A), era-1 mutans (B), és Col-0 vad tipusi és era-1 vegyesen iiltetett (C)

Arabidopsis novények egy hét szdrazsag elteltével (a mutdnsokat a “C” tdlcdban sarga csillag jeloli)

A kisérlet sordan a vizpotencidl értékek a csak era-I mutanst tartalmazd tdlcdban 1évo
novényeknél maradtak magasabbak, mig a vegyes, és a csak vad tipust tartalmazé talcdk
novényeinek vizpotencidl értékei lecsokkentek (Id 32. dbra). A szemmel j6l l4that6 valtozdsokat,
amiket a Col-0 vad tipusndl megfigyeltiink, az era-I mutdns nem mutatta a vizhidnyos stressz

hatésdra, levelei zoldek, turgeszcensek maradtak.
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32. dbra: Vizpotencidl alakuldsa vad tipust (Col-0) és era-I mutdns Arabidopsis ndvényekben kozos
tenyészedényben (bal oldalon), iiltetve kiilon tenyészedénybe iiltetve (jobb oldalon) 7 napos vizmegvonds sordn. (A
*##% _gal jelolt adatsorok kozott p<0,01 szignifikanciaszint mellett F préba és T proba alkalmazasaval eltérés

mutathato ki.)

5.3.3. A novények vizsgalata csokkentett vizutdnpdtlas mellett

Természetes koriilmények kozott az aszédlyos periddusok nem mindig jelentenek teljes
vizhidnyt, a nem kielégitd vizellatds is vizhidnyos stresszt jelent a novény szaméra. Meg szerettiik
volna vizsgélni, vajon az ilyen, természeteshez kozelebbi koriilmények kozott is jelentkezik-e a
kompeticiéb6l ad6dé mar megfigyelt hatds. Ennek modellezésére Arabidopsis thaliana cv.
Columbia és cbp 20 mutians novényeket az ismertetett osszetételii foldkeverékben felneveltiink,
majd csokkentett vizutdnpo6tlds mellett vizsgaltuk kolcsonhatdsukat. A vad tipusu, illetve a mutdns
novényeket kiilon-kiilon, illetve kozos tenyészedényben felnevelve (1d. 26. abra) 2 hét kezelés
sordn a vad tipusd novények kiszaradtak, mig a mutdnsok allapota nem valtozott jelentdsen. A
gyors kiszaritassal azonos moédon, a vad tipusi novények kozé€ iiltetett mutansok itt sem mutattak

fokozott szarazsagtlirést.

A gravimetrikus viztartalom értékek alapjdn a csak cbp20 mutdnst tartalmazé edények
foldkeverékének viztartalma a 12. napon még 50% koriil volt, mig a csak vad tipustd novények, és

a vegyesen beiiltetett edények foldkeverékének viztartalma 20-30% koz€ siillyedt (33. dbra).
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33. dbra: Gravimetrikus viztartalom nyomonkévetése Arabidopsis thaliana cv. Columbia vad tipusd, illetve
cbp20 mutdns novényekben csokkentett vizutdnpotlds mellett, a novényeket kiilon, illetve vegyesen iiltetve (1d. a
szdvegben) (a ** -gal jeldlt adatsorok kozott p<0,1 szignifikanciaszint mellett, a **%*- al jelolteknél p<0,01

szignifikancia mellett F préba és T préba alkalmazdsaval eltérés mutathatd ki)

A vizpotencidl értékeket nyomon kovetve is hasonlé eredményeket kaptunk, mint a teljes
vizmegvonds sordn. A csak cbp20 mutins novényeket tartalmazd tdlcdkban 1€vé novények
vizpotencidl értéke jelentdsen nem valtozott, mig a vegyes iiltetésii tdlcakban 1évé névényeké - a

mutans novényeket is beleértve - lecsokkent (34. és 35. dbra).
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34. dbra: Vizpotencidlok alakuldsa vad tipust (Col-0) és chbp20 mutidns Arabidopsis ndvényekben k6zos
tenyészedényben 12 napos vizmegvonds sordn (a ** -gal jelolt adatsorok kozott p<0,1 szignifikanciaszint mellett F

préba és T préba alkalmazdsdval eltérés mutathatd ki)
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35. dbra: Vizpotencidl értékének alakuldsa vad tipust (Col-0) és chp20 mutédns Arabidopsis novényekben
kiilon tenyészedényben (a ** -gal jelolt adatsorok kozott p<0,1 szignifikanciaszint mellett, a ***- al jelolteknél

p<0,01 szignifikancia mellett F préba és T proba alkalmazdsdval eltérés mutathaté ki)

5.4 A CBP20 GEN SZEREPENEK VIZSGALATA AZ ALTERNATIV SPLICING
(,,OSSZEVAGODAS*“) MECHANIZMUSABAN

Mivel a CBP20 gén az mRNS 5° cap kotését befolydsolja, de csak néhdny gén mRNS
mennyiségében mutathaté ki kiilonbség microarry technikdval a mutdns €s a vad tipusi novények
kozott, feltételeztiik, hogy a CBP20 gén mdas gének megnyilvanuldsit alternativ splicingon
keresztiil szabdlyozhatja. Ennek igazoldsara megprébaltunk vad tipusd és cbp20 mutdns
Arabidopsis thaliana cv. Columbia novényekbdl olyan géneket kivdlasztani, melyeknél ismert

hogy mRNS-iik alternativ splicinggal érik (Zhou et al., 2003).

A stresszvalasz jelatviteli rendszereinek génjei koziil vdlasztottunk ki néhany jeloltet,
terveztiink. Sajnos csak néhany gén vizsgalatira volt lehetdségiink, melyekrdl késziilt PCR
termékek kozott nem taldltunk a vad tipusu €s a mutans novények alternativ splicingjara utald jelet
a géleken. A vad tipusu és cbp20 Arabidopsis thaliana novényekbdl készitett cDNS mintdkon
elvégzett egy tipikus RT-PCR reakci6é eredménye a 36. abran lathato.

64



36. abra: Arabidopsis thaliana cv. Columbia vad tipusu és Arabidopsis thaliana cv. Columbia cbp20

MM  Col c¢bp20

novények cDNS mintdin végzett RT-PCR reakci6 termékeinek mintdzata agar6z gélen az FCA (At4g16280) génre

specifikus FCAa és FCADb inditészekvencidkkal. (MM: molekulasuily marker)

5.5. AZ ARABIDOPSIS CBP20 GEN HOMOLOGJANAK AZONOSITASA
PARADICSOMBAN ES GENCSENDESITO KONSTRUKCIO KESZITESE

Az Arabidopsis CBP20 gén homoldgjat kerestiik paradicsom EST adatbédzisban. Sikeriilt

azonositanunk egy olyan EST szekvenciat, mely nagy fokd homol6gidt mutat a CBP20 génnel

(37. 4bra) Ennek csendesitésére forditott ismétlddést tartalmazd, ,hajti* struktdirdja

génkonstrukciot terveztiink.

