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A palyazat célja

Kutatocsoportunk tevékenyen jarult hozza annak a bizonyitdsdhoz, hogy fagyallosag
kialakulasdban - a modellnovényhez, az Arabidopsishoz hasonléan — a gabonafélékben is
kiemelkedd szerepiik van a CBF géneknek. Két fliggetlen kisérleti rendszerben, két buzafajon
végzett kisérletekkel azonositottuk azokat a jelolt CBF géneket, a melyek a fagyallosag
genetikai kontrolljdban ténylegesen szerepet jatszanak. Kenyérbuzdban génexpresszios
kisérletek a CBF14, a CBF15 és a CBF16 géneket, mig alakorban végzett térképezési munkak a
CBF12, CBF14 ¢és a CBF15géneket azonositottdk. A kapott eredmények kozott tehat két CBF gén
azonosnak bizonyult: mindkét rendszer a CBF14 ¢és a CBF15 géneknek a fagyallosag
kialakitasaban jatszott szerepét igazolta.

A palyazatban azt vallaltuk, hogy e gének szerepét direkt modon, transzformécidval, mind
a gének taltermeltetésével, mind azok elcsendesitésével bizonyitjuk. Ehhez transz(cisz)génikus
arpa, buza és Arabidopsis vonalakat allitunk eld, és azok analizisével igazoljuk hipotézisiinket.
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Az elvégzett munka

Gabonafélék transzformdcidja

Kezdeti 1épésként pAHC25 vektorba épitettiik a CBF14, CBF15 és CBF16 géneket;
egyrészt a konstitutiv ubikvitin promoterrel, masrészt a buzabdl izolalt hideg-indukalhato
Wcs120 prométerrel készitettiik el a vektorokat. A konstrukcidkat PCR-rel verifikaltuk. A
konstitutiv. CBF expressziot biztositd konstrukciokkal a transzformdaciot biolisztikus
modszerrel végeztiik el kallusz-tenyészeten, melyet a CY-45 tavaszi kenyérbuza éretlen
kalaszaibol inditottunk. A transzformacié soran 150 Petricsészényi anyagot I6ttiink be. A
kalluszokbdl novényt regeneraltunk, és a regeneralddott novényeket PPT-tartalmu taptalajon
szelektaltuk. A transzformacid sikerességét mindkét novényfaj esetében PCR reakcioval
vizsgaltuk. Sajnos nem talaltunk transzgénikus ndvényt. Megprobalkoztunk buza-zigota
mikro-injektalasaval is. Siete Cerros genotipus probaltunk meg transzformalni mikro-
injektalds modszerével (Jager Katalin kozremikddésével, MTA ATK MGI, Novényi
Sejtbioldgiai Osztaly). Harminc TaCBF14-transzformans jeldlt buza ndvény regeneralddott,
de egyikiik sem bizonyult PCR pozitivnak.

Mivel a biolisztikus transzformacional hatékonyabb modszer az agrobaktériummal
torténd transzformacid, a CBF14 és CBF15 CBF géneket egy Gateway-kompatibilis binaris
vektorba (pBract214) épitettiikk, a konstitutiv expresszidt biztositd ubikvitin promotert
hasznalva. Egy COST palyazat keretében (Dr. Wendy Harwood laboratoriuma, John Innes
Centre, Norwich, UK) lehetéségiink nyilt az arpa agrobaktériummal torténd
transzformaltuk. 10 fiiggetlen CBF14, és 18, a CBF15 génnel transzformalt vonal all
rendelkezésiinkre. Tekintettel arra, hogy Martonvasaron a blza génbeldvéses kisérleteink nem
jartak sikerrel, ezért egy angliai kutatocsoporttal (Huw D Jones, Rothamsted Research, UK)
egylittmiikodve végeztiik el a CBF14 és CBF15 CBF gének biolisztikus transzforméciojat. E
kooperacio eredményeként a transzformans kontrol mellett 12 CBF14 és 11 CBF15 fliggetlen
transzformacios vonalat allitottunk el6. Real Time PCR-rel meghataroztuk az egyes fiiggetlen
transzformdns vonalakban a transzgén kopiaszamat, mely az arpa esetében - a transzformacio
modszerébdl adoddan - legtdbb esetben egynek bizonyult, mig arpa esetében - a génbeldvéses
modszer miatt - 1 és 12 kopia kozott varidlt. KésObbiek soran néhany esetben a
génkopiaszamot az adott vonalak utodainak szegregacios adatai alapjan korrigaltuk. Biiza
esetében az utddgenerdcido génkopia szamanak szegregacids analizisével igazoltuk, hogy a
gének egy helyre épiiltek be, azaz a gének egy kapcsoltsagi csoportként orokléddnek. A
transz(cisz)génikus vonalakban gDNS-en végzett PCR-rel igazoltuk a konstrukciok mindene
egyes elemének (promoter, transz(cisz)gén, terminator) intaktsagat, és RT-PCR-rel
bizonyitottuk a transzgén mitkodését, expresszidjat.

