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BEVEZETES

A kultirnoveények szarazsagtiirése napjainkban igen ¢égetd probléma. Az
ontozéshez hasznalhato édesviz-készlet folyamatos csokkenése, a csapadékhiany és a
globalis felmelegedés egyre nagyobb szdrazsag-stressznek teszi ki termesztett
novenyeinket. Ebben a helyzetben fontossa valt a novények vizfelvevo és parologtato
rendszerének minél jobb megismerése.

A szarazsagtiirés fenotipusa rendkiviil komplex, osszehangolt élettani mikodeés
eredményeként alakul ki. A tudomany fejlodésével kiilonb6zé modokon probaltak
novelni a novények szarazsagtiirését. A hagyoméanyos nemesités modszereit
alkalmazva keresztezéssel €s szelekcios stratégiakkal probalnak kedvezo6 tulajdonsagu
fajtakat eldallitani (pl. a 218 309. magyar szabadalmi irat). A molekularis biologia
eloretorésevel egyre nagyobb szerepet kapnak a transzgenikus technikak, melyek
segitségevel konnyebben és gyorsabban megerthetoek azok a molekularis szinten
zajlo folyamatok, melyek a novények szarazsagtiirését dontden befolyasoljak.

Munkank sordn modellnovények segitségével foglalkozunk a novények
vizvesztésével, parologtatasaval. A novény vizvesztésének legnagyobb része
parologtatassal (transpiracioval) torténik. A parologtatas soran a gazcserenyilasokon
¢és kisebb részt a kutikulan at elparologtatott viz hianya a ndvényben a gyokérzona
fele iranyul6 szivoerot kelt. Ez a vizpotencidl csokkenés vezet a talajbol az atmoszféra
felé iranyul6 vizaramlashoz, a talajban 1€v0 viz kinyeréséhez.

Az elparologtatott viz mennyisegének, ezaltal a noveny vizvesztésének fontos
tényezOi a sztomak nyilasanak illetve zarodasanak mérteke, valamint a kutikula
permeabilitdsa. Az abszcizinsav (ABA) szamos stresszvalaszban szerepet jatszik,
befolyasolja a gazcserenyilasok zarddasat, igy stresszhormonként mukodik. Az

abszcizinsavval végzett szamos kutatas ellenére sem tisztazott még teljesen az aktivalt



jelatvitel atja. Vizsgalataink soran a chbp20 ABA tulérzékenységet €s szarazsagtiirést
okozd mutacidé mechanizmusat, €lettani kovetkezményeit terveztiik vizsgalni.

Munkank eldzményekent luadfliben (Arabidopsis thaliana cv. Columbia) olyan
ABA-talérzékeny mutanst sikeriilt izolalni, mely fokozott szdrazsagtiirési
tulajdonsaggal is rendelkezik. A mutans a vad tipusnal valamivel lassabban fejlodik,
az Arabidopsis At5g44200 génjeben tortént, ami a Cap Binding Protein 20 (CBP20)
koédolja. A CBP20 a sejtmagi (nuclear) Cap Binding Complex (nCBC) része, amely
az RNS Polimeraz II altal atirt mRNS-ek 5° végére helyezett ,,cap” struktarat koti. Az
nCBC legalabb kettd, 80 illetve 20 kiloDalton molekulatomegl alegységekbdl all. A
ket alegység egyiitt képes az mRNS 5’ struktirajat megkotni. Az nCBC-nak szerepet
tulajdonitanak az mRNA splicingjaban, annak 3° végének €réseben, illetve az mRNS
magbol val6 exportjaban.

Az nCBC miikddése az irodalomban publikalt eredmények szerint ndvényekben
nem létfontossagl, hidnya viszont a novény mitkodeését ugy valtoztatja meg, hogy az
ABA-ra fokozottan érzékennyé ¢€s szarazsagtlirobbe valik. Az abhl és cbp20
mutansok ABA tulérzékenységét jelzi, hogy képtelenek csirazasra olyan alacsony
Mindkét mutans jellemzdje, hogy a vad tipusi novénynél kevesebb vizet parologtat,
ami ellenallobba teszi Oket a szarazsaggal szemben. Ezt a kedvezd fenotipust a
gazcserenyilasok gyors zarddasaval magyaraztdk, ami szintén ABA hatdsara
kovetkezik be. A megvaltozott RNS metabolizmus ¢€s vizhaztartas a noveény egyéb
tulajdonsagait csak kis mértekben érintik. Mivel a pleiotrdp tulajdonsagok ilyen kis

fokuak, a mutacio gyakorlati hasznositasa is elképzelheto.



