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ZAROJELENTES
Az alacsonylémeérsékleti stressz hataséra indukalodo regulator geek vizsgélata

buzaban

OTKA nyilvantartasi szam: T046573
A munka kezdete és befejezése: 2004. — 2007.

A palyazatunk kutatasi tervének alapjaul a 2003-harblikalt eredményeink
(Vagujfalvi és mitsi.) szolgaltak. E kisérletek soralakorban T. monococcuinegy Uj
fagyallosagért felés génlokuszt Kr-A™2) térképezniink az 5A kromoszéma hosszulkarjan.
felelés mennyiségi I6kuszt (QTL) is, tovabba ugyan erhelgre térképeztiik a transzkripcios
faktort kodol6Cbf3 gén lokuszat is.

Palyazatunk kutatasi tervében vazoltuk, munkankarsdisztazni kivanjuk, mi a
kapcsolat e harom. monococcurban térképezett gén kozott. Munkaterviinkben aéhilik
ki annak vizsgalatat is, hogy a kenyérblza 5A kremdmajan is megtalalhaté-e ez a
masodik, valdszifieg kisebb hatasu fagyallésagi gén,FazA2. E vizsgalatokhoz az e régio
felbontaséra létrehozott, finomtérképezést is tarete\s térképezeési populéciot analizisét
terveztik. Kutatasi terviinkben szerepelt tovablmgyhtanulmanyozzuk, milyen regulator
gének expresszioja valtozik meg hideg-stressz &atasizaban. Tisztazni kivantuk, hogy
ezek kozul mely gén lokalizalhaté az 5A kromoszoman

Zardjelentésinkben beszamolunk arrél, hogy a valfeladatok nagy részét
teljesitettik, mely részfeladat elvégzését nenesabttiik, és miért; tovabba, hogy milyen, a
témaval kapcsolatos, azzal szorosan Osszéfugipbdl kovetkez olyan feladatokat
teljesitettink, melyek a kutatasi tervben nem gmdtek.

A tervezettekil val6é eltérésnek két oka van. Az egyik az, hoggahonafélékCbf
génjeinek kutatasa ,forr6 téma”, j6 néhany kulfoldiboratorium is ezzel a témaval
foglalkozik. Néhany esetben célsitiennek tartottuk az Aaltaluk kapott kisérleteket
megismételni a mi rendszerinkon, masrészt, a mastdasoportok altal publikalt
eredmények alapjan néhany, altalunk korabbaiiedit cél értelmetlenné valt. A masik ok
pedig, hogy kutatasainkat mintegy masfél évtizedwsszanyul6éan, nemzetkozi
kooperéacioban, harom laboratérium (kulfoldi parakerJorge Dubcovsky, University of
California, USA és Luigi Cattivelli, Experimentahdtitute for Cereal Research, Italy)

0sszehangolt munkajaval végezzik. Az dsszehangolunkan eredményeinek
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kovetkezmeényeként Ujabb kérdések meriltek fel, aekeljjabb (elre nem tervezett) kutatasi

irAnyokat nyitottak meg.

A Cbf transzkripcids faktorok expresszidjanak vizsgalataNorthern analizissel és Real
Time RT-PCR technikaval.

Korabbi kisérleteink soran (Vagujfalvi és mtsi.,03) igazoltuk, hogy az arpabdl
izolalt Cbf3 gén a kenyérblza 5A kromoszomajanak hosszukagakapesdik, pontosan
arra a helyre, ahol az altalunk Gjonnan térképeEetd™ fagyallosagi QTL maximuma
térképeddott.