Fagyallosag tesztelése

Fagytesztek

A CBF gének fagyallosagban betdltott szerepét els6sorban fagytesztekkel bizonyitjuk. Mivel
a transzformacidhoz  alkalmazott konstrukciok a  transz-(Cisz-)gén  folyamatos
megnyilvanulasat biztositjak, ezért, feltételezéslink szerint, a transz(cisz)génikus névények
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fagyallosaga abban az esetben is jobbnak bizonyulhat, ha a ndovények nem kapnak (a
természetes korlilményeket modellezendd, a fagyteszteket megel6zden rutinszeriien
alkalmazott) hidegedzést, hiszen a beépitett CBF transzkripcids faktor folyamatos miikddése —
részben- kivaltja ezt a fizioldgias periodust. Azonban mind a buza, mind az arpa vonalakkal
végrehajtottunk olyan fagytesztet is, melynek soran hideg-edzési periddust is alkalmaztunk.

Mivel mind arpa, mind bliza esetében viszonylag nagyszamu transzgénikus vonal allt a
rendelkezésiinkre mindkét transzgén (CBF14 és CBF15) esetében, ezért sziird kisérletekben
igyekeztiink kivalogatni azokat a vonalakat, amelyekben a fagyallosag megnétt a transzgén
hatéséra, illetve ezek koziil is igyekeztiink a legjobb vonalakat azonositani; majd az igy
azonositott vonalakat aztan részletesebb teszteknek kitenni. Tettiik ezt azért, mert célunk nem
a minél tobb transzgénikus vonal eldallitasa volt, hanem az adott gének funkcidjanak
bizonyitasa. A funkcid bizonyitasat megprobaltuk (és jelenleg is probaljuk) tébb oldalrol
megkdzeliteni, ez azonban csak kezelhetd, korlatozott szamu transzgénikus vonal analizisével
lehetséges a rendelkezésiinkre allt/allo keretek kozott. Ilyen megfontolasbol a buza €s arpa
ndvényeket egy hideg-edzési periddusos és a nélkiil kivitelezett elé-kisérletben kiilonb6zo
hémérsékleteken fagyasztottuk, majd az ily moddon szelektdlt vonalakkal egy ujabb
fagyteszteket hajtottunk végre.

Arpa fagyteszteket edzéssel -12°C, -11°C, és -13°C-on, mig edzés nélkiil -4°C és -
6°C-on hajtottunk végre. A buza vonalakat edzéssel -10°C, -11°C, -12°C és -13°C-on, edzés
nélkiil pedig -5°C, -6°C és -7°C-on teszteltiik.

Azért, hogy ne csak szegregalé populaciokat vizsgaljunk, az eredmények még
egyontetlibbek legyenek, az alacsony kopia szdmu transzgénikus arpa vonalakban Real Time
PCR alapi modszerrel, a gén-kopiaszam alapjan azonositottuk a homozigota T1 egyedeket,
majd az ily médon azonositott vonalak T1 homozigéta egyedeibdl kiindulva T2 homozigdta
populéciot allitottunk eld és vetettiink ala fagyteszteknek.

A fagyteszteket minden esetben tobbféle modon értékeltiik. A névények II. fotokémiai
rendszerének (PSII) fagyas altal okozott mikddésbeli valtozasat a PSII maximalis
kvantumhatasfokanak meghatarozasaval allapitottuk meg, mely a s6tétadaptalt névény levelén
mért valtoz6é (Fv) és maximalis (Fm) fluoreszcencia aranya (Fv/Fm). A masik indirekt
modszerrel a fagy hatdsdra a levélsejtekbdl kidramlo elektrolitok mennyiségét mértiik
konduktometriaval. A novények fagykarosodasat a regeneralodo-képességiik alapjan is
meghataroztuk. A novények talélésének mértékét a fagyasztds utdn egy, ill. két héttel
értékeltiik egy 0-tol (a fagyasztast nem élte tul) 5-ig (a fagyasztast karosodas nélkiil ta1él6)
terjed6 skalan. A talélési szazalékot adott vonalra a fagyasztast talélt / fagytesztnek Kkitett
novények aranyaban szamoltuk ki.

Jelen 0sszefoglaloban nincs mod arra, hogy az 6sszes eredményt bemutassuk. Ehelyett
né¢hany reprezentativ eredményt ismertetiink. Az  arpdban  kapott  két  kisérlet
eredményeink egyfajta 0sszegzése az 1. tablazat, amelyben két fagyteszt kiilonbozd értékelési
szempontjaibol kapott eredményeit foglaltuk Gssze.
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19FT 2MFT
FJ/Fm Rate of recovery FJ/Fn cond Rate of recovery Sunvival %
24h 48 h 1 week 2 weeks 24 h 48 h 24 h 1week 2 weeks 19FT 2™FT
Lines -11°C -13°C -11°C -13°C -11°C -13°C -11°C -13°C -13°C -13°C -13°C -13°C -13°C Z* -11°C -13°C -13°C
4A/1/1 | CBF14 * > o * e * * 19 278 316 16,7
4-5-6/1/1| CBF14 * ** * * 5 12,5 10
5/1/1 CBF14 ** il 5
6A/1/2 CBF14 . . . o . * . . . . . 27 36,8 15 50
6B/1/1 CBF14 id id id 6 11,8 18,8
21B/1/1| CBF14 we hid il hid * 14 45 22,2 333
23A/1/2 | CBF14 o ok * i * 10 5.56 10,5 30
23A/2/1| CBF14 * * hid id * 10 16,7 158 375
23B/1/1| CBF14 il * 3 7.69
24/1/1 CBF14 * ok . ok ek . . . 21 55,6 25 70
9A/1/1 | CBF15 fid * hid * * 7 nd 118 50
9A/2/1 | CBF15 10
9B/1/2 CBF15
12A/1/3 | CBF15 * 1 5.88
12B/1/1| CBF15 556
12B/2/1| CBF15 hid 5 35,7 10
12C/1/1| CBF15
12-18/1/1| cBF15 * * * 3 20
12-18/2/1| cBF15 9,09 5 20
12-18/3/2| CBF15
12-18/4/1| cBF15 fid 2 20
17/1/1 CBF15 * * 2 7.69
17/2/1 CBF15
17/3/1 CBF15 hid id 4 20
17/4/1 | CBF15 10
18/1/1 CBF15 * 1 9,09 20
19/1/2 CBF15
19/2/1 CBF15