CELKITUZES

e Munkank soran az Arabidopsis thaliana cv. Columbia cbp20 muténs széleskorti molekularis
biologiai ¢€s €lettani vizsgalatat tliztiik ki célul, valamint a mutacio célzott eldidézését kezdtiik
meg paradicsomban. Egyiittmiikodd partnereinkkel kézdsen burgonyaban és rizsben is
elkezdtiik chp20 géncsendesitett vonalak létrehozasat.

e A muticidhoz kapcsolddd molekularis biologiai kisérletek a fenotipus kialakulasanak
mechanizmusat céloztak. Az egyéb rendszerekben rendelkezésre allo informaciok alapjan az
mRNS metabolizmuson beliil az alternativ splicingban probaltuk szerepét vizsgalni.

e Elettani kisérleteinkben nyomon akartuk kévetni, vajon stresszmentes allapotban a mutans
csokkentett gazcseréjének milyen hatasa van a novény hozamjellemzdire, fotoszintetikus
aktivitasara és a fotoszintetikus rendszer kapacitasara. Megvizsgaltuk a normal allapotq, €s a
vizhidnyos stressznek kitett ndvények élettani paramétereit, és azok valtozasat. Mindemellett
szerettik volna Osszehasonlitani a hasznalt miiszerek érzékenységét, ¢€s gyakorlati
hasznosithatosagukat is a vizhianyos allapot nyomon kovetésére.

e Az ¢lettani vizsgalatok mellett a mutans novény okofizioldgiai jellemzeését is célul tiiztik ki.
Meg kivantuk vizsgalni, vajon elényt vagy hatranyt jelent-e a genetikai valtozas egy heterogén
ndvénypopulacidban stresszhelyzet esetén.

o (C¢lul thztiik ki a CBP20 ortologjanak megtalalasat paradicsomban, burgonyaban €s rizsben. Ezt
kovetden  géncsendesitd konstrukcidkat terveztiink Iétrehozni génsebészeti eljarasok
segitségével, mely az Arabidopsis CBP20 génnel nagy homoldgiat mutatd paradicsom,
burgonya ¢€s rizs géneket csendesitik.

o Kisérleteink sordn egy rutinszerien alkalmazhat6 paradicsom génmanipulacids rendszert
terveztiink beallitani. Ehhez két kiilonb6z6 transzformacids rendszer honositasat terveztik,

hogy 6sszehasonlithassuk azok hatékonysagat, illetve gyakorlati hasznosithatosagat.



EREDMENYEK

Arabidopsis thaliana cv. Columbia vad tipus és a cbp20 mutans fitness paramétereinek

osszehasonlitasa

A fold és perlit keverékébe iiltetett ludfii novényeket felneveltilk, majd teljes
vizmegvonassal szarazsagstressznek tettiik ki 6ket. A ndvények kezdeti vizpotencial értékei
szignifikdnsan nem tértek el egymastol, a vizutanpdtlas megsziintetése utan jelentds
kiilonbséget a negyedik, illetve az 6tddik naptol érzékeltiink a kontroll (vad tipust) €s a
cbp20 mutans Arabidopsis noveények kozott. A mutans novények vizpotencialja a kisérlet
végéig nem mutatott jelentds csokkenést a kezdeti értékhez képest, mig a vad tipusu
novények esetében a vizpotencial értékek -5 Bar értékig is visszaestek.

A mutans ¢és kontroll novények fotoszintetikus aktivitdsat LCi késziilékkel kovettiik
nyomon. Jol ontozott allapotban nem volt megfigyelhetd jelentds kiilonbség a noveények
kozott, szarazsag hatasara azonban a hatodik naptol kezdve a mutans fotoszintézise
jelentdsen aktivabb maradt a vad tipusndl, bar a mutidnsban is megfigyelhetd volt az
aktivitas fokozatos csokkenése.