. Unknown:Unknown identity= 78%
© 1 MASLFKEQAKLSAYRDRREFSGTQEEFDEALRASTTVYIGNVSEYTTEEQLYELEFSRAGET
* T T e o e O I O e e A B O O e B e N R R R
. 16 MASLFKDLAKISAYRDKRFPGTQEEFEDALLRSITVYVGNMSFYTTEEQVYELFSRAGET
o 61 KKIIMGLDKNTKTPCGFCFVLEFYSREDTEDAVKYISGTILDDRPIRVDFDWGFQEGRQWG
+ Hiba! LI Pt FEE 1t et r et
. 76 KKIVMGLDKNSKTPCGFCFIMYYSRDDAEDSVKYISGTILDDRPIRVDEFDWGFQEGRQWG
© 121 RGRSGGQVRDEYRTDYDPARGGYGKLVQKELEAQRQLVDYGTGSLGAYPQAAPTNYGNGR
* Crrrrrrrrrrrrerrer rrer ettt et | [
. 136  RGRSGGQVRDEYRTDYDPGRGGYGKLVQKELEAQRQLVDYGTGSLGAYPPVMPPPHY.GR
. 181 RGGGNYGQGGONRHGRGDYHRKROQRDDDRYGRDNSRRNTDHES A.thaliana. CBP20
. R R | | |
. 195 HNGGNHGRGGSYRHGR.DYHRKRHREDDHHRPDYPKRTYERES L. esculentum
CBP20
37. abra: Az Arabidopsis CBP20 homoldgja paradicsomban (szekvenciaadat, EST adatb4zisbol)
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A paradicsom TC117999 jelti fehérjét kodolé gén egy szakaszat és egy spacer régiot a
paradicsom Ossz RNS-bdl (38. dbra) atirt cDNS-r6l PCR reakcié segitségével a LeCBPI1 -
LeCBP2 primerekkel (szekvencia adatokat lasd a mellékletben M/2) emeltiik ki.

38. dbra: 5 ul paradicsom 6ssz RNS 3 hetes z6ld novénybdl kivonva (balra) és molekulastily marker 4 ul

Fermentas High Range RNS MM (jobbra)

Késobb publikélt adatokbdl kideriilt, hogy ez a szekvencia tulajdonképpen 2 EST-bol
szarmazik (TC 171884 és TC187934). A TC 171884 tobb szdvetben is megtaldlhatd a ndvényben,
mig a nagyobb méretli TC187934-nek valdsziniileg az ovérium, illetve a termés fejlédésében van
funkcidja. Szerencsére az altalunk klénozott génszakasz mindkét génnel dtfedést mutatott, igy
alkalmas volt a megfeleld géncsendesitd kostrukcié létrehozdsdra. A PCR termékeket GFX
oszloppal tisztitottuk, és pKSII vektorba (ampicillin rezisztens) épitettiik be (1d. M/9). Escherichia
coli TOP10 torzsébdl a transzformacidhoz kompetens sejtet készitettiink, majd ebbe
transzforméltuk a pBluescript vektort a beépitett génszakasszal egyiitt, hdsokk mddszert

alkalmazva.

Az LB taptalajon (0sszetételét 1d. M/3) kindtt telepek koziil a rekombindnsokat kék/fehér
szin szelekcidval vélasztottuk ki. Néhany rekombindns telepnél a beépitett génszakasz meglétét
ellendriztiik, koziilik kivdlasztottunk egyet, ahol a beépitett génszakasz szekvencidjat

meghatéroztattuk, és ezt -70 °C-on glicerines oldatban taroltuk.

A forditott orientdciéju beillesztéshez LeCBP3 és LeCBP4 primerekkel (szekvencia
adatokat 14sd M/2) emeltiik ki a paradicsom 0ssz cDNS-bdl RT-PCR segitségével a TC117999
EST egy masik szakaszat. Ezt az 4tfed6 génszakaszt az el6z6ekhez hasonléan klonoztuk (1d. M/6-
7), szekvencidjat ellendriztiik, majd 6sszekapcsoltuk a két szegmenst forditott orientdcidban. Ily
modon elkészitettiink egy olyan génkonstrukciét, mely a paradicsomban csendesitendd gén egy

részét, egy spacer régiot, és az adott génfragmentet forditott orientdcioban is tartalmazta. Ez az
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minverted repeat* DNS szekvencia mRNS-sé atirva onmagdval hajtii-struktirat képes kialakitani

(ds RNS), ezaltal pedig hatékonyan beindithatja a sejt természetes géncsendesité mechanizmusét.

A kész konstrukciot a novénytranszforméciora alkalmas pCP60 bindris plazmidba épitettiik
at (1d. M/9 és 39. dbra), majd Agrobacterium tumefaciens LB4404 torzsbe transzforméltuk (1d.
M/6-7).

pAn

Npt
P35
Xba
pno  \ / Notl
N Eco
RB .
Nsi

pCP60 NOos
12,42 Kb e

npt

39. dbra: Forditott tiikorképi szekvenciat tartalmazé pCP60 plazmid

5.6. ARABIDOPSIS CBP20 GEN HOMOLOGJANAK AZONOSITASA RIZSBEN, ES
GENCSENDESITO KONSTRUKCIO KESZITESE

Bioinformatikai mddszerrel, a BLAST algoritmust haszndlva a rizs genomban egy az
Arabidopsis thaliana cv. Columbia CBP20 génnel erdsen homoldg szekvencidt sikeriilt
azonositani (0s02g39890). A genomi DNS-bdl PCR amplifikicié segitségével e gén megfeleld
szakaszait felszaporitottuk CR1 és CR2 primerek segitségével (szekvenciaadatokat ldsd M/2).
CRS5 és CR6 inditoszekvencidkkal egy ezzel atfed6 géndarabot intronnal egyiitt is kiemeltiink, igy
a paradicsomhoz alapjdban hasonld, de egy intront is tartalmazd forditott tiikorképi szekvencia

kialakitdsa valt lehetségessé (40. abra).
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5!

GAATTCCCTCTTCAAGGTACGGATTCCCCCCCCCCCCCCTCCGAAACCCTAGCTACCCGAG
CTCGTCGATTCCCCCTCCTCTCGCCCTTCCTCTGAGGCGGCTCGCCCGATTCGCTTTTCCAGGAC
CCGACCAAGCTGTCCGCGTACCGGGACAGGCGGTTCACCGGGACGCAGGAGGAGTACGAGGLCGGL
GCTGCAGGCGTCGGTgACGGTGTACGTCGGGAACATGTICCTTICTACACCACGGAGGAGCAGGCCT
ATGAGCTCTTCTCCCGCGCCGGCGAGATCAGGAAGATCATCATGGGACTCGACAAGAACTCCAAG
ACCCCCTGCGGCTTCTGCTTCATACTGGTCGAC 37

l.intron

2.exon

40. abra: A rizs inverted repeat konstrukciét alkoté 1. intron és 2. exon szekcencia

A PCR-el amplifikdlt cDNS darabokat (41. dbra) pKS vektorba épitettiik, szekvencidikat

ellendriztiik, majd azokbdl forditott ismétlédésii konstrukcidt készitettiink (1d. M/6-7).