1. tablazat
Arpa fagytesztek kiilonbozd paraméterek (F\IFm paraméter, konduktancia/cond/,
regenerdcio és tulélés) alapjan megallapitott eredményeinek tablazatos bemutatdsa.
A kénnyebb attekinthetoség kedvéert (a tulélési adatokat kivéve) csak szignifikancia

szinteket jeloltiink (*, **, *** szignifikans eltérés a transzformans kontrolltol P <0.05,
0.01 és 0.001 szinten).

A fagytesztekkel kapott eredményeink egyértelmiien igazoltak, hogy mind a CBF14,
mind a CBF15 transzgenikus vonalak ko6zo6tt jo néhany olyat allitottunk el amely ezen
paraméterek alapjan fagyallobbnak bizonyult, mint a nem- transzformans Golden Promise
arpa, illetve nem- transzformans Cadenza blza. Az 1. dbra A panelje a hideg-edzés utan -
13°C-on végrehajtott fagytesztek bonitaldsi eredményét mutatja buza ciszgénikus, mig a 2.
abra A panelje transzgénikus arpavonalakon. Az eredmények még szembeotlobbek, ha a
tulélési szazalékokat tekintjiik (1. és 2. abra B paneljei): j6 néhany olyan buza és arpa vonalat
azonositottunk, mely tulélte (néhany vonal ugyancsak tilélte, mivel a talélés 60-70%!) azt a -
13°-0s homérsékletet, mely a nem-transzgénikus buza illetve arpa recipiens (Cadenza ill.,
Golden Promise) szamara abszolut letalis volt (3. abra).
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A panel: a -13°C-on végzett buiza fagyteszt bonitdlasi értékeinek abrazoldsa két hét
regeneracio utdn.
B panel: A -13°C-on végzett buiza fagyteszt utan két héttel felvételezett tulélési %
adatok.
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2. dabra

A panel: a -13°C-on végzett arpa fagyteszt bonitdlasi értékeinek abrazoldasa 1 illetve 2 hét
regenerdacio utan. A vad tipusu Golden Promise-tol (GP) valo szignifikans eltérés jelolése: * ;
**;*** haP 0,05;0,01;0,001.

B panel: A -13°C-on végzett drpa fagyteszt utan két héttel felvételezett tulélési % adatok
dbrazolasa.
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A fagytesztet tulélt CBF-ciszgénikus buza vonalak 2 hét regeneracio utdan

Génexpresszios vizsgalatok

A transzgénikus Vonalakban tanulmanyoztuk a transzkripcios faktort koédolo transzgén
¢s néhany, az altaluk szabalyozott (downstream) néhany hideg-indukalhaté gén, majd néhany
gibberellinsav-oxidaz gén, valamint az arpa, illetve buza néhany, sajat, endogén CBF
génjének expressziojat is. A vizsgalatainkat szemi-kvantitativ, és Real Time RT-PCR-rel
veégeztiik.

A CBF gének altal vezérelt, a LEA proteinek csoportjdba tartozd négy gén
(HVCOR14b, HvA22, HvDHN5, HvDHNBS8) expressziojat tanulmanyoztuk. Ezek azért
informativ gének, mert bizonyitott a szerepliik a gabonafélék hidegedzodésében és a
fagyallésaguk kialakitasaban. Igazoltuk, hogy a konstitutivan expresszalodé6 CBF transzgén
befolyasolja a vizsgalt gének miikodését. A legerételjesebb hatast a transzgénikus arpa
vonalak analizisekor a HVCOR14b gén esetén tapasztaltuk. A HvCOR14b egy
alacsonyhdmérsékleti stressz hatasara expresszalodo gén. A TaCBF14 és TaCBF15 transzgén
mar kontroll koriilmények kozott is indukalta, és az kozel olyan magas szinten expresszalt,
mint a vad tipusban alacsony hémérsékleti kezelés hatasara (4. abra).