A fotokémiai kioltdas FMSII miiszerrel mérve a kontroll (vad tipust) €s mutdns
mintakban 1s csokkent a harmadik naptol kezdve, a csokkenés azonban a kontroll néveények
esetében joval jelentdsebb lett a kisérlet végére. Szignifikans kiilonbséget azonban csak a
hetedik napon tudtunk mérni. Az Fv/Fy; érték fontos mutatdja a fotoszintetikus rendszer
mikodésének, azonban kisérleteink soran mértéke csak a kontroll novényeknél, és csak erds
szarazsagstressz kovetkeztében csokkent mérhetden. A széarazsagstressz korai hatdsainak
kimutatdsara nem volt alkalmas. A ®pg; paraméter a mérés O6todik napjatol kezdett
kiilonbséget mutatni a két minta kozott, azonban a mérések nagy szorasa miatt ez a
paraméter nem bizonyult elég megbizhatonak. Statisztikailag értékelve az eredményeket azt

talaltunk, hogy csak a hetedik napon mérhetd igazi kiilonbség a ®pg;; paraméterben a vad



tipusu ludfu, illetve a chp20 mutans ludfii kozott. A nem-fotokémiai kioltds a mutdns
novényekben a kezdeti allapottdl magasabb ertéket mutatott mint a kontroll esetében. Ezek
az értekek a szdrazsag hatasara mindkét mintdnal a negyedik, 6todik naptdl kezdve
emelkedni kezdtek. A vad tipusu ludfii a hatodik naptol kezdve mutatott egyezést a chp20
mutans ludfiivel a nem-fotokémiai kioltas tekintetében, azaz bizonyos szarazsagstressz
hatasara — melyre a hatodik napon jutott el a novény — mar a mutanssal egyenld mértékben
reagalt ez a fotoszisztémat jellemzo paraméter.

Termolumineszcencia paramétereket is rogzitettink a Hammatsu photomultiplier
mérofejjel ellatott, egyénileg Osszeallitott miiszer segitségével. A  ndvények
termolumineszcencia értékét megmértiik a vizmegvonast megelézOen, optimalis
koriilmények kozott, illetve stressznek kitett novények esetében. A gorbek vad tipusa €s
cpb20 mutans Arabidopsis novényekben a 9 napos szdrazsagstressz elott nem mutattak
jelentds eltérést. A vizmegvonast kovetden a cbhp20 mutdns 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 lineéris jelet kaptunk, mely 800 TL egység koriil mozgott.

A fold gravimetrikus viztartalmat (GWC) a naponta mért foldsulyokbol hataroztuk
meg. A mért értékek mar harom nap elteltével jelentds kiillonbséget mutattak a kontroll €s
mutdns novények foldjének stlya kozott, a mutans novények foldsulya kisebb mértékben

csOkken mint a vad tipusu kontroll névényeke.

Az Arabidopsis thaliana cv. Columbia cbp20 és a vad fajta maghozamanak, ezermag

tomegének, friss sulyanak és csirazoképességének osszehasonlitasa

Hogy megallapitsuk, okoz e az altalunk vizsgalt chp20) mutacié barmilyen valtozast a
termésmennyiség, illetve egyéb  hozameértékmeérd tulajdonsagok  alakuldséban,

osszehasonlitottuk a vad tipusa Arabidopsis thaliana cv. Columbia illetve az Arabidopsis



thaliana cv. Columbia cbp 20 magvak ilyen tulajdonsagait. A vad tipusi novények
maghozama meghaladta a mutans novények maghozamat, bar a mért értekek szorésa is
joval magasabb volt

Az ezermag tomegeket illetve a friss tomegeket figyelembe véve nem taldltunk
koliinbséget a vad tipusi (Col-0), illetve a mutans (cbp20) névények kozott. Eltérés
mutatkozott azonban a csirazoképességebn, mig a vad tipusi novények atlag 57%-a
csirazott ki kisérleti koriilményeink kozott, addig a chp20 mutans ndvenyeknek minddssze a

28%-a.

Arabidopsis thaliana cv. Columbia és cbp20 mutins vizsgalatai a novények

vegyes liltetése esetén

A kisérlet soran 9 ndvényt iiltettiink egy tenyészedénybe, atlagosan 6,5 cm tavolsagra
egymastol, azonos tomegi talajkeverékbe.

A felndtt novényeket 8 napig szarazsagstressznek tettiik ki, €s vizsgaltuk a ndvények
stressztliréssel kapcsolatos ¢lettani tulajdonsagait. Az el6zdekben leirt eredményekkel
egybehangzoan kiilon tenyészedénybe iiltetve €s felnevelve, nyolc nap szarazsagstressz utan
a vad tipusu novények kiszaradtak, mig a mutansok jelentdsen zoldebbek, turgeszcensebbek
maradtak. A novények gyokerének tomegét mérve megallapithatjuk, hogy Ilényeges
kiilonbség nem mutatkozott a vad tipust, illetve a mutans novények kozott .