LTI

41. Abra: Rizs cDNS-en CR1 és CR2 primerekkel késziilt RT-PCR termék ellendrzése vektorba klénozés elétt
(bal oldali oszlopban) és molekulastly marker (jobb oldali oszlopban)
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3J's promgter 2.exon l.intron 2. exon 35 s termindtor

|
240 bp 240 bp

42. abra: A rizs 0s02g39890 gén szekvencidjdbodl késziilt forditott tiikorképi konstrukcié sematikus dbrdja

A konstrukciot ezutdn atemeltiik pIP454 plazmidba, mely hygromycin rezisztencidja miatt
szelektdlhatd paradicsomban. A pIP454 a pCAMBIA1300 vektortdl csak abban tér el, hogy
CaMV35S promoéter és terminator kazettdkat tartalmaz. Az elkészitett pIP454 alapt rekombindns
plazmidot Escherichia coli baktériumban sokszorositottuk fel, és traszformaltuk &t Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 torzsbe, majd szerkezetét ismét ellendriztik. Dr. Gyorgyey Janos
kutatécsoportja sikeresen végzett ezzel a konstrukcidval rizs transzformaldst, a transzgén jelenlétét

kimutattdk a novényekben, melyek bioldgiai tesztelése jelenleg is folyik.

5.7. A PARADICSOM TRANSZFORMALAS EREDMENYEI

5.7.1. Levél transzformacid

A paradicsom novény levél transzformacidjat az elsé lomblevelekkel végeztik. A
baktériumos fertdzést kovetden a levéldarabokat MS tdptalajon neveltiik. A kalluszosodds mértéke
35%-o0s volt, mely 4j részek mar ellendlléak voltak a haszndlt antibiotikumokkal szemben. Az
ezekbdl a részekbdl nevelt novényeknek csak nagyon kis része hozott gyokeret, €s minddssze egy

egyedet sikeriilt tiveghazi koriilmények kozott felnevelni.
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5.7.2. Sziklevél transzformacid

A paradicsom sziklevél transzformdcid sordn a levéltranszformacidval szemben sokkal tobb
levéldarabon jelent meg kallusz, és az ebbdl torténd novényregenerdcié is hatékonyabbnak
bizonyult. A fert6zott részek 70%-a hozott antibiotikumra rezisztens kalluszt, és ezekbdl szintén

nagy szazalékban sikeriilt novényt nevelni, illetve gyokereztetni (2. tdblazat).

Osszesen 28 antibiotikum-rezisztencidt mutaté novényt szelektdltunk és iilettiink ki
tiveghdzba (43. 4bra). Ezen novények molekuldris vizsgélatait végeztilk el a transzformdcid

bizonyit4sara.

2. tablazat: A tilélé novények ardnya a novényregeneracié kiilonb6zo 1épései sordn

levéltranszformdacid sziklevél transzformacio
Fertdzott novényi részek szdma 120 levél 250 sziklevél
Rezisztens hajtidsok megjelenése a 35% 70%
ndvényi részen
A gyokeret novesztd rezisztensek ardnya 2% 13%
Kiiiltetett rezisztensek ardnya 1% 11%
(fert6zottek=100%)

43. abra: Paradicsom regeneraci6 transzformalt sziklevélbol
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5.8. A PARADICSOM TRANSZFORMACIO IGAZOLASA PCR REAKCIOVAL

A novényi DNS mintdk ellendrzésére paradicsom ubiquitin génre specifikus
inditészekvencidkat terveztiink, és ezekkel végeztiink kontroll PCR reakciét a mellékletben kozolt

kapcsolasi hdmérsékletek haszndlataval (44. dbra) ( 1d. M/2).

A transzformdci6 igazoldsara az NPT II markergénre tervezett PCR reakciot alkalmaztunk.
Ez a vizsgélat elég érzékeny volt ahhoz, hogy a transzgént nagy biztonsdggal kimutassa a novényi

mintakbol (45. abra).

H ' o

44. abra: A paradicsom novényi DNS mintdk ellenérzé PCR reakcidi ubiquitin génre

specifikus inditédszekvencidk alkalmazasaval. ,,1-8%“-ig vélt transzformansok, ,,AC* vad tipusu (Ailsa Craig)

paradicsom novény ,,L“ molekulasily marker

L 1 2 3 4 5 6 7 8 AC

uuﬁgwww

!__--_v,‘\,_\

45. abra: Transzformalt paradicsom novények DNS-én futtatott PCR reakcidk termékei NPT II
rezisztenciagénre specifikus indit6szekvencidkkal. ,,1-8* ig feltételezett transzformansok,

,»AC* kontroll (Ailsa Craig paradicsom), ,,L.*“ molekulasily marker

A kontroll ubiquitin génre készitett inditészekvencia a PCR sordn minden névényi mintabdl
képes volt felszaporitani a célszekvencidt, igy bizonyitottuk a DNS kivonds és a PCR reakci6

alkalmassagéat a transzgén kimutatdsara.
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Az antibiotikum-ellenéllésagot biztosité génre specifikus inditészekvencidk azokban az
esetekben adtak pozitiv jelet, amikor a novényi DNS tartalmazta a bejuttatott T-DNS-t,és igy nagy
valoszinliséggel a géncsendesitd konstrukciot. A kisérlet eredményei alapjan a 45. dbran 1-7-ig

jelolt mintdk bizonyultak transzformansnak.

A kimutatist tobb alkalommal megismételve azonos eredményeket kaptunk. Osszesen 20
esetben kaptunk pozitiv jelet a mintdk elemzése sordn, igy ezeknél a ndvényeknél bizonyitottuk a

transzformécio sikerességét. A transzformélds hatékonysdga 8%-os volt.
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6. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

Bizonyitottuk  kiilonbozé  novényélettani  vizsgdlati  moddszerek, ill.  miiszerek
alkalmazhat6sagidt a vizhidnyos stressz nyomon kovetésében. Kimutattuk, hogy a
gravimetrikus viztartalom, a vizpotencidl érték illetve a fotoszintetikus aktivitds mértékének
valtozasai jelzik a legérzékenyebben a vizhidnyt, mar korai stddiumban is.

A cbp20 mutins részletes vizsgédlataval megdllapitottuk, hogy ez esetben a gdzcsere
mértékének csokkenése nem befolydsolja kedvezdtleniil a fotoszintetikus aktivitdst.
Ugyanakkor vizsgélataink alapjan a csokkentett parologtatds nem jelent elonyt a vizért vald
versengésben a vad genotipussal szemben.

A CBP20 muténs alegység szekvencia homoldgidjanak alapjan géncsendesito transzformécios
konstrukcidokat készitettiink, melyek lehetové teszik kiilonboz6 gazdasagi novények, igy
paradicsom, burgonya és rizs szarazsagtlird vonalainak létrehozasat.