HvCOR14b HvCOR14b
A | reawr miontor Onceghe=t| B | Leafe W kontroll O hideg-kezsit

30000 _ i
— = -
- I n
20000 — 1 ||
15000 L a ||
10000 — - g —
a ||
S0 . I 2 |

0 , _ 0 T
[ =] =T | 241 M -2 =] A1 24414
4. abra

A HvVCOR14b gén expresszios vizsgdlata Real-Time RT-PCR-rel. (4: relativ Fold Change, B:
LoQ2F'C érték). A vad tipusu GP (Golden Promise) kontroll mintdait tekintettiik dsszehasonlitdasi
alapnak.
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A masik harom tanulmanyozott LEA proteint kodold gén expresszidos vizsgalata soran
néhanyszor nagyobb génexpresszidt detektaltunk a transzgénikus vonalakban - elsésorban a
fagytesztek alapjan legellenallobb vonalban -, mint a vad Golden Promise-ban, kontroll
koriilmények kozott.

A transzgének hatasat az endogén CBF génekre a hideg-indukalhat6 HVCBF1,
HVCBF6 ¢s HVCBF9 expresszidjanak vizsgalatdval tanulmanyoztuk. Eredményeink felvetik
annak a lehetdségét, hogy az Arabidopsis-hoz hasonloan, arpaban is létezik egy CBF auto-
regulacids mechanizmus. Ennek a kérdésnek az igazolasdhoz (vagy cafolasdhoz) azonban
tovabbi kisérletek sziikségesek.

A transzgénikus vonalak metabolomikai analizise

Mivel az alacsonyhémérsékleti- €s szarazsag-stressz sejtszintii kivédésében alapvetd
szerepe van a membranoknak, ezért a fagytesztekben két legjobbnak bizonyult buza (és a
nem-transzformans Cadenza) vonalakat hideg- és szarazsag-stressznek tettiik ki, majd lipid
komponenseket mértiink. Azonban ebben az eldkisérletben értékelhetd kiilonbségeket nem
talaltunk.

A fent emlitett stresszek kivédésben az ozmotikusan aktiv molekulaknak is
kiemelked6 szerepilk van. Ezért szénhidrat és szabad aminosav meghatarozasokat is
végeztiink. Mind blUziban, mind arpaban mértiikk a gliikoéz, fruktdéz, szaharéz és fruktan
tartalmat. Legmarkansabb kiilonbséget a szaharoz tartalomban tudtunk kimutatni (5. abra). Az
aminosav analizis ramutatott, hogy vannak olyan vegyiiletek (pl. leucin, ornitin, arginin, stb.),
amelyek hideg hatdsira nagyobb mértékben akkumuldlédnak a transzgénikus buzakban (6.
abra). Mivel ez az elokisérlet csak két vonalon tortént, ezért érdemes lesz az analizist
kiterjeszteni.

A szaharoz a kontroll %-aban B szaharéz a kontroll %-aban
1600 1 1000
1400 | 900
- 800 1
1200 y
700
1000 600 1
800 | = Hideg 500 1~ " hic‘ieg
600 1 W szaraz 400 + B sziraz
300 *
400 -
200
200 1 100 ¥
0 GP ‘ ‘E/A/l/z ‘23/A/2/1‘ 24/1/1‘9/A/1/1‘12/B/2/1‘ 17/3/1‘ 0 CAD ‘ ‘ w77 ‘ w3 ‘ w67 ‘ w79 ‘ w12 ‘ W66
5. dbra.
Szaharoz akkumulacio a hideg- és szarazsdag-stressznek kitett ciszgénikus drpa (4) és buiza (B)
vonalakban.
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6. dbra
Hideg hatasadra torténd aminosav akkumuldcio ciszgénikus buzdkban és a Cadenzdban.

Géncsendesites

A CBF gének szerepét buzéban indirekt mddon, géncsendesitéssel is bizonyitani
akartuk. A transzformaciohoz hasznalt konstrukciokat a géncsendesitésre kifejlesztett
pBract207 Gateway alapt ,hairpin“ vektorban hoztuk Iétre. Mivel a géncsendesités
hatékonysaga idedlis esetekben sem 100%-os, ezért olyan konstrukciokat hoztunk I1étre,
amelyek nem egyetlen CBF gén, hanem néhany, els6sorban a jelolt CBF gének csendesitésére
alkalmasak. A CBF15 gén csendesitésére tervezett konstrukcio példaul a CBF16 és CBF17
géneket is csendesiti (7. dbra).

TmCbf15 44
TmCbf1l6 44
TmCbf1l7 AAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCHAGGAGACGCGCCACCC 44
TmCbf12 AAGCGCCCCGCGGGGCGEACCAAGTT GGAGACGCGCCACCC 44
TmCbf3 AAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGAGACGCGECACCC 44
TmCbf13 AAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGT TCCHGGAGACGCGECACCC 44
Tmcbf18 AAGCGCCCCGCGGGEICGCACCAAGTTIICHGGAGACGCGECACCC 44
Tmcbf10 AAGCGCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCRGGAGACHBGECACCC 44
Tmcbf9 AAGCGECCCGCGGGGCGEACCAAGTTCCABGAGACGCGCCACCC 44
TmCbf4 AAGCGBCCCGCGGGGCGBACCAAGTTCCAGGAGACGCGCCACCC 44
TmCbf2 AAGCGlcaGCGGGGCG CAAGTTCAGGAGACGCGCCACCC 44
TmCbf5 AAGCGECCBGCGGGGCGEACCAAGT TCCHGGAGACGCGCCACCC 44
TmCbf14 AAGCGECCEBGCEGGECGEACCAAGTT GGAGACGCGCCACCC 44
1. abra
A CBF15 gén csendesitésére tervezett konstrukcio két masik CBF gént is (CBF16 és CBF17)
csendesithet.