Amikor kiilon teny€szedényben neveltiik a vad tipust €s a chp20 mutans Arabidopsis-
okat az eldzoekkel egybehangzoan azt tapasztaltuk, hogy a mutansok lassabban veszitettek
vizet, igy lassabban is szaradtak ki mint a vad tipusu novények. A k6zos tenyészedényben
nevelt ndvények esetében viszont a hervadas lathatd jelei egyszerre jelentkeztek. A mért
paraméterek koziil itt a vizpotencial értékek mindkét ndvényvonalban hasonld mértékben

csOkkentek a szarazsagstressz elorehaladtaval.



A kiilon illetve kozos tenyészedényben nevelt novények talajdnak vizvesztését
gravimetridsan is nyomon kovettik. Ennek sordn a mutians novényeket tartalmazo
talajkeverék bizonyult a vizmegvondsos id0szak végéig a legmagasabb viztartalminak, mig
a vegyes lltetésii, és a tisztdn vad tipusu novényeket tartalmazd tenyészedényekben a

viztartalom egyforma iitemben csokkent le.

Megvizsgaltuk az Arabidopsis thaliana cv. Columbia era-1 mutanst az el6z6ekben
leirtakhoz hasonl6 kisérleti koriilmények kozott, hogy bebizonyitsuk, a chp20 mutansnal
tapasztalt eredményeink nem csak ennek a mutansnak egy kivételes tulajdonsagat mutatjak.
Kilenc darab era-1 mutanst tltettiink egy tenyészedénybe, egy masikba 9 darab Col-0 vad
tipust, mig egy harmadikba 5 vad tipusu, €s 4 mutans novény keriilt. A névények teljes
fejlettseégénél vizhidnynak tettiik ki 6ket €s nyomon kovettiik azok vizpotencidl értékeit. A
kisérlet soran a vizpotencial értekek a csak era-I mutdnst tartalmazo talcaban 1évo
névényeknél maradtak magasabbak, mig a vegyes, €s a csak vad tipust tartalmazo talcak
novényeinek vizpotencial értékei lecsokkentek. A szemmel jol lathato valtozasokat, amiket
a Col-0 vad tipusnal megfigyeltiink, az era-I mutans nem mutatta a vizhidnyos stressz

hatasara, levelei zoldek, vizzel jol ellatottak maradtak.

A novények vizsgalata csokkentett vizutanpotlas mellett

Természetes kortilmények kozott az aszéalyos periodusok nem mindig jelentenek
teljes vizhianyt, a nem kielégitd vizellatas is vizhianyos stresszt jelent a névény szdmara.
Meg szerettilk volna vizsgalni, vajon az ilyen, természeteshez kozelebbi koriilmények
kozott 1s jelentkezik-e a kompeticiobol adodd mar megfigyelt hatas. Ennek modellezésere
Arabidopsis thaliana cv. Columbia és cbp 20 mutadns novényeket az ismertetett Osszetételi
foldkeverékben felneveltiink, majd csokkentett vizutanpotlas mellett  vizsgaltuk

kolcsonhatasukat. A vad tipust, illetve a mutans novényeket kiilon-kiilon, illetve kozos



tenyészedényben felnevelve 2 hét kezelés soran a vad tipust novények kiszaradtak, mig a
mutansok allapota nem valtozott jelentOsen. A gyors kiszaritassal azonos modon, a vad
tipust novények koze tliltetett mutansok itt sem mutattak fokozott szarazsagtiirést.

A gravimetrikus viztartalom értékek alapjan a csak chp20 muténst tartalmazé edények
foldkeverekének viztartalma a 12. napon még 50% koril volt, mig a csak vad tipust
novények, €s a vegyesen beiiltetett edények foldkeverékének viztartalma 20-30% kozé
stillyedt.

A vizpotencidl értekeket nyomon kovetve is hasonld eredményeket kaptunk, mint a
teljes vizmegvonas soran. A csak chp2() mutans novényeket tartalmazo talcakban 1€vo
novények vizpotencial értéke jelentdsen nem valtozott, mig a vegyes iiltetésii talcakban 1€vo

novényeke - a mutans novényeket is beleértve - lecsokkent.