Kidolgoztunk egy sziklevél alapti paradicsom transzformacids rendszert, és tobb fiiggetlen

transzforméns vonalban igazoltuk a transzgén beépiilését.
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7. KOVETKEZTETESEK

7.1. ARABIDOPSIS NOVENYEKEN VEGZETT MUSZERES FITNESS VIZSGALATOK

Vizsgalataink soran kifejlett Arabidopsis thaliana cv. Columbia vad tipusu és Arabidopsis
thaliana cv. Columbia cbp20 novényeket vetettiink ald szarazsag stressznek, hogy megvizsgaljuk,
mdas moédon viselkedik-e a mutdns novény fotoszintetikus rendszere a vad tipushoz viszonyitva.
Ezen vizsgdlatok sordn tobb élettani €s fitness tulajdonsdgot jellemzd értéket kovettiink nyomon
méromiiszerek segitségével. JOl ontozott dllapotban a mutdns és a vad tipusi ndvény hasonld
élettani paraméterekkel bir, bar a nem-fotokémiai kioltds a mutansban valamivel magasabb értéket
mutatott. A gravimetrikus viztartalom meghatdrozasbol nyilvanvald, hogy a mutdns jol ontozott
allapotban is kevesebb vizet parologtat a vad tipusndl, gizcseréje tehdt mar akkor korlatozott. A
mutédns fotoszintetikus aktivitdsanak értéke ilyen kortilmények kozott gyakorlatilag megegyezik a

vad tipuséval, ami arra utal hogy a csokkent gazcsere nem korlatozza a fotoszintézist.

A vizmegvonas kovetkeztében kialakul6 vizhidnyos éllapot sordn a fotoszintetikus aktivitas,
a vizpotencidl, a fotokémiai kioltds, a PSII maximadlis teljesitményének vizsgélata egyontetiien €s
szignifikdnsan kimutatja a mutdns szdrazsdg tolerancidjit, mig a vad tipus mért eredményei
minden esetben gyengébb teljesitményt mutatnak. A gravimetrikus viztartalom (GWC) valtozasai

a mutdans takarékos vizfelhasznaldsat igazoljak.

A GWC, a vizpotencidl és fotoszintetikus aktivitds bizonyultak a leginkabb érzékeny
mutaténak a szdrazsagstressz kovetésére, mig a klorofill fluoreszcencia kinetika ®pgyj, fotokémiai

és nem fotokémiai kioltds valamint Fv/Fm értékei valtoztak a legkésobb a mért értékek koziil.

Yang és kutatdcsoportja a mi eredményeinkhez hasonléan megallapitotta, hogy az Fv/Fm
érték kozepesen stresszelt novényeknél nem alkalmas a szdrazsagstressz kimutatasara, mivel nem

mutat eltérést a stresszelt és a normadl allapotd novények kozott (2009).

A termolumineszcencia mérésben a szdrazsdgnak kitett novényekben 9 nap vizmegvonds
mellett (22/20 °C) a vad tipusd novényekben (Columbia) a tdvoli vords fénnyel indukélt TL
gorbén mar csak a HTL sav volt detektdlhat6, mig a mutdns novényekben jol mérhetd B és AG

sav egyarant megvolt. Mindemellett a kontroll vad tipusti genotipusban kimutathaté volt egy 70

74



°C koriili csicshomérséklettel jellemezhetd sav, mely a mutdnsban alig detektdlhatd, és erds
szérazsag stressz utdn is eltlint. Ennek a sdvnak a jelentdsége az irodalomban vitatott, érdekes

azonban hogy a mutdns novények ezt csak nyomokban tartalmazzak (Bacso et al. 2008/a).

7.2. A HASZNALT MUSZEREK ES MODSZEREK OSSZEHASONLITASA

Vizsgalataink soran a szdrazsdgstressz kimutatdsara tobb miiszert és modszert hasznéltunk.
Ezek koziil kialakitisa miatt az FMS 2 stabilabbnak mutatkozott a kornyezeti valtozasokkal

szemben. Azonos mérésszam mellett az LCi-vel végzett mérések nagyobb szorast mutattak.

A szdrazsagstressz érzékelésére a foldsilymérésen alapuld gravimetrikus médszer bizonyult
a legalkalmasabbnak, ez azonban szant6foldi koriilmények kozott nem alkalmazhat6. A miiszeres
mérések koziil a vizpotencidl €s a fotoszintetikus aktivitds mérése kdzepes szdrazsigstressz esetén
adott informdciot, a Ppgy; paraméter ennél kevésbé volt érzékeny. A legkevésbé érzékenynek a
széarazsagstresszre az Fv/Fy érték, a fotokémiai és nem fotokémiai kioltdsok mutatkoztak.
Eredményeink alapjan szabadfoldi kisérleteknél a vizpotencidl mérés (pl. Scholander bomba

elven) illetve a fotoszintetikus aktivitds meghatarozasa (pl. IRGA tipusu késziilékkel) javasolhato.

Ezek az eredmények OsszevethetOk ismert irodalmi adatokkal; a fotoszintetikus aktivitds
mérését taldlta a leginkabb informativnak a szdrazsagtiirés detektdlasdra Privé és Janes (2003)

madlna vizsgélata soran.

7.3. MAGHOZAM ES CSIRAZOKEPESSEG VIZSGALATA

A vad tipusu, illetve a mutdns novények maghozamit, illetve csirdzoképességét is
megvizsgaltuk, ahol kiillonbségeket tapasztaltunk a mutdns kdrdra. Az 4ltalunk alkalmazott
novénynevelési €és csirdztatdsi koriilmények kozott a chp20 mutins maghozama és a magvak
csirdzoképessége is alulmdlta a vad tipust novény paramétereit. A ndvények friss zold tomege,

illetve ezermag tomege kozott nem talaltunk szignifikdns kiillonbséget.
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A jelenség valoszinlileg a mutans ABA érzékenységének koszonhetd. Az ABA csirdzasgatlo
hatdsa Arabidopsis-ban ismert, az abhl nCBC mutidnst éppen ennek a tulajdonsdgnak
koszonhetden sikeriilt izoldlni. Az ABA hatdsa egyéb, pl. haszonndvények csirdzdsara nem
feltétleniil egyezik meg ezzel. Sajat kisérleteink szerint a paradicsom csirdzasat pl. az ABA nagy
koncentracioban sem gatolta (sajat, nem kozolt eredmények). Eredményeink szerint tehat
kijelenthetjiik, hogy a cbp20 mutacionak Arabidopsis-ban csirdzést csokkentd hatdsa van. A
fentiek alapjan azonban ebbdl nem kovetkeztethetiink egyértelmiien arra, hogy a jelenség a

létrehozandé CBP20 gatolt haszonndvények esetében is megjelenik majd.

7.4. ARABIDOPSIS THALIANA CV. COLUMBIA cbp20 ES ARABIDOPSIS THALIANA
CV. COLUMBIA era I MUTANSOK VIZSGALATA VIZERT VERSENGO HELYZETBEN

Az Arabidopsis thaliana cv. Columbia chbp20 mutdns ndvény élettani vizsgdlatai sordn
felmeriil az a kérdés, hogy vajon a mutdns novény csokkent parologtatdsa okoz-e elényt a novény
szamdra, ha agressziv vizgazdilkoddsi novény kozelébe {iltetve vizsgdljuk. Ennek
megvalaszoldsara kompeticids kisérleteket allitottunk be, melyek sordn a mutdnshoz képest
pazarléan parologtaté vad tipusu Arabidopsis ndovényeket hasznéltunk, mint kompetitorokat.
Szabadfoldi koriilmények kozott ilyen pozicidban mads fajok, pl gyomnovények vetélkedése lehet
szamottevd. A felndtt Arabidopsis novényeket (nyolc, illetve kilenc hetes korban az eltérd
gyorsasagu novekedés ellensilyozdsara) egy tenyészedénybe iiltetve (6t vad tipusd novényt négy
mutans ndvénnyel vegyesen iiltetve) nyomon kovettilk a novények olyan élettani tulajdonségait,
melyekkel jol jellemezhetdvé valtak a bekovetkezd valtozasok. A novények gyokerének tomegét
mérve nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a vad tipusd, illetve a cbp20 mutins
Arabidopsis novények kozott. A vizpotencidl értékek a hat napos teljes vizmegvonds, illetve a
tizenkét napos csokkentett vizutdnpdtlds sordn is jelentOs kiilonbséget mutattak a vegyesen
iltetett, és a csak mutdns novényeket tartalmazd tenyészedényekben mért értékek kozott. A
kompeticié hatdsira a mutdns novények nem voltak képesek érvényre juttatni csokkent
parologtatasukbdl szarmazé eldnyiiket, mivel feltehetden a vad tipusi novények felélték a

gyokérzet kozelében 1évo viztartalékokat, és a ndvények azonos litemben szaradtak ki.