Eldallitottuk a CBF14 és CBF15 géncsendesitésen alapuld kisérletekhez a buza
ciszgénikus novényeket. Kezdetben mintegy harminc fiiggetlen vonal allt rendelkezésiinkre.
Meghataroztuk az egyes vonalakban a cisz-gén kopiaszdmat. A vonalakat fagytesztnek
vetettiik ald, hogy azonositsuk koziilik azokat, melyekkel a késébbiek soran érdemes lesz
foglakoznunk. Ez az eldzetes teszt azonban nem hozott érdemleges eredményt.
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Ezért a kérdést a masik oldalrol kezdtiik el megkdzeliteni, azaz azokat a vonalakat
igyekeztiink azonositani, amelyekben igazolhatdo az adott cisz-gén expresszidjanak
csOkkenése. Ezért a két TaCBF gén expresszidjanak tanulmanyozasaval vizsgaltuk, hogy a
géncsendesitéses vonalakban valoban lejatszodik-e a CBF gének kifejezddésének gatlasa.
Kontroll és hidegkezelt mintdkat allitottunk el valamennyi transzformans vonalbol, és a
kisérletben résztvevd ndvényeket genotipizaltuk. Ennek sordn taldltunk olyan vonalakat,
amelyeknek a T1 nemzedékében nem tudtuk kimutatni a transzformdcidhoz hasznalt
konstrukcié szekvencidjanak semmilyen darabjat, tehat nem tudtuk igazolni a transzgén
beépiilését, vagyis ezek a vonalak nem stabil transzformans vonalak, ezért a tovabbi
kisérletekbdl ezeket kizartuk. Mivel szegregald populédcioval dolgoztunk, ezért a genotipizalas
biztositotta, hogy csak olyan ndvényekben nézziink expresszidt, amelyekben a csendesités
,teoretikusan” mukodik.

Real-Time RT-PCR-rel vizsgaltuk a biiza CBF gének koziil a CBF12, CBF14, CBF15,
CBF16 és a CBF17 gének expresszidjat, valamint a CBF gének altal szabalyozott COR14b és
WCS120 gének megnyilvanulésat is. A mért értékek alapjan a vad tipushoz képest a TaCBF
transzformdns vonalak koziil nem taldltunk olyat, amelyben miikédott a CBF14 gén
csendesitése, viszont egyes vonalakban a CBF15 gén expresszioja joval kisebb volt, mint a
vad tipusban, ezért azt mondhatjuk, hogy miik6dott a CBF15 gén csendesitése (8. abra).

A CBF15 gén expressziojanak vizsgalata
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8. dbra
A CBF15 gén expressziojanak vizsgalata Real-Time RT-PCR modszerrel. Az az egyes
transzformans vonalak értékei a nem-transzformans Cadenzahoz vannak hasonlitva.

A COR14b és WCS120 gének vizsgalata soran kimutattuk, hogy egyes transzformans
vonalakban a COR14b gén expresszidja csokkent, mig a WCS120 gén expresszidja nem
mutatott jelentds eltérést a vad tipustol. A CBF16 ¢és a CBF17gének expresszios értékei
alapjan azt tapasztaltuk, hogy azokban a transzformans vonalakban, amelyekben a CBF15 gén
csendesitése miikodott, ott feltételezhetdleg miikodott a tobbi vizsgalt CBF gén csendesitése
is. Tehat a CBF14 és CBF15 gének kifejezddésének gatlasara tervezett konstrukcid mas
nagyon hasonl6 nukleotid sorrenddel rendelkezé CBF génekre is kifejthetik hatdsukat.

Az expresszios vizsgalatok ramutattak arra, hogy, ha a CBF14 gén csendesitése nem is
miikodott, de miikodott a csendesités a CBF15 gén esetében. Ezen vonalak fagytesztje
azonban nem mutatott kiilonbséget, azaz a csendesitett vonalakban nem kiilonb6zott (nem
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volt kisebb mértékii) a fagyallosag. E palyazattol fiiggetleniil teszteltiink olyan tetraploid
buzavonalakat, amelyekben az egyik genom osszes CBF génje deletalt volt. Ebben az esetben
sikeriilt a fagyallosag csokkenését kimutatnunk, de ez a kiilonbség nagyon csekély volt. Ez
ramutat arra, hogy nem meglepd, ha néhany CBF gén csendesitése (nem teljes mértéka
kiiktatasa!) nem mutathat6 ki fenotipusosan (az alkalmazott metodikaval).