Szamos (részben kutatdcsoportunk altal kordbbatikgith irodalmi adat bizonyitja,
hogy a kenyérbuza abiotikus stressz-tolerancidj&zakalyozasaban kiemelkedzerepe az
5A kromoszOmanak van. Munkank soran a kérdés atisaiézasa volt, hogy @bf gének
expresszidjadnak genetikai kontrolljaban szereptizige az 5A kromoszéma. E kérdés
megvalaszolasahoz a CS/CNN (CS: tavaszi; CNbzi blza) szubsztiticiés vonalak
vizsgalatat tartottuk megfetisiek. Olyan kromoszomak szerepét vizsgaltuk, medjekr
irodalmi adatok alapjan tudtuk, hogy a buza faggdbanak kialakithsaban szerepet
jatszanak. Vizsgélatainkhoz a névényeket alacsemgnsékleti (2°C, 2 6ra) stressznek tettik
ki, a novenyekBl totdl-RNS-t izolaltunk. A génexpressziot Northeranalizissel
tanulmanyoztuk, melyhez jeldbrobaként &bf gének ,AP2€bf’ konzervativ szekvenciajat
hasznaltuk. E proba alkalmazasa lékéttette, hogy &bf génexpressziordl egy altalanos
képet kapjunk; valamennybf gén expresszidjat tanulmanyozzuk. Megallapitothdgy a
kontroll névényekhez képest valamennyi hidegkerzelhalban megbtt az expresszio. A
legnagyobb mérték expressziét az 5A szubsztiticiés vonalban taplsmia ami
egyertelntien bizonyitotta, hogy &bf gének szabalyozasaban kiemelkesterepe az 5A
kromoszOmanak van. Felgeitt a kérdés: e kromoszoma melyik része jatszéceget a
génszabalyozasban? A Northern analizishez a tosiéidon olyan, egyetlen kromoszdéméara
rekombinans vonalakat hasznaltunk, ahol az egyewmlakban a rekombinaci6 az 5A
kromoszoma egy $ikebb terlletén, a fagyallosagi 16kusz terileténomdiiozs helyeken
tortént. A rekombinans vonalak ééllitasahoz a széil partnerek a CS/TSP5A és a
CS/CNN5A vonalak voltak (Galiba és mtsi.,, 1995). rBkombinans vonalak egyik
csoportjdban - induktiv dmérsékleten - és génexpressziot mutattunk ki, mig a masik
csoportban a gén kevéshé fé@iatt ki. A rekombinans vonalak 5A kromoszomajanak

vizsgalt szakasza RFLP markerekkel jellemezett. égyes vonalak allél-mintazatat



0sszehasonlitva @bf génexpresszié mértékével megallapitottuk, hogyerég expressziot
mutaté genotipusok abban kozdsek, hogyX@sr9ll és az Xpsr637 RFLP I6kuszon
valamennyien a fagyéall6 s#iibl szarmazo6 allélt, mig a kismértélexpressziot mutatod
genotipusok ezeken a I6kuszokon a fagyérzékenytsrszarmazaalléleket hordoznak. A
Cbf gének expresszidja és a fagyallosag mertéke Kdstiefliggest szelektalt rekombinans
vonalak és a két sziil vonal fagytesztjével igazoltuk. A fagyteszt ereghyei azt is
valoszirisitették, hogy kenyérbuzdban is Ilétezik egy proksaa lokalizalhato,
fagyallésagot meghataro#a-A2 I0kusz. E kisérlet eredményeit felhasznalva, dssszanlito
térképezési adatokkal mutattunk ra, hog9td gének expresszidjat az 5A kromoszoma azon
régidja szabalyozza, ahova korabbi munkank sododban az Uj fagyallosagi QTL-t, &z-
A2-t térképeztik.

altalanos képet adtak (az alkalmazott hibridizagdésba jellegénél fogva). Az egye@ibf
gének vizsgalatat a nemzetkdzi kooperacio tettetdgl. Az amerikai partner alakorban,
BAC klénok segitségével, 18bf gént azonositott (Miller és mtsi., 2006). A BAQGkbk
segitségével leh&té valt az egyesCbf gének szekvencigjanak meghatarozasa, e
szekvenciakat a partneriink rendelkezésiinkre bdtsakgy lehedségiink nyilt arra, hogy az
egyesCbf génekre gén-specifikus primereket tervezziink, égreek expresszidjat szemi-
kvantitativ, majd Real Time RT-PCR-rel tanulmanydzkenyérblzaban. Fagyérzékeny és
fagyall6 buza genotipusok szemi-kvantitativ RT-Pi@®rel megallapitottuk, hogy @bfo gén
nem, mig a tobbi gén hideg-indukalhaté. A Real TRIEPCR rendszer megbizhatosagat a
konstitutivan expresszalddo aktin gén analizis@adoltuk. Az egyes gének expresszidjanak
mértékének analiziséhez a CS/TSP5A és a CS/CNN5Aalak mellett két olyan
rekombinans vonalat tanulmanyoztunk (46-1 és 38~&Jyekben a Northern analizis alapjan
eltének bizonyult a Cbf génexpresszié. A genotipusok kozott az egyes gének
expresszidjanak mértékét a CS/TSP5A-ban mért esqidwz viszonyitottuk, ezt a szintet
vettik egységnyinek. Megallapitottuk, hogy haromm,gé& Cbfl4 a Cbfl5 és a Cbfl6
expresszidjanak mértéke volt kiemelked magas az alacsordyhérsékleti-stressz soran; 11-
szeres, 6-szoros, illetve 5-szO6ros méitékpressziot detektaltunk. Kisérleteibkbazt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy ez az a harGif gén, amely a fagyallosag meértéket

befolyasolja kenyérbuzaban.