A CBP20 gén szerepének vizsgalata az alternativ splicing mechanizmusaban

Mivel a CBP20 gén az mRNS 5° cap kotését befolyasolja, de csak néhadny gén mRNS
mennyiségében mutathatd ki kiilonbség microarry technikaval a mutans €s a vad tipust
novények kozott, feltételeztiik, hogy a CBP20 gén mas gének megnyilvanulasat alternativ
splicingon keresztiil szabalyozhatja. Ennek igazolasara megprobaltunk vad tipust €s cbp20
mutdns Arabidopsis thaliana cv. Columbia novényekbdl olyan géneket kivalasztani,
melyeknél ismert hogy mRNS-iik alternativ splicinggal érik.

A stresszvalasz jelatviteli rendszereinek génjeir koziil valasztottunk ki néhany jeloltet,
amelyeknél az alternativan kivagodod intron genomi szekvencidjanak ket oldalara primereket
terveztiink. Sajnos csak néhany gén vizsgalatara volt lehetoségiink, melyekrdl kesziilt PCR
termékek kozott nem taldltunk a vad tipusi €s mutins novények eltérd alternativ

splicingjara utal¢ jelet a géleken.



Az Arabidopsis CBP20 gén homolégjanak azonositasa paradicsomban és géncsendesité

Kkonstrukcio készitése

Az Arabidopsis CBP20 gén homologjat kerestilk paradicsom EST adatbazisban.
Sikeriilt azonositanunk egy olyan EST szekvenciat, mely nagy foki homoldgiat mutat a
CBP20 génnel. Ennek csendesitésére forditott ismétlddést tartalmazd ,hajti™ alakd
génkonstrukciot terveztiink.

A paradicsom TC117999 jelii feherjét kodold gén egy szakaszat €s egy spacer regiot
a paradicsom 0ssz RNS-bdl atirt cDNS-r6l PCR reakci6 segitségével a LeCBP1 - LeCBP2
primerekkel emeltiik ki. KésObb publikalt adatokbol kideriilt, hogy ez a szekvencia
tulajdonképpen 2 EST-bdl szarmazik (TC 171884 és TC187934). A TC 171884 tobb
szovetben 1s megtalalhatd a novényben, mig a nagyobb méretii TC187934-nek valosziniileg
az ovarium, illetve a termés fejlddésében van funkcidja. Szerencsére az altalunk klonozott
génszakasz mindkét génnel atfedést mutatott, igy alkalmas volt a megfeleld géncsendesitd
kostrukcio létrehozasara. A PCR termékeket GFX oszloppal tisztitottuk, és pKSII vektorba
(ampicillin rezisztens) épitettiik be. Escherichia coli TOP10 torzsébdl a transzformacidhoz
kompetens sejtet készitettiink, majd ebbe transzformaltuk a pBluescript vektort a beépitett
geénszakasszal egylitt, hosokk mddszert alkalmazva.

Az LB taptalajon kinétt telepek koziil a rekombinansokat kék/fehér szin szelekcioval
valasztottuk ki. Néhany rekombinans telepnél a beépitett génszakasz meglétét ellendriztiik,
koziiliik kivalasztottunk egyet, ahol a beépitett génszakasz szekvenciajat meghataroztattuk,
és ezt -70 °C-on glicerines oldatban taroltuk.

A forditott orientacidju beillesztéshez LeCBP3 és LeCBP4 primerekkel emeltiik ki a
paradicsom 0ssz cDNS-b6l RT-PCR segitségével a TC117999 EST egy masik szakaszat.
Ennek segitségével elkészitettiink egy olyan génkonstrukciot, mely a paradicsomban
csendesitendd gén egy részét, egy spacer régiot, €s az adott geénfragmentet forditott

orientacidban is tartalmazta. Ez az ,,inverted repeat DNS szekvencia mRNS-¢ atirva



onmagaval hajtii-strukturat (ds RNS) képes kialakitani, ezaltal pedig hatékonyan
beindithatja a sejt természetes géncsendesitd mechanizmusat.
A kész konstrukciot a novénytranszformacidra alkalmas pCP60 binaris plazmidba

¢pitettiik at, majd Agrobacterium tumefaciens LBA4404 torzsbe transzformaltuk.