Eredményeinkhez hasonlé megéllapitisra jutott az a japdn kutatdcsoport is, akik koles

(Pennisetum glaucum cv. Okashana-1) és tehénborsé (Vigna unguiculata cv. Nakale)
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kompeticidjat vizsgaltdk. Azt tapasztaltdk, hogy a vegyesen iiltetett novények esetében a koles
transpiracidja 40%-al esett vissza a monokultiraban nevelt koles kontroll ndvényekhez képest. A
mért alacsonyabb vizpotencial értékek is a versengés sordn kialakul6 hatrdnyos hatdsra utaltak

(Zegada-Lizarazu et al., 2006).

Hogy eredményiinket altaldnosithassunk, azonos kisérleti bedllitisok mellett Arabidopsis
thaliana cv. Columbia era-1 mutins novényeket is vizsgaltunk. Az era-I mutins a cbp20-hoz
hasonl6an ABA tulérzékeny, csokkent parologtatdssal rendelkezik. A farneziltranszferdz gén [-
alegységében sériilt, mely az abszcizinsav jelatviteli ut egyik agat szabdlyozza (Wang et al.,
2005). A novény mar kis mennyiségli ABA-ra is érzékenyen reagdl, ami mellett fokozott
széarazsagtiiréssel rendelkezik. Vad tipusi Arabidopsis-al kozos tenyészedénybe iiltetve 6 nap
vizmegvonds utdn az era-I mutdns is kiszdradt, ami azt latszik igazolni, hogy a csokkentett
parologtatasi ABA tilérzékeny mutdnsok kompeticiés helyzetben esetleg nem képesek a vizért

hatékonyan versengeni. Ez befolyasolhatja a mutacio tipus biotechnoldgiai hasznosithatosagat.

Az eredmények a szdrazsigtlir6 mutdnsok genetikai screen-elésére (kivdlogatdsara)
alkalmazott moddszerek megvdalasztisara is vonatkoznak. A jelenség alapjdn a parologtatasi
mutansok kivalasztdsdhoz nem elegendé a magvak egy edénybe (egy tdbldba) slirlin egymas mellé
vetése €s a vizmegvonds. Alternativaként alkalmazhaté moddszer lehet a héfényképezés, mely a
megvaltozott transpirdcié miatti hOomérsékletvaltozds mérésével képes kisziirni a kevesebbet

parologtaté novényeket a tobbi koziil (Wang et al., 2004).

7.5. A MOLEKULARIS MECHANIZMUS (ALTERNATIV SPLICING) VIZSGALATA

Az CBP20 gén szerepét emlds és €lesztd rendszerekben régota vizsgaljdk. Mivel a magi cap
koté komplex egyik alegysége, feltételezték, hogy szerepe lehet az RNS magbdl valo exportjaban,
illetve érésében (Federoff, 2002). A génétirédas utani un. poszttranszkripcids szabdlyozas része az
RNS érése és degradicidja is. Az RNS kotd fehérjék €s az RNS helikdzok alapvetden
meghatdrozzak az RNS sorsiat. Egy ilyen poszttranszkripcids szabdlyozasi lehetdség az un.
alternativ splicing, melynek sordn az intronok kivagdéddsaban alternativ varidciok jelennek meg

egyazon gén esetében, kiilonbozé funkcidkat hordozva (Mazzucotelli et al., 2008). Ujabb
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eredmények szerint a novényi gének jelentds része (20-60%-a) alternativ splicinggal érik (Ner-

Gaon et al., 2007).

Kimutattdk, hogy az miRNS-ek mennyisége a cbp20 és a cbp80/abhl Arabidopsis
mutdnsokban lecsokkent a vad tipusban mérthez képest, mig a pri-mi RNS-ek mennyisége
megndtt (Kim et al., 2008). Erre a legegyszeriibb magyarazat Kim szerint az lehet, hogy az nCBC
a pri-mi RNS-ek splicing-jat segiti, és igy jonnek 1étre az érett miRNS-ek. Az miRNS-ek a mér
ismertetett modokon tovédbbi gének szabdlyozdsat végzik. Itt tehat az miRNS-eket kddolé gének
alternativ splicingjat szabdlyozza az nCBC. Ugyanezen kutatok az nCBC mutdnsokon a
legmodernebb, un. TILLING array hibridizaciéval egyszerre a genom 6sszes génjének minden
egyes exonjan kifejez0dési vizsgdlatokat végeztek. Eredményeik szerint direkt médon bizonyos
célgének alternativ splicingja is megvaltozott az nCBC mutdnsokban, a teljes genomban néhdny

széz ilyen gént talaltak.

Vizsgalataink idején ezek az eredmények még nem voltak hozzaférhetok. A kisérleteinkben
olyan génekkel dolgoztunk melyeknél ismert, hogy mRNS-iik alternativ splicinggal érik (Zhou Y
et al., 2003). A stressz- vagy jelatviteli rendszerek génjei koziil vélasztottunk ki néhdny ilyen
jeloltet, melyek azonban nem mutattak kiilonbségeket az RT-PCR gélképeken. Mivel csak néhany
gén vizsgalatira volt lehetdségiink nem sikeriilt taldlnunk alterativan 0Osszevagddd géneket,

szemben a teljes genomot lefedd Ujabb kutatdasokkal.

7.6. GENCSENDESITO KONSTRUKCIO KESZITESE PARADICSOMBAN,
BURGONYABAN ES RIZSBEN

Annak vizsgdlatiara, hogy az Arabidopsis-ban jelen 1év0 c¢bp20 muticié okoz-e
szédrazsagtlird fenotipust haszonndvényekben is, paradicsomban, rizsben és burgonydban ehhez a
génhez ortoldg szekvencidkat kerestiink. Paradicsomban 78%-os homol6gidt mutatott két EST
szekvencia is, a TC171884 és a TC187934, melyek egymdshoz nagyon hasonléak. Burgonydban a
legnagyobb homol6giat mutaté EST szekvencidja megegyezett az egyik paradicsom
szekvencidval, ez a burgonya Stu3353 jelli génje. Rizsben az Os 02g39890 jelii génre terveztiink

csendesito konstrukciot.
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A géncsendesité konstrukciok tervezése sordn figyelembe vettiik, hogy a forditott
ismétlodést tartalmazé szekvencidk csendesitd hatdsfoka joval meghaladja az egyéb
konstrukciokét (Waterhouse et al., 1998; Wang et Waterhouse, 2000). Munkdnk sordn
eldallitottunk egy paradicsom novénybe tervezett, €s egy rizsre tervezett forditott tiikorképi

géncsendesitd konstrukcidt, melyeket novénytranszformalashoz hasznéltunk fel.