Ezen eredményeikba kovetked publikacio szlletett:



Vagujfalvi A., Aprile A., Miller A., Dubcovsky Dglugu J., Galiba G., Cattivelli I. (2005):
The expression of several Cbf genes at the Fr-8aslas linked to frost resistance in wheat.
Molecular General Genomics 274:5 506

Az Fr-A2 gén térképezéshez a fagyallosagi tesztek kivitebse a finomtérkép
elkészitésére alkalmas populaciokon. A térképek etszitése. AZr-A2, a Cbf3 és a

Cor14b gén expresszibjat szabalyoz6 gén viszonyanak tiézésa.

Munkaterviinkben vallaltuk,T. aestivurban is térképezzik &bf3 és az Fr-A2 gent.
Azonban az arpdban Francia és mtsi. (2004) algabtkeeredmények a mi eredményeinket
messzemeafen megefsiteték: az arpa (homoldg) 5H kromoszémajan ugisa a pozicidba,
ugyan arra a helyre térkégeinek az Aaltlunk térkpezett gének, mint a buza 5A
kromoszomajan, ezért nem tartottuk &efi indokoltnak e kérdés vizsgalatat. A dds
munkak arpaban (Skinner és mtsi., 2006; Tondelinés., 2006) és buzaban (Baga és mtsi.,
2007) is megéisitették eredményeinket. Ahelyett tehat, hogy kemy#Zaban is térképezztik
volna azFr-A2 QTL-t és aCbf3 gént (azFr-A2 I16kusz Iétét kenyérnizaban igazoltuk, amint
az fentebb kifejtettiik) arra voltunk kivancsiak, Iyite Cbf gén jatszik ténylegesen szerepet a
fagyallésag kialakitasdban. E munka eredményeiadkibb informaciéhoz, 0j tudomanyos
ismerthez vezethetnek, mint a munkatervben megfoagdtt cél (hexaploid rendszerben is
igazolni a diploid rendszerben kapott eredményekatyezetesen: bizonyitjuk, hogy egy
komplex fenotipus, a fagyallésag kialakitasabaryr@bf) gének jatszanak fontos szerepet.

A Kkérdés megvalaszolasahoz egy Uj térképezési aoptll kell eballtanunk,
megprobalva az egyeSbf géneket egymastdl rekombinaciéval elvalasztanipdpulaciod
fagytesztje valaszt adhat a felvetett kérdésre. Kdokat célszdinek lattuk diploid
rendszerben elvégezni; egyrészt, mert ez esetharkek szamulnunk a hexaploid bluza B és
D genomjanak zavaré hatasaval, masrészt, mert monococcumteljes genomja BAC
konyvtarban rendelkezésre all, ami Iéivét teszi a molekularis genotipizalast; mig ilyen
konyvtar, informacioJ. aestivumesetében nem all rendelkezésiinkre.

Az (jonnan dlallitott térképezési populaciobol RFLP markerek itségével
valogattuk ki azokat a rekombinans novényeket, pekblen a rekombinacié a minket
érdekb, a Cbf géneket taralmazd, nagyon kis kromoszéma-szaka&z8aoM) tortént. Azt,
hogy a région belill pontosan hol, melyilof gének kozott tortént a rekombinacié, a BAC
klonok szekvenciajanak adati alapjan kifejlesz@MPS markerekkel hataroztuk meg. Az ily

modon genotipizalt térképezési populaciot egyméasek két évben is fagytesztnek vetettik



ala, és statisztikai analizissel bizonyitottuk, yn€lbf gének involvaltak a fagyallosag
genetikai kontrolljdban. Bar nem sikertlt mindenyesy Cbf gént rekombinacioval
elvalasztanunk - aminek magyarazata a tanulmaniyomalyon kis genetikai tavolsag -,
azonban a rendszer letie¢ tette, hogy azonositsuk: harddif gen, aCbfl12, Cbfl4dés a
Cbfl5 az, amelyik a fagyallosag kialakitasdhoz hozzéj@akorban. Eredményeinket
egyértelnien megefsitette az amerikai partner tovabbi kisérlete: dpielukalhaté gének
(Corl4b és Dhn5 Mehidrin/) expresszidjanak tanulmanyozasa ugyané@eom Cbf gén
szerepét igazolta.

Az eredményeink helyességét igazolja a két rentdsmekapott adatok 6sszevetése.
Két flggetlen rendszerben és metodikaval (génespi@s vizsgalatok kenyérblzaban és
fagyteszt alakorban) végzett kisérletek ké&bf gén szerepét egyeértalsitik az
alacsonyfimérsékleti stressz-tolerancia kialakitasaba@btl4és aCbfl5génekét. Munkank

folytatasakéent e gének szerepét transzformacidvahkuk igazolni.