Arabidopsis CBP20 gén homolégjanak azonositasa rizsben, és géncsendesit6 konstrukcio

Kkészitése

Bioinformatikai mddszerrel, a BLAST algoritmust hasznalva a rizs genomban egy az
Arabidopsis thaliana cv. Columbia CBP20 génnel er6sen homoldg szekvenciat sikertilt
azonositani (0s02g39890). A genomi DNS-bOl PCR amplifikacio segitségével e gén
megfeleld szakaszait felszaporitottuk CR1 ¢€s CR2 primerek segitségével. CRS ¢s CR6
inditoszekvencidkkal egy ezzel atfedd géndarabot intronnal egyiitt is kiemeltiink, igy a
paradicsomhoz alapjaban hasonld, de egy intront is tartalmazd forditott tiikorkeépi
szekvencia kialakitdsa valt lehetségessé.

A PCR-el felsokszorositott cDNS darabokat pKS vektorba épitettiik, szekvenciaikat
ellendriztiik, majd azokbol forditott ismétlddéshi konstrukciot készitettiink.

A konstrukciot ezutan atemeltiik pIP454 plazmidba, mely hygromycin rezisztenciaja
miatt szelektalhat6 paradicsomban. A pIP454 a pCAMBIA 1300 vektortol csak abban tér el,
hogy CaMV35S promoter és terminator kazettdkat tartalmaz. Az elkészitett pIP454 alapa
rekombindns plazmidot Escherichia coli baktériumban sokszorositottuk fel, ¢€s
traszformaltuk &t Agrobacterium tumefaciens LBA4404 torzsbe, majd szerkezetét ismét
ellendriztiik. Dr. Gyorgyey Janos kutatocsoportja sikeresen veégzett ezzel a konstrukcidval
rizs transzformalést, a transzgén jelenlétét kimutattdk a névényekben, melyek biologiai

tesztelése jelenleg is folyik.



A paradicsom transzformalas eredményei

Levél transzformacio

baktériumos fertézeést kovetden a levéldarabokat MS taptalajon neveltiik. A kalluszosodas
meérteke 35%-o0s volt, mely 0j részek mar ellenalloak voltak a hasznalt antibiotikumokkal
szemben. Az ezekbOl a részekbdl nevelt novényeknek csak nagyon kis része hozott

gyokeret, és mindossze egy egyedet sikeriilt iiveghazi koriilmények kozott felnevelni.

Sziklevél transzformacio

A paradicsom sziklevél transzformdacio soran a levéltranszformacioval szemben sokkal
tobb levéldarabon jelent meg kallusz, és az ebbdl torténd novényregeneraciod is
hatékonyabbnak bizonyult. A fertézott részek 70%-a hozott antibiotikumra rezisztens
kalluszt, €s ezekbdl szintén nagy szdzalékban sikeriilt novényt nevelni, illetve gyokereztetni.
Osszesen 28 antibiotikum-rezisztencidt mutaté ndvényt szelektaltunk és iilettiink ki
tiveghazba. Ezen noveények molekularis vizsgalatait végeztik el a transzformaciod

bizonyitasara.

A paradicsom transzformalas igazolasa PCR reakcioval

A novényt DNS mintdk ellendrzésére paradicsom ubiquitin génre specifikus
inditoszekvencidkat terveztiink, ¢€s ezekkel végeztiink kontroll PCR reakciot a mellékletben
kozolt kapcsolasi hdmérsékletek hasznalataval.

A transzformacio igazolasara az NPT II markergénre tervezett PCR reakciot
alkalmaztunk. Ez a vizsgalat elég érzékeny volt ahhoz, hogy a transzgént nagy biztonsaggal

kimutassa a néveényi mintakbol.



A kontroll ubiquitin génre készitett inditészekvencia a PCR soran minden novényi
mintabol képes volt felszaporitani a célszekvenciat, igy bizonyitottuk a DNS kivonds ¢és a
PCR reakcio alkalmassagat a transzgén kimutatasara.

Az antibiotikum-ellenallésagot biztositd génre specifikus inditdészekvencidk azokban
az esetekben adtak pozitiv jelet, amikor a ndvényi DNS tartalmazta a bejuttatott T-DNS-t,és
igy nagy valoszinliséggel a géncsendesitd konstrukciot. A kisérlet eredményei alapjan a 47.
abran 1-7-1g jelolt mintak bizonyultak transzformansnak.