7.7. NOVENYTRANSZFORMACIO

A létrehozott géncsendesité konstrukcidval laboratériumunkban paradicsom transzformacios
munkdt kezdtiink. E mellett az altalunk készitett konstrukcidkat egyiittmiikodés keretében a
g06dolldéi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpontban burgonya, illetve a Szegedi Bioldgiai

Kozpontban rizs ndvényekbe transzformaltik.

Munkénk kezdetekor a paradicsom transzformaciés médszerek koziil valasztanunk kellett. A
paradicsom sziklevél transzformécidja illetve a dekapitdlds utdni fertézése Agrobacteriummal
elterjedt modszerek. Mi munkédnk sordn a lomblevél és a sziklevél transzformécié hatékonysagat
vizsgaltuk, és a lomblevél transzformaciét nem taldltuk elég megbizhatonak a ndvény-
transzforméldshoz. A sziklevél transzformacié sordn 8%-os transzformacios gyakorisdgot értiink
el tobb mddszer optimalizdldsdval, a transzformélt vonalakban a marker transzgéneket PCR

reakcioval mutattuk ki.

Eldzetes eredményeink szerint nem tapasztaltunk jelentds fenotipusos véltozdst a vad tipusu,
illetve a transzgenikus paradicsom novények kozott, azok szdrazsagtiirésének tesztelése még
folyamatban van. Ugyanakkor veliink parhuzamosan G6dollon Banfalvi Zséfia és csoportja is
sikeresen burgonydba juttatta ezt a konstrukcidt. A kisérletek szerint ez csendesitette a burgonya
Stu.3353 gént, a transzgenikus novények levelének viztartalma magasabb maradt szdrazsagstressz

alatt (Banfalvi, személyes kozlés).
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8. OSSZEFOGLALAS

Az Arabidopsis thaliana cv. Columbia cap binding protein 20 (cbp20) egy olyan
funkcidvesztéses mutins, mely abszcizinsavra fokozottan érzékeny, csokkent pdrologtatasu és
széarazsagtiird fenotipussal rendelkezik. A magi cap kotdé komplex, az nCBC egyik alegységében
T-DNS inszercioval keletkezett mutdns a viz fokozott visszatartdsiara képes a vizhidnyos

1iddszakokban.

Kutatdsaink eredményeképpen bebizonyosodott, hogy a csokkentett parologtatds ellenére a
cbp20 mutécié nem befolydsolja hitrdnyosan a ndvény fotoszintézisét, ami a gatolt gdzcsere egy
lehetséges kovetkezménye lehetne. Ez a kedvezd eredmény a mutdns novények termeszthetoségét
val6szinlsiti. A mutdcié6 jo vizellatdsndl a vizsgdlt modellnovény fajban kedvezdtleniil
befolyésolta a csirdzdsi ardnyt és magszamot. Ezeket a jellemzoket haszonndvények modositdsa
esetében kiemelten vizsgédlni kell. A normdl vizelldtottsdg mellett meghatdrozott tovabbi
hozamparaméterek koziil az ezermag tomeg és friss zold tomeg azonosnak bizonyult a mutdns és a
vad tipusi novényeknél. Vizhidny esetén a mutdns eldnye a vad tipusi novénnyel szemben

nyilvdnvalo, kisérleteinkben tartds vizmegvondskor a vad tipus pusztuldsat is taléli.

Mivel a novényi vizgazdilkodas jellemzésére a szakirodalomban tobb élettani folyamat
kiilonboz6 paramétereit haszndljak, osszevetettiik ezeknek a paramétereknek az érzékenységét a
széarazsagstressz kimutatasara Arabidopsis novényben. Megallapitdsaink szerint a szarazsagstressz
kimutatdsira a miiszerekkel mérheté paraméterek kiillonbozd mértékben alkalmasak. A
foldsulymérésen alapulé gravimetrikus moédszer, a vizpotencidl érték és a fotoszintetikus aktivitas
mérése a szdrazsagstressz ardnylag érzékeny mutatdjanak bizonyult. Kevésbé érzékenynek
taldltuk a fluoreszcencia indukcié Ppgy paraméterét. Az Fy/Fy érték, a fotokémiai és nem

fotokémiai kioltdsok csak erds vizhidny esetében véltoztak jelentOsen.

Annak elemzésére, hogy a csokkent pdrologtatds okoz-e versenyelonyt a mutédns
novényeknek vizért valo versengés esetén, kompeticids helyzetben is megvizsgéltuk a novények
szarazsagstresszre adott vdlaszait. A viz visszatartidsa versenyhelyzetben nem jelentett eldnyt az
erdteljesebben parologtaté (vad tipusi) novényekkel szemben, feltételezhetéen azért, mert a
csokkent parologtatds sordn a talajban maradé vizet a vad tipust novények el tudtak hasznélni. Igy
a mutansok a vad novényekkel azonos litemben szaradtak ki. Hasonlé eredményeket kaptunk

csokkentett vizutanpotlds adagolasakor, valamint egy eltérd genetikai hatteri ABA tulérzékeny,
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csokkentett parologtatasi Arabidopsis mutans (era-1) esetében is. Eredményeink felhivjdk a
figyelmet a csokkentett parologtatdsnak, mint elérendd biotechnoldgiai illetve nemesitési célnak
egy gyengéjére. E szerint az ilyen fajtdk a vizért valé versenyhelyzetben kedvezd tulajdonsagukat
nem mutatjak, elonyiiket elvesztik. Eredményeinkbdl kovetkeztetést lehet levonni a szarazsagtiird

mutansok szelekcidjanak hatékony mddszereire is.

Munkénk célja volt az Arabidopsis thaliana cv.Columbia chbp20 muténs részletes €lettani
vizsgdlatin til annak felderitése, hogy haszonnovényekben miikodik-e hasonlé nCBC
szabdlyozasi mechanizmus. Kivancsiak voltunk, hogy vajon az Arabidopsis CBP20 gén
ortolégjanak géncsendesitésével szdrazsagtiirové tehetd-e egy ilyen gént hordozé haszonnovény.
A transzgenikus technoldgidval folyo kisérletekbe hdrom termesztett ndvényfajt vontunk be:
paradicsom, burgonya és rizs. E fajok genom illetve EST szekvencidi kozott megkerestiik az
Arabidopsis CBP20 gén feltételezett ortoldgjait. A paradicsom és burgonya szekvencidkat
osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy azok 100%-os homolégidt mutatnak. Igy ebbe a két fajba
ugyanazt a génkonstrukciot haszndlhattuk. A szekvencidk alapjdn géncsendesitd konstrukcidt

terveztiink és készitettiink.