Egyéb abiotikus stressz-tolerancia tesztek

Bér a kutatds el6zményei sordn nem volt semmilyen indikacid arra, hogy az altalunk vizsgalt
transzkripcids faktorokat kodoldé CBF gének a fagytiirésen kiviil mas abiotikus Stressz-
tolerancia kialakitasaban is szerepet jatszananak, igyekeztiink mas stresszekben is vizsgalni a
transzgénikus vonalak toleranciajat. Mivel irodalmi adatok alapjan bizonyos CBF gének az
ozmoregulacioban jatszanak szerepet, ezért elsdsorban e kérdéskorre koncentraltunk.

Ozmotikus stressz-tolerancia teszt

Ozmotikus stresszt polietilén glikol 6000 (PEG) segitségével idéztiink eld, melynek
24/1/1) és TaCBF15 (9A/1/1 és 12-18/2/1) transzformans vonalat, amelyek a fagytesztek
soran ellenallobbnak bizonyultak; a transzformans kontroll vonalat (2A/2/4), és a vad tipust
Golden Promise arpat (GP) vontuk be a kisérletbe. A PEG Kkezelés és az azt kovetd
regeneracios periddus soran mértiik a vonalak levelének relativ viztartalmat (RWC). Sikertilt
toleransabbnak bizonyultak, mint a nem transzformans arpa (9. abra). A PEG kezelés hatasara
a 9A/1/1, a 12-18/2/1, és a 24/1/1 vonalak levelének relativ viztartalma szignifikansan nagyobb
volt a vad tipusban mértnél. Eredményilink arra enged kovetkeztetni, hogy a tanulmanyozott
TaCBF14 ¢s TaCBF15 transzkripcids faktoroknak szerepe lehet a szarazsagtiirés kialakitasaban,
az ozmotikus stressztiirés fokozasaban. Ennek bizonyitasara tovabbi kisérleteket kell végezniink.

RWC %
100
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&0

40

20

kontroll 18% PEG 2% PEG 24% PEG 3d Rec 7d Rec
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9. dbra

Az ozmotikus stressz-kezelés soran mért relativ viztartalom (RWC) a vad tipusiu Golden
Promise és a transzformdns vonalakban, névekvé PEG koncentracio esetén. A relativ
viztartalmat a stresszt koveto 3. illetve 7. napon is meghataroztuk.
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Fiatalkori szarazsag-stressz

Arpa transzgénikus vonalakat vizkultirdban neveltiink, majd a két hetes novényeket a
folyadékbol eltavolitottuk. Ezutan kiilonb6zé iddpontban relativ viztartalom (RWC)
meghatarozasaval jellemeztik a szarazsagtiirést. Nem taldltunk a vad, azaz nem-
transzformans ndvényekhez képest megndvekedett toleranciat.

Fejlett novénykori szarazsag-stressz

A TaCBF14 ¢és TaCBF15 géneket tultermelé buzavonalak szdrazsag-tlirésének
tesztelését iiveghazi koriilmények kozott végeztiikk. A kisérletbe 3-3 transzforméns vonalat,
egy transzformans kontroll vonalat és a vad tipusu tavaszi Cadenza genotipust vontuk be. A
vizmegvonas hatasat kiilonbozo fejlodési fazisokban vizsgaltuk. Az eliiltetett ndvények
kontroll csoportjat folyamatosan ontdztiikk. A novények masodik csoportjat 3 hétig locsoltuk,
majd 3-leveles allapotukt6l 30 napra megvontuk télikk a vizet, mig a harmadik csoportot a
kalaszolas el6tti  peridodusban tettiik ki szarazsdg stressznek. Megallapitottuk a
novénymagassagot, kaldsz-szamot, fOkaldsz szemszdmot, mellékkaldsz szemszamot, a
kalaszonkénti  ezerszemtOmeget, szemszélességet, szemhosszusagot.  Statisztikusan
megbizhatdé olyan kiilonbségeket, melyek azt igazolnak, hogy a transzgénikus vonalak
valamely paraméter alapjan szarazsagtiirobbek lennének, nem talaltunk.

Komplex stressz-tiirési vigor teszt (CSVT, Complex Stressing Vigour Test)

A teszt alatt egyiittesen alkalmaztunk oxigénhianyt és hideg-stresszt azaltal, hogy a
szemeket négy napon keresztiil vizben aztattuk, ebbdl az elsé két nap szobahdmérsékleten
(20°C), a masodik két napon hidegben (2°C). A vizsgalattal az egyes arpa vonalak
csirazaskori vigora kozti eltérést kerestiik, de nem talaltunk kiilonbséget.

Transzgénikus anomalia: eltéro fejodési iitem, kalaszolasi idé

A transzformans buiza €és arpa vonalak felszaporitasat tiveghazi koriilmények kozott végeztiik
el. A vad tipushoz képest fejlédésbeli visszamaradottsagot, lassabb ndvekedést és késoi
virdgzast tapasztaltunk a fagytesztek alapjan szelektalt TaCBF14 és TaCBF15 transzkripcios
faktort tultermeld arpavonalak liveghézi felszaporitasakor. Nem mutattunk ki egyenes aranyu
korrelaciot a visszamaradottsag és a fagyallosag mértéke kozott. Az ellenéllobb transzgénikus
vonalak mindegyike kisebb-nagyobb mértékben lemaradast mutatott a fejlédésében (2.
tablazat).
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2. tablazat
A transzgénikus arpavonalak fejlodése a kaldaszolas idésszakaban - Zadoks skalan
$4 P ’]
megjelenitve

A transzformans kontroll és néhany transzformans vonal a vad tipustval egy idében kezdett
kalaszolni, és fejlodésiik soran nem volt eltérés a ndvények magassagaban.