A kimutatast tobb alkalommal megismételve azonos eredményeket kaptunk. Osszesen
20 esetben kaptunk pozitiv jelet a mintak elemzése soran, igy ezeknél a ndvényeknél

bizonyitottuk a transzformacid sikerességét. A transzformalas hatékonysaga 8%-os volt.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Bizonyitottuk kiilonb6z6 novenyélettani vizsgalati modszerek, ill. miuszerek
alkalmazhatosagat a vizhianyos stressz nyomon kovetésében. Kimutattuk, hogy
a gravimetrikus viztartalom, a vizpotencidl értek illetve a fotoszintetikus
aktivitas mertékének valtozasai jelzik a legérzékenyebben a vizhianyt, mar korai
stddiumban is.

A cbp20 mutans részletes vizsgalataval megallapitottuk, hogy ez esetben a
gazcsere mértekének csokkenése nem befolyasolja kedvezOtleniil a
fotoszintetikus aktivitast. Ugyanakkor vizsgalataink alapjan a csokkentett
parologtatas nem jelent elOnyt a vizert valo versengeésben a vad genotipussal
szemben.

transzformacios konstrukciokat keészitettiink, melyek lehetdve teszik kiilonbozo
gazdasagi novények, igy paradicsom, burgonya €s rizs szarazsagtiird vonalainak
létrehozasat.

Kidolgoztunk egy sziklevél alapu paradicsom transzformacios rendszert, €s tobb

fliggetlen transzformans vonalban igazoltuk a transzgén beépiilését.



OSSZEFOGLALAS

Az Arabidopsis thaliana cv. Columbia cap binding protein 20 (cbp20) egy olyan
funkcidvesztéses mutdns, mely abszcizinsavra fokozottan érzekeny, csokkent
parologtatasu €s szarazsagtlird fenotipussal rendelkezik. A magi cap koto komplex, az
nCBC egyik alegységében T-DNS inszercioval keletkezett mutans a viz fokozott

visszatartasara képes a vizhianyos iddszakokban.

Kutatasaink eredményeképpen bebizonyosodott, hogy a csokkentett parologtatas
ellenére a chp2() mutacid nem befolydsolja hatranyosan a novény fotoszintézisét, ami a
gatolt gazcsere egy lehetséges kovetkezménye lehetne. Ez a kedvezd eredmény a mutans
novények termeszthetOségét valdszinlisiti. A muticid jO vizellatisndl a vizsgalt
modellndvény fajban kedvezotleniil befolyédsolta a csirdzdsi aranyt és magszamot.
Ezeket a jellemzoket haszonnovények modositasa esetében kiemelten vizsgalni kell. A
normal vizellatottsag mellett meghatarozott tovabbi hozamparaméterek koziil az
ezermag tomeg ¢s friss zold tomeg azonosnak bizonyult a mutins és a vad tipusu
novényeknél. Vizhiany esetén a mutins eldnye a vad tipusi ndvénnyel szemben

nyilvanvalo, kisérleteinkben tartds vizmegvonaskor a vad tipus pusztulésat is tuléli.

Mivel a novényi vizgazdalkodas jellemzésére a szakirodalomban tobb €lettani
folyamat kiilonb6z0 paramétereit hasznaljak, dsszevetettiik ezeknek a parameétereknek
az ¢érzekenységét a szarazsagstressz kimutatdsira Arabidopsis ndvényben.
Megallapitasaink szerint a szarazsagstressz kimutatasara a miszerekkel mérhetd
paraméterek  kiilonb6z6 mértékben alkalmasak. A foldstlymérésen alapulod
gravimetrikus modszer, a vizpotenciadl érték €s a fotoszintetikus aktivitds mérése a
szarazsagstressz aranylag ¢érzékeny mutatojanak bizonyult. Kevésbé érzekenynek
talaltuk a fluoreszcencia indukcido ®pgy paraméterét. Az Fy/Fy érték, a fotokémiai és

nem fotokémiai kioltasok csak erds vizhiany esetében valtoztak jelentdsen.