Mindhdrom fajban sikeres génbejuttatds tortént, amik koziil a paradicsom transzformécié
zajlott a laboratériumunkban. Egyiittmiikodés keretében a burgonya transzforméciét a godolloi
Mezdgazdasigi Biotechnoldgiai Kutatokézpontban Dr. Banfalvi Zsofia, a rizs transzformaciot a

Szegedi Bioldgiai Kbzpontban Dr. Gyorgyey Janos munkacsoportja végezte.

Az elért fenotipus értékelése eddig a géncsendesitett burgonya esetében zarult le
eredményesen. Ott az egylittmiikodé partneriink altal végzett novénytranszformaciod
eredményeképpen a levigott burgonyalevelek csokkent vizvesztését figyelték meg a vad
kontrollal szemben (Dr. Banfalvi Zs6fia személyes kozlés). Ez bizonyitja, hogy az nCBC komlex
mukodése egy termesztett novényfajban is az dltalunk kivant moédon befolydsolhatd. A
transzformélt paradicsom és rizs vonalak tesztelése még folyik, azokbdl ilyen kovetkeztetések

még nem vonhatok le.

Az eredmények gyakorlati hasznositdsa a jovd biotechnoldgiai feladatai kozé tartozik. Az
altalunk eléallitott génmodositott (GM) novényvonalak kozvetlen bevondsa nemesitési munkaba
nem célszeri. A GM novényfajtdk koztermesztése hazankban, de mds orszagokban is sok
problémat vet fel. A cbp20 mutdnsok kedvezd fenotipusa azonban egy gén funkcidjanak

megsziintetésén alapul, igy létezik olyan biotechnoldgiai mddszer, amivel ezt a célt génmdodositas
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nélkiil is el lehet érni. Az un TILLING modszerrel hagyomdnyos mdédon mutagenizalt
populédcidoban molekuldris eszkozokkel kivdlaszthaté egy megcélzott génre mutdns névényvonal.
Ezzel a nem transzgenikus technolégidval barmilyen fajban elvben lehetdség van GM mentes

cbp20 vonal elééllitasara.

Munkénk tovabbi célja a létrehozott transzgenikus paradicsom és burgonya vonalak
vizsgalata. Ezek a géncsendesitett vonalak biotechnoldgiai jelentdségiik mellett segitséget adnak a
muticié hatdsmechanizmusanak felderitésében is, ami a laboratériumunk egyik tovabbi {6 kutatasi

irdnya.
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9. SUMMARY

The Arabidopsis thaliana cv. Columbia cap binding protein 20 (cbp20) is a loss-of function
mutant which is increasingly sensitive to abscisic acid, with decreased transpiration and elevated
drought tolerance. The mutant contains a T-DNA insertion in one of the subunits of the nuclear

cap binding complex.

As a result of our research it became clear that despite the decreased transpiration the cbp20
mutation doesn’t have a negative effect on the photosynthesis of the plant, which could be the
possible result of the detained gas exchange. This positive result presumes cultivatable
characteristics of the mutant plants. The mutation had a negative effect on the germination rate
and seed quantity in the model plant when optimal amount of water was provided. These
characteristics need to be analyzed in detail when modifying crop plants. Amongst the other
defined yield parameters the kernel weight and the fresh green weight proved to be the same in the
mutant and wild plant types in case of normal water supply. When deficient amount of water is
provided, the advantage of the mutant plant over the wild type is obvious; it survived substantially

longer than the other in case of persistent water deprivation in our experiments.

As scientific literature uses several different parameters of physiological characteristics
when describing plant water economy, we compared the sensitivity of these parameters to monitor
drought stress in Arabidopsis. Our findings show that the parameters that can be measured with
the applied instruments are suitable to a different degree. The gravimetric method based on
measuring soil weight, the water potential value and photosynthetic activity proved to be
relatively sensitive indicators of drought stress. We found the ®pg; parameter of fluorescent
induction to be less sensitive. The Fy/Fy value, the photochemical and non-photochemical

extinctions only showed significant changes in case of serious water deprivation.

To analyze whether decreased transpiration gives the mutant plants an advantage in the
competition for water we examined the plants’ response to drought stress in competitive
circumstances. It appeared that sparing water doesn’t give advantage against the plants with a
more vigorous transpiration (wild type) in a competitive situation; this is presumably due to the
fact that in case of decreased transpiration the wild type plants can use up the remaining water
from the soil fast and effectively. This caused the mutant plants to desiccate at the same rate as the

wild type. We gained similar results when supplying a low amount of water as well as in case of
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another ABA supersensitive Arabidopsis mutant (era-1) with decreased transpiration and a
different genetic background. Our results bring the attention to a weakness of transpiration as a
biotechnological and breeding goal set to be attained, according to which water saver mutants may
not show their favorable characteristics when competing for water. A conclusion can be drawn
from our results regarding the effective selection of drought tolerant mutants from a screening

population as well.

The aim of our work — apart from the detailed fitness analysis of the Arabidopsis thaliana
cv. Columbia chp20 mutant — was the examination of the nCBC regulation mechanism in crop
plants. We were interested in whether a crop plant can be made more drought resistant with the
help of silencing the ortholog of the Arabidopsis CBP20 gene. Three different plant species were
involved in the transgenic experiments: tomato, potato and rice. We searched for the assumed
orthologues of the Arabidopsis CBP20 gene in the EST and genome sequences of these species.
By comparing the sequences of potato and tomato we found them to be 100% homologuous,
therefore we used the same gene construction for silencing in these two plant species. We

prepared the necessary gene constructions based on the database sequences.

The gene transformation was successful in all three species out of which the tomato
transformation took place in our laboratory. The potato transformation was performed by Dr.
Zsofia Banfalvi in the Agricultural Biotechnology Center in Go6dollo, while the rice
transformation was carried out by Dr. Janos Gyorgyey’s team at the Biological Research Center,

Hungarian Academy of Sciences, Szeged as a part of a cooperation between the institutes.

So far only the evaluation of the gene silenced potato’s phenotype has been successfully
finished. In this case the plant transformation resulted in a more drought resistant potato (Zso6fia
Banfalvi, personal communication). This proves that the functionality of the nCBC complex can
be altered in a crop plant. Investigation of the transformed tomato and rice are currently under

way, therefore we cannot draw such conclusions in these cases.

The practical utilization of the results is a task of the future. We do not suggest the direct
involvment of the genetically modified (GM) plants we produced in the breeding process. The
common utilization of GM species raises many questions and problems. On the other hand, the
useful phenotype of the chp 20 mutants is based on the loss of function of a gene, therefore there

is a biotechnological method with which this goal can be reached without genetic modification. A
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plant line mutant for a given gene can be selected with molecular methods in a traditionally
mutagenized population with the help of the TILLING method. Theoretically there is the
opportunity to produce non-genetically modified cbp20 lines in any species with this non-

transgenic technology.