Eredményeinket a Plant Molecular Biology c. folgbikdzlésre elfogadta:
Knox, A.K., C. Li, A. Vagujfalvi, G. Galiba, E.Jto&kinger, and J. Dubcovsky.2008.
Identification of candidate CBF genes for the fréskerance locus Fr-Am2 in Triticum

monococcum. Plant Molecular Biology. In press.

Cbf, és mas, az alacsonyimerseékleti stressz hatasara indukalédoé regulator geek RFLP

térképezése a buza 5A kromoszomajan.

A kutatasi koncepcidénk az volt, hogy kideritsik, & kromoszoman lokalizalhaté-e az
alacsonyimérsékleti stressz-toleranciat, fagyallésagot yékunlo, aCbf géneken kivil mas
transzkripcios faktorok génjei is. Borban arra voltunk kivancsiak, a kenyérbuzaban
térképezetEr-Al és az attdl proximalisabban elhelyezkédlkorban térképezethr-A2 QTL
régidjaba térképezhee ilyen regulator gén lokusza? Amint az Tondedii ratsi. (2006)
arpadban végzet kutatasaibodl kiderilt, Gbf géneken kivil az 5H kromoszéman nem
lokalizalhatok az alacson§imérséleti stressz-regulacioban szerepet jatszészkapcios
faktororok génlokuszai. Az arpa és a buza 5-6s ksmdmai kdzott meglévhomologia
alapjan feltételezhéen ugyan ez igaz a baza 5A kromoszéméjara is. Atésit koncepcionk
szempontjabol indifferens volt, hogy mely kromosZéma térképezhék ilyen gének,

szamunkra a fontos az volt, hogy nem az 5A-ra. tEmékabb annak a kérdésnek a



megvalaszolasatiztik ki célul, hogy az ilyen transzkripcios faktkrexpresszidja (tehat a
regulaciodja, és nem maga a struktlrgén) kapcselatv5A kromoszémahoz?

Mivel az alacsonybmérsékleti stressz-tolerancia molekularis értelraezéapjaink
egyik intenziven kutatott tertlete, ezért Gjabb (gsbb modellek latnak napvilagot; két

lehetséges modellt az 1. abran mutatunk be.

1. abra
Az alacsonybmérsékleti szignaltranszdukcio két lehetséges himdet abban részt vév

transzkripcids faktorok lehetséges kapcsolataie#kifitetésével (Benedict és mtsi., 2006).

Az irodalom részletes attekintése utan (6szefoglahinnusamy és mitsi., 2007)
kivalasztottuk azokat a géneket, melyeket tanulmaniykivantunk. Munkankhoz élsorban
a Cbfregulaciés uthoz kapcsolédd transzkripciés faktato valasztottuk ki, de
tanulmanyunkba bevontunk néhany, ez utttél figgetén analizisét is. Sok esetben az
altalunk kivalasztott, tanulmanyozni kivant génekatabidopsisbdl irtak le, ezért
adatbazisokban (NCBI, GrainGenes, TIGR) megkerst{RLAST) a homoldg
bazaszekvenciakat. E szekvencia-adadtok ismeretpherereket terveztiink, hogy szemi-
kvantitativ PCR-rel vizsgalni tudjuk buzaban a ggmessziot. Kezdeti Iépésként fagyalld és
fagyérzékeny buzavonalkat vizsgaltunk. Tervink iszer amennyiben expressziés

kulénbséget sikertl kimutatnunk a kétféle csopordit, kovetkezhet majd a kromoszémalis



lokalizaciot leheivé tew, specialis genetikai anyag (szubsztiticiés ésmdioans vonalak)
analizise. A hideg-stresszelt fagyallo és fagyérmg novényekdl 0ssz-RNS-t izolaltunk,
azokrol cDNS-t irtunk, majd optimalizaltuk a PCRikeiokat. Expresszids kulonbséget csak
a Cbfttdl fuggetlenHos10 gén esetében talaltunk. Konstitutiv expressziétatonk ki a
Cbtregulacios kaszkadhoz kapcsoldgsgkl Nac072, Hos9, Hosés aZatl2genek esetében.
E kérdéskor vizsgalatat érdekesnek és indokoltagiuk, mert felveti a kérdést: haGbf
géneket szabalyoz6 regulatorok expresszidjabans nkiiddnbség (konstitutiv expresszid),
akkor a fagyallésag kialakitasaban (altalunk isjohyitottan szerepet jatsz8bf gének
expreszios kulonbsége minek tulajdonithaté? Jedealkisérletek elején tartunk, de a munka

folytatasat indokoltnak tartjuk.
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