Annak elemzésére, hogy a csokkent parologtatas okoz-e versenyelOnyt a mutans
novényeknek vizért valo versengés esetén, kompeticios helyzetben 1s megvizsgaltuk a
noveények szarazsagstresszre adott valaszait. A viz visszatartasa versenyhelyzetben nem
jelentett elonyt az erdteljesebben parologtatd (vad tipusu) ndvényekkel szemben,
feltételezhetden azért, mert a csokkent parologtatds soran a talajpban marado vizet a vad
tipusti névények el tudtak hasznalni. fgy a mutdnsok a vad névényekkel azonos iitemben
szaradtak ki. Hasonld eredményeket kaptunk csokkentett vizutanpotlas adagolasakor,
valamint egy eltérd genetikai hatteri ABA tulérzékeny, csokkentett parologtatasu
Arabidopsis mutans (era-1) esetében is. Eredményeink felhivjdk a figyelmet a
csOkkentett parologtatasnak, mint elérendd biotechnologiai illetve nemesitési célnak egy
gyengéjére. E szerint az ilyen fajtak a vizért valdo versenyhelyzetben kedvezd
tulajdonsagukat nem mutatjak, elonyiiket elvesztik. Eredményeinkbdl kovetkeztetést

lehet levonni a szarazsagtiiré mutansok szelekciojanak hatékony modszereire is.

Munkank célja volt az Arabidopsis thaliana cv.Columbia cbhp20 mutéans részletes
¢lettani vizsgalatan tal annak felderitése, hogy haszonnévényekben miikodik-e hasonlo
nCBC szabalyozasi mechanizmus. Kivancsiak voltunk, hogy vajon az Arabidopsis
CBP20 gén ortologjanak géncsendesitésevel szarazsagtirve teheté-e egy ilyen gent
hordozéd haszonndvény. A transzgenikus technologiaval folyo kisérletekbe héarom
termesztett ndvényfajt vontunk be: paradicsom, burgonya és rizs. E fajok genom illetve
EST szekvenciai kozott megkerestiik az Arabidopsis CBP20 gén feltételezett ortologjait.
A paradicsom ¢€s burgonya szekvencidkat Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy azok
100%-0s homolégiat mutatnak. fgy ebbe a két fajba ugyanazt a génkonstrukciot
hasznalhattuk. A szekvencidk alapjan géncsendesitd konstrukciot terveztiink és

készitettunk.

Mindharom fajban sikeres génbejuttatas tortént, amik koziil a paradicsom

transzformacio zajlott a laboratoriumunkban. Egyiittmi{ikodés keretében a burgonya



transzformaciot a godolldi Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpontban Dr.
Banfalvi Zsofia, a rizs transzformaciot a Szegedi Biologiai Kézpontban Dr. Gyorgyey

Janos munkacsoportja végezte.

Az elért fenotipus értékelése eddig a géncsendesitett burgonya esetében zarult le
eredményesen. Ott az egylittmiikodd partneriink altal végzett novénytranszforméacio
eredményeképpen a levagott burgonyalevelek csokkent vizvesztését figyelték meg a vad
kontrollal szemben (Dr. Banfalvi Zsofia személyes kozlés). Ez bizonyitja, hogy az
nCBC komlex miikddése egy termesztett ndvényfajban is az altalunk kivant modon
befolyasolhatd. A transzformalt paradicsom és rizs vonalak tesztelése még folyik,

azokbdl ilyen kovetkeztetések még nem vonhatok le.

Az eredmények gyakorlati hasznositasa a jovO biotechnologiai feladatai koze
tartozik. Az altalunk eldallitott génmodositott (GM) noveényvonalak kdzvetlen bevonasa
nemesitési munkdba nem célszeri. A GM novényfajtak koztermesztése hazdnkban, de
mas orszagokban is sok problémat vet fel. A cbp20 mutansok kedvezd fenotipusa
azonban egy gén funkcidjdnak megsziintetésén alapul, igy 1étezik olyan biotechnoldgiai
modszer, amivel ezt a célt génmodositas nelkill is el lehet érni. Az an TILLING
modszerrel hagyomanyos modon mutagenizalt populacioban molekularis eszkozokkel
kivalaszthatd egy megcélzott génre mutans novényvonal. Ezzel a nem transzgenikus
technoldgiaval barmilyen fajban elvben lehetdség van GM mentes cbp20 vonal

eloallitasara.

Munkank tovabbi célja a létrehozott transzgenikus paradicsom €s burgonya
vonalak vizsgalata. Ezek a géncsendesitett vonalak biotechnologiai jelentdségiik mellett
segitséget adnak a mutdci® hatasmechanizmusdnak felderitésében 1is, ami a

laboratoriumunk egyik tovabbi {6 kutatési iranya.
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