The further aim of our work is the investigation of the transgenic tomato and potato lines
obtained. These gene silenced lines — aside from their biotechnological significance — may help us
to discover the molecular mechanism underlying the mutant phenotypes, which is one of the main

future research interests of our laboratory.
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CR1
CR2
CR5
CR6

M7/2 Kisérleteink soran hasznalt inditoszekvenciak

CCAGAATTCCCTCTTCAAGGTACGGATTCCC
AATGTCGACCAGTATGAAGCAGAAGCCGCAGG
TAAGAATTCCAGGACCCGACCAAGCTGTCCGC
GAAGGATCCCAGTATGAAGCAGAAGCCGCAGG

leCBP1  ACCTGCAGTCGCCCTATTCGTGTTGATTT

[eCBP2 AGAGGATCCGATGGTGGTCATCTTCCCTGT
[eCBP3 AGTCTGCAGTGACTATGATCCAGGTCGAGG
leCBP4  TGAGTCGACGATGGTGGTCATCTTCCCTGT

FCAa CCCGTTAGGTGGTTATGGTGT
FCAb TTGGGTCTGGGACTGCTGTAT

PCR programja:

2°30” 95 °C

307 95°C

307 55°C 30X
I 72 °C

7 72 °C

M/3. Kisérleteink soran hasznalt taptalajok

MS (Murashige Scoog taptalaj)

4,6 g/l MS salt mix, Duchefa
8 g/l Plant agar, Duchefa pH 5,7

MS 1%

4,6 g/l MS salt mix, Duchefa

8 g/l Plant agar, Duchefa

10 g/l sucrose, Duchefa pH 5,7
MS 3%

4,6 g/l MS salt mix, Duchefa

8 g/l Plant agar, Duchefa

30 g/l sucrose, Duchefa pH 5,7
Hajtasindukalo tiptala;j:

4,6 g/l MS salt mix, Duchefa
8 g/l Plant agar, Duchefa
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10 ml 100x BS5 vitamin

30 g/l sucrose, Duchefa pH 5,7
2 mg/1 Benzil amino purin (BAP)

0,1 mg/I Indol ecetsav (IAA)

500 mg/I Claforan

150 mg/l augmentin

0,5 ml acetosyringone

Szelektiv gyokereztetd taptalaj:

4,6 g Ms salt mix, Duchefa

10 ml 100x BS5 vitamin

10 g sucrose, Duchefa

4 g agar, Duchefa

1 ml kanamycin (50 mg/ml tdrzsoldatbdl)
1 liter taptalajban.

Agrobacterium inkubaciés médium:

0,0882 g MS salt mix

2,5 ml nétrium-foszfat puffer, pH 5,4

10 pl Rifampicin (50 mg/ml torzsoldatbol)

8 ul Kanamycin (50 mg/ml térzsoldatbdl)

10 ul acetosyringone (50 mg/ml térzsoldatbol)
20 ml dssztérfogatban

LB

10 g/l Tryptone

5 g/l Yeast

10 g/1 NaCl

15 g/l agar pH 7

2TY
16 g/l Tryptone

10 g/l Yeast
5 g/l NaCl pH 7

M/4 Agrobacterium tumefaciens és Escherichia coli kompetens sejt készitése

200 ml OD 0,3 koncentricidjd baktérium oldatot 10 percig jégen tartottuk, majd 5000 rpm-
el centrifugédltuk 5 percig, 4 fokon. A leiilepedett baktérium foliil ledntottiik a taptalajt, és
feloldottuk 100 ml oldatban, mely 10 mM Tris-t (pH 5,4) és 50 mM CaCl,-t tartalmazott. Az
oldatot 30 percig jégen tartottuk, majd 5000 rpm-el centrifugéltuk le 4 fokos hdmérsékleten. Az
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iledéket az elobb leirt oldatbdl 2 ml-ben oldottuk fel ismét, és 15% glicerint adagoltunk hozza. Az

igy kapott kompetens sejteket -70°C-on taroltuk.

M/5 Escherichia coli transzformacio

Az Escherichia coli kompetens baktérium sejteket jégen olvasztottuk fel, majd 2 ul DNS-t
tettiink 50 pl kompetens sejthez. 30 percig jégen tartottuk a mintdt, majd 2 percre 42 °C-os
hdsokknak tettiik ki. Ezutdn 5 percig jégen tartottuk, majd 37 °C-on razattuk 120 RPM-en 60
percen at 1 ml 2TY t4ptalajban. A felszaporodd baktériumot szilard, antibiotikum tartalmd (50

mg/l Kannamycin) tdptalajra szélesztettiik, és egy éjszakén at neveltiik 37 °C-on.

Agrobacterium transzformacié

A Agrobacterium tumefaciens kompetens baktérium sejteket jégen olvasztottuk fel, majd 2
ul DNS-t tettiink a 50 ul kompetens sejthez. 30 percig jégen tartottuk a mintdt, majd 2 percre 42
°C-os hésokknak tettiik ki. Ezutdn 5 percig jégen tartottuk, majd 30 °C-on razattuk 120 RPM-en
60 percen at 1 ml 2TY taptalajban. A felszaporod6 baktériumot szilard, antibiotikum tartalmu (50
mg/l Kanamycin. 25 mg/l rifampicin) téptalajra szélesztettiik, és egy éjszakan 4t neveltiik 30 °C-

on.

M/6 Plazmidok emésztése

5 ul DNS

1 ul BSA

2 ul enzim

2 ul puffer (az enzimtdl fiiggden)

10 pl Desztillélt viz 1 6rén 4t 37 °C-on

M/7 vektorba ligalas
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2 ul vektor

10 pl tisztitott fragmens

2 ul 10x ligaz puffer (Fermentas)

5 ul desztillalt viz

1 ul ligdz enzim (T4 DNS ligase — Fermentas) 1,5 6réan at 12 °C-on

M/8 Az elkésziilt plazmid restrikcios térképe a forditott tiikorképi szekvencia
osszeallitasa utan

Ncol Pstl Ncol
| | | | % | | |
1 1 1 1 1 1 1
Sacl Saclll Notl Xbal BamHI Sall Xhol Apal Kpal

o Y _/

500 bp—___

300 bp.——

Molekolasily marker, plazmid Xba I, Pst I emésztéssel, plazmid Xba I, Xho I enzimes emésztéssel (balrél

jobbra)
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M/9 A felhasznalt plazmidok térképei

. 35s promoter < | — > 355 terminator
MCS
LAC
CAMV35S T-BORDER (R)
HYG(R)
pVvS1 Sta
POLY ASITE pCAMBIA1300
TBORDER (L) B9580p
kanamycin (R) \
= pVS1-REP
pBR322 ori
pBR322 bom site

A paradicsom transzformaldshoz
hasznalt plazmid-konstrukci6 és a beillesztett inzert

Nael 131

Ssp | 442
Sspl 250 Sspli9
Xmn| 2645
Seal 2526
Pvu | 500
Pvul 2416 Pvu il 529
BssHl 619 '
Sacl| 657
pBluescript Il KS (+/-) fon 1750
. i ”
phagemid vector potiires 13 1
2961 bp
Puull 977

@ Stratagena Aff Il 11523

A pKS II. plazmid térképe a klénozohelyekre beépitett inszert nélkiil (forrds:

http://bio.classes.ucsc.edu/bio20L/info/content/molbio2/pks.gif)
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pAn

Npt

/’

Xbal
Notl
EcoRI
Sstl

INVERTED

pno

RB .
Nsil

pCP60 o

12,42 Kb

LB

npt 11T

A paradicsom transzformaldsara alkalmas kész plazmid
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