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Genetika és Novényélettan Osztaly
Bevezetés

A termesztett ndvények varhatd terméshozamat és igy az élelmiszeripar
megbizhatd nyersanyagellatasat is nagymértékben befolyasoljak az abiotikus
kornyezeti stresszhatasok, melyek akar 60% terméskiesést is okozhatnak. A
hirtelen bekovetkezé nagy héingadozasok miatt nagyon fontos az 6szi kalaszos
gabonaf¢lék fagyallosaganak és a kukorica hidegtlirésének a novelése.
Osztalyunkon az elmult 10 évben tanulmanyoztuk az alacsony hémérséklet
hatasara bekovetkez6 redox valtozasokat, és bizonyitottuk a glutation fontos
szerepét a buza és a kukorica védekezésében. Térképeztik a fagytiirési és a
vernalizacids géneket buzaban. Részletesen vizsgaltuk a CBF transzkripcios
faktorok fagytiirésben betoltdtt szerepét. Funkcionalis genomikai vizsgalatokat
végeztlink a buza fagytlirését befolyasolod tovabbi gének azonositasa céljabol.

Redox valtozasok

Az alacsony homérséklet kovetkeztében, mas abiotikus stresszhatasokhoz
hasonléan, felhalmozddnak a reaktiv oxigénszarmazékok, és igy oxidativ stressz
alakul ki a névényben (Szalai és mtsai, 2009). Kutatasaink sordn igazoltuk, hogy
a reaktiv oxigénszarmazékok felhalmozodasaval parhuzamosan szamos
antioxidans enzim aktivitasa és nem enzimatikus antioxidans mennyisége
valtozott meg, jelezve a védekez6 rendszer aktivalddasat (Szalai és mtsai, 2009).
A H,0, elbontasaban és a sejt redox egyensulyanak fenntartasaban részt vevo
glutation (1. abra) stresszvalaszban betoltott szerepét eltérd stressztrési
genotipusok Osszehasonlitdsdval, valamint a vegyiilet koncentracidéjanak
redox  allapotanak  valtozasai  szintén  Osszefiiggést  mutattak a
stresszérzékenységgel, mely jelzi a redox szabalyozas fontossagat a
stresszvalaszban (Szalai és mtsai, 2009). Az alacsony hdmérsékleti stressz soran
a glutation redox allapotara hatassal vannak a killonb6z6 novényi
szabalyozoanyagok (Szalai és mtsai, 2009), ahogy ezt a szalicilsavas ¢és
abszcizinsavas kezeléssel kukoricaban kimutattuk (Kellds és mtsai, 2008). Az
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antioxidansok tanulmanyozasa mellett a szabad aminosavak és poliaminok
koncentracigjat is nyomon kdvettiik a buza hidegedzése alatt. Ennek soran eltérd
stressztiirésii  genotipusok 0Osszehasonlitasaval be tudtuk bizonyitani ezek
stressztlirésben betoltott szerepét.

Abiotikus stressz

l
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1. dbra. Altalanos modell a GSH/GSSG redoxpar jelatvitelben torténd részvételére. A glutation
transzkripcids és poszt-transzkripcids szinten egyarant, kdzvetleniil vagy kozvetve, mas redox
rendszerekkel kdlcsonhatasban, kifejtheti szabalyozo szerepét. Grx: glutaredoxin, GSH: glutation,
GSSG: glutation diszulfid, MAP kinazok: mitogén-aktivalt protein kindzok, Prx: peroxiredoxin,
Trx: tioredoxin (Szalai és mtsai, 2009).

TranszKripcids elemzés

A novények stresszvalaszat nemcsak az anyagcseretermékek, hanem a
génexpresszio szintjén is tanulmanyoztuk. Mivel a buiza 5SA kromoszomaja fontos
szerepet jatszik a fagytlirésben, eltér6 fagytlrésii SA kromoszoéma szubsztiticios
vonalak hidegedzés soran bekovetkezé transzkripcids mintazatat hasonlitottuk
Ossze a fagytiirésben szerepet jatszo gének kivalasztasa céljabol (Kocsy és mtsai,
2008). Elkezdtiik tobb olyan gén részletes jellemzését, melyek kifejezddése eltért a
hidegkezelés soran a fagytiir és érzékeny vonalakban, €s ezért szerepet
jatszhatnak a fagytiirés novelésében (2. abra). Erdekesnek tinik egy Ca-kotd
fehérjét kodolo gén hideg hatasara bekovetkezd gyors atmeneti indukcidja, mely
kétszer akkora volt a tolerans genotipusban, mint az érzékenyben. Ez a fehérje
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2. dbra. A hidegedzés és az SA kromoszoma hatasa néhany gén kifejezédésére buzaban. CS:
Chinese Spring — mérsékelten fagyérzékeny, CS(Tsp5A): Chinese Spring (Triticum spelta SA) —
fagyérzékeny, CS(Ch5A): Chinese Spring (Cheyenne SA) — fagytlird.

fontos szerepet tolthet be a hidegedzodést kivalto jelatviteli utban. Ezen kiviil
hasonlé valtozasokat mutatott egy olyan fehérje (Dem) génje is, mely a
merisztéma és embridfejlodésben jatszik szerepet, és igy részt vehet a
vegetativ/generativ atmenetben. E gént az S5A kromoszéman 1évo, a
vegetativ/generativ atmenetet indukald vernalizaciés gének szabalyozhatjak,
melyek megakadalyozzak az atteleld novények alacsony homérsékletre érzékeny
reproduktiv szerveinek a téli idoszakban torténd kifejlodését (Galiba és mtsai,
2009). A novényélettani és funkciondlis genomikai modszereket kombinalva
jelentés 0j ismereteket szerezhetlink a novények abiotikus stresszekre adott
valaszarol.