A novekedést befolyasolo gibberellin sav anyagcsereut meghatarozd génjeinek
expresszios analizise igazolta, hogy nem maga a transzformécid, vagy a konstitutivan
expresszalodo szelekcios markergén okozott zavart a fejlédésben, hanem a TaCBF transzgén
kifejezédése. A HYGA200x1, a HYGA200x3, a HYGA20x4 ¢s a HYGA20x5 gének expresszidjat
tanulmanyozva kimutattuk, hogy hideg hatdsara a HYGA20x5 kifejezddése jelentdsen megnott
a transzgénikus vonalakban (10. abra). Valosziniileg ez a megnovekedett génaktivitas a
bioaktiv gibberellin sav inaktivalasdhoz vezetett, ami fejlodési lemaradast eredményezett.

FC HvGA2ox5 B
9
1 control
84 B cold
74
6
54
4
3
24
14
0 + +
GP CBF14_L10 CBF15_L1
10. abra

A HvGA2ox5 gén kifejezbdése kontrol kériilmények kozott és hideg hatdsdara a Golden Promise
nem-transzgénikus, valamint egy-egy transzgénikus drvpa vonalban.

”wr

Specifikus anyag eléallitasa tovabbi vizsgalatokhoz

A szovettenyésztésbdl szdrmazo, regeneralt ndvények kozotti kiilonbségek eredhetnek
a szomaklonalis variabilitasbol is. Azért, hogy kikiiszoboljiik az esetlegesen eléfordulod
szomaklonalis variabilitds okozta kiilonbségeket, a szelektalt transzformans arpa vonalainkat
visszakereszteztiik az eredeti, vad tipusu Golden Promise tavaszi arpaval. E munka soran egy
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transzformans kontroll, tovabba 3-3 TaCBF14 ¢és TaCBF15 transzformans vonal BC1F2
nemzedékét allitottuk eld, amivel a célunk az volt, hogy olyan genetikai anyagot allitsunk eld,
mely a késdbbiek soran microarray vizsgalatokra is alkalmas legyen.

Ezen tGlmenden, a fagytesztekben két legellenallobbnak bizonyult TaCBF14 és
TaCBF15 transzformans vonal Osszekeresztezését is elvégeztiik. Gén kopiaszam kdvetéssel
Kivalogattuk a homozigota névényeket, azokat felszaporitottuk, igy a két buza CBF gén
egyiittes taltermeltetésének hatasat is tanulmanyozni tudjuk transzgénikus arpaban.

Transzgénikus Arabidopsis vonalak létrehozdsa, fenotipusos analizise

Arabidopsis transzformalas céljara kezdetben harom konstrukciét hoztunk Iétre,
amelyek pCAMBIA vektorba épitett buza CBF14, CBF15 ¢és CBF16 cDNS-eket tartalmaztak.
A gének megnyilvanulasat a konstitutiv 35S promoter irdnyitotta. A konstrukciokkal
Arabidopsis novényeket transzformaltunk, majd a transzgének jelenlétét PCR-rel
bizonyitottuk. A pCAMBIA vektorba épitett, konstitutiv 35S promoter altal irdnyitott, teljes
hosszusagu buza CBF15 cDNS kifejezddésének hatasat fagytiirésre, s6 és szarazsagtiirésre
teszteltiik. Tobb fliggetlen transzgénikus vonal tesztelése utan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy egyik stresszfajtdra vonatkozoan sem emelkedett meg a névények ellenalld
képessége. Mivel a transzgénikus vonalak ¢€lettani tesztjei — a varakozasainkkal ellentétben —
nem hoztak eredményt, ezért molekuldris modszerekkel ellendriztiik a beépitett
konstrukciokat. Megallapitottuk, hogy a CBF15-6s vonal minden szempontbol megfeleld, de
a CBF14 ¢és CBF16 konstrukciokbol hianyzik a gén kifejezddéséhez sziikséges promoter tobb
funkcionalis eleme is. Ezzel magyarazhat6 tehat, hogy e két transzgénikus vonallal nem
kaptunk eredményeket. Uj vektor konstrukciokat hoztunk létre; mindhdrom tanulméanyozand6
CBF gént pMDC32 vektorba klonoztuk, a konstrukciok szerkezetét minden szempontbdl
ellendriztiik, majd bimbd infiltracidos modszerrel Arabidopsis ndvény transzformaciot
végeztiink veliik.

Az elsd évben készitett, konstitutiv expresszidjunak szant buza CBF14, 15 ¢s CBF16
transzgéneket tartalmazd Arabidopsis novények vizsgalatanal felttint, hogy a CBF16
konstrukcioval igen kevés transzformanst kaptunk, a néhany szelektalt novény is torpe, illetve
fél-torpe volt, rossz viragzasi potenciallal. Bar a CBF16 gén a 35S promoéter nélkiil legfeljebb
igen alacsony szinten expresszalhat a konstrukcioban, a tapasztalat szerint ennek is hatdsa
lehet a novény fenotipusara. A felnevelt és termdéképes egyetlen féltérpe novényvonal viszont
szarazsag-stresszel szemben ellenallonak bizonyult. Mivel a névény fenotipusa igen hasonld
az irodalomban CBF tultermelé névényekre leirtakhoz, feltehetd, hogy valoban a CBF16 gén
hatéasat lattuk. Mivel azonban tobb transzformanst a konstrukcioval ismételt probalkozas utan
sem sikeriilt kapnunk, ezért az elsé évben klonozott, (stressz-indukalhato) COR15A promotert
kapcsoltuk a CBF16 génhez. Ezzel a konstrukciéval mar sikeres Arabidopsis transzformaciot
végeztiink. Az id6kdzben megismételt, konstitutiv CBF14, 15 és 16 konstrukciokkal tortént
Arabidopsis transzformaciok (pMDC32 vektor) koziil a CBF16 cDNS-el ismét nem kaptunk
transzformdnsokat, ami igazolta megkozelitésiink helyességét. Az ismételt Arabidopsis
transzformacios kisérletek eredményeképpen a bizonyitottan helyes konstitutiv (CBF14, 15)
génkonstrukciokat tartalmazo taltermeld névényvonalak mellett mar rendelkezésiinkre allnak
indukalhatd6 promotert tartalmazé (CBF16) vonalak is. A transzgénikus vonalakban a
transzgén miikodését RT-PCR-rel igazoltuk.

Az ily moddon eldallitott transzgénikus Arabidopsis vonalak fagyallésaganak
tesztelését a kutatds negyedik évében végeztiik, hdrom alkalommal. Kétféle fagytesztet
alkalmaztunk; az egyik tipusban a novények nevelése soran nem alkalmaztunk hideg-edzést,
mig a masik tipusu tesztben igen. Irodalmi adatokat figyelembe véve olyan hdmérsékletet
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kerestiink, amely kelléen differencidld, azaz alkalmas arra, hogy a transzgén hatdsat (a
megnovekedett fagyallosagot) kimutassa. A hideg-edzés nélkiil alkalmazott fagyteszt estében
a -6°C-os fagyasztas nagyon kis mértékben karositotta csak a novényeket, mig a -8°C-0s
fagyasztas letalis volt. A -7°C-on végzett fagyteszt volt az a hodmérséklet, ahol a novények
karosodtak ugyan, de taléltek. Mi tobb ez a hdmérséklet alkalmasnak bizonyult arra is, hogy a
nem transzforméans Colimba ¢és a transzforméans vonalak fagyallosaga kozott kiilonbséget
tegyen. Mindharom transzgén esetében azonositottunk olyan transzgénikus vonalakat,
amelyeknek jobb volt a fagyallosdga, mint a recipiens Columbia-¢ (11.A abra).
Meghataroztuk a hideg-edzést kapott novények estében is a kritikus homérsékletet, ami, mivel
-8° és -9° esetében a novények nem karosodtak, mig -11°C estében elpusztultak, -10°C-nak
bizonyult. Ez a homérséklet volt a differenciald. A 11.B abra mutatja a Colubia-nal jobb
fagyallosagh transzgénikus novények tulélési adatait, mig a fenotipust, azaz a ndvények
fagyteszt utani habitusat az 12. 4bra illusztralja.
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11 abra.
A panel: A hidegedzés nélkiil -7°C-on kivitelezett fagyteszt eredménye.
Az ertékeleést egy 0-5 kozotti skalan mutatjuk (0: elhalt, 5: sértetlen novény).

B panel: A hidegedzéssel -10°C-on kivitelezett fagyteszt eredménye, a tulélési szazalékok (%)
alapjan.

Az értékelést a fagyteszt utani regenerdcio masodik napjan (2d) és egy hét utan (Iw) végeztiik

el.
14/x/x: CBF14, 15/x/x: CBF15, 607/x/x: CBF16 transzgénikus vonalak, Col: nem
transzformalt, recipiens Columbia.
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12. abra

A hidegedzéssel -10°C-on kivitelezett fagyteszt utani névények fotoja.
CBF14, CBF15 és CBF16: egy-eqy transzgénikus vonal, Col: nem transzformalt, recipiens
Columbia, Col NO-FT: fagytesztnek ki nem tett (kontroll) Columbia.
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Osszefoglalas:

Munkank sordn az eldallitott, az adott transzgént tiltermelé Arabidopsis, arpa és
buzavonalakkal végzett fagytesztekkel egyértelmiien bizonyitottuk, hogy a tanulmanyozott
CBF géneknek fontos szerepe van a fagyallosag kialakitasaban. A géncsendesitésen alapuld
kisérletek nem hoztak eredményt. A génexpresszios analizisek molekularis szinten is
igazoltak, hogy a vizsgalt gének szerepet jatszanak a fagyallosag kialakitdsdban; ezt latszik

crer
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