A gabonafélék fagyallosaganak molekularis magyarazata — a CBF gének szerepe

A gabonafélék abiotikus stressz-tolerancidjanak genetikai kontrolljaban
kiemelkedd szerepe az 5-6s (5A, 5B, 5D és 5H) kromoszoémaknak van (Francia
¢s mtsai, 2004, Toth és mtsai, 2003). Kenyérbuzaban (Triticum aestivum)
bizonyitottuk, hogy az 5A kromoszéma hosszukarjan egy fagyallosagi gén, az
Fr-AI lokalizalt; itt talalhatok olyan effektor gének (abszcizinsav-, szénhidrat-
akkumulacio, stb.) is, amelyek a fagykar direkt kivédésében jatszanak szerepet.
Alakorban (Triticum monococcum) végzett kutatdsainkkal igazoltuk, hogy e
kromoszoman fontos szabalyozo gének — a CBF gének — is lokalizalhatok. A
CBF gének expresszidja és a fagyallosag kozotti Osszefliggést elsoként
Arabidopsis-ban (1adfii) bizonyitottak: egyértelmili 6sszefiiggést mutattak ki egy
hideg-indukalhaté gén, a COR15a expresszioja és a fagyallosag kozott. Igazoltak
azt is, hogy a hideg-indukalhatd6 COR gének szabalyozasdban a CBF
transzkripcidos faktoroknak van kiemelkedd szerepik: a CBFI gén
tulvezérlésével a COR gének indukciojat, ezzel egyiitt a fagyallésag novekedését
igazoltak ludfiiben. Kutatasaink soran alakorban igazoltuk, hogy egy hideg-
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mtsai, 2000), egy Gjonnan azonositott fagyallosagi gén lokusz, az Fr-A2, és egy
CBF gén azonos helyre térképezddik az S5A kromoszoma hosszikarjan
(Vagujfalvi és mtsai, 2003). Ezen eredmények alapjan elsoként tettiink javaslatot
egy fagyallosagi gén jelolt génjére, egy CBF génre. A késObbiek soran egy
ujonnan eldallitott finom-térképezési populacio analizisével a CBF géncsalad 11
génjét térképeztiik az alakor f0 fagyallésagi QTL-jének (Fr-A2) megfeleld
pozicioba (3. abra) (Miller és mtsai, 2006). Megallapitottuk, hogy ezek a gének
szorosan kapcsoltak, mintegy 0,8 cM-os régioban lokalizaltak. Egy ujabb, e sziik
régioban rekombinans egyedekbdl allo térképezési populacié fitotroni
fagytesztje azt az eredményt mutatta, hogy 3 CBF gén (CBF12, CBF14, CBF15)
az, amelyik az alakor fagyallosaganak kialakitdsahoz hozzajarul (Knox és mtsai,
2008). Kenyérbuzaban szubsztituciés és rekombinans vonalakon végzett
génexpresszios kisérleteinkkel (Northern analizis, Real Time RT-PCR)
bizonyitottuk, hogy a CBF géncsaladbol 3 gén (CBFI14, CBF15, CBF16)
expresszioja korrelal a fagyallosag mértékével. Igazoltuk azt is, hogy e gének
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3. dbra. A CBF gének térképezése, kifejezodésiik és fagytiirésben betoltott szerepiik vizsgalata
kenyérbtizaban és alakorban.
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4. Gbra. Arpa transzformacioja a fagytiirésben szerepet jatszo bliza CBF14 és CBF15 génekkel. Az
Agrobacterium-os transzformaciéhoz hasznalt konstrukcié térképe, valamint a CBFI5 és a
szelekcidos markerként hasznalt higromicin gén jelenlétének ellendrzése a transzformans
jeloltekben.

Mivel két fliggetlen — eltéré fajon (kenyérbuza és alakor), és eltérd
metodikaval (expresszios vizsgalatok és rekombinans vonalak fagytesztje) —
végzett kisérlet is két gén, a CBFI4 és CBFI5 szerepét igazolta, ezért
kutatasainkat e gének szerepének direkt igazolasaval, azok transzformalasaval
folytattuk. Minthogy a kisérletek tovabbi két gén (CBF12 és CBF16) szerepét is
valoszintsitették, ezért ezeket a géneket is bevontuk a transzformacios
munkékba.: A géneket ludfiibe, kenyérblizaba és arpaba jutattuk be (4. abra). A
“virdgzat merités” modszerét hasznaltuk a ludfii ndvények transzformalasara,
bluzat génbelovéses, mig arpat Agrobacterium-kozvetitette modszerrel
transzformaltunk. Célunk a transzformansok megndvekedett abiotikus stressz-
toleranciajanak igazolasa, melyet kiilonb6zo, elsGsorban élettani paramétereket
vizsgald tesztekkel kivanunk bizonyitani. Ennek soran vizsgaljuk a
transzformansok szarazsag, illetve ozmotikus stressztlirését, fagytoleranciajat.
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