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A rizs Osmyb4 génjének stressz-tlirésben betoltott szerepét vizsgaljuk arpa
transzformacidjaval. Célunk a transzformans novények megnovekedett stressz-
rezisztencidjanak igazoldsa, és végsé soron stressz-toleransabb arpafajtak eléallitasa. Az
transzformaciot a tavaszi Golden Promise arpa genotipusbol izolalt éretlen embridkon
végeztiikk el, Agrobacterium tumefaciens kozvetitésével. Nyolc transzformans névényt
regeneraltunk és neveltiink fel. A sikeres transzformaciot molekularis modszerekkel
bizonyitottuk. Génexpresszios vizsgalatokkal igazoltuk a transzgén miikddését, hideg-
indukalhatosagat. A fenotipizalasi vizsgalatok soran a ndvényeken szarazsag-, hideg-, és
fagytesztet, valamint egy komplex stressz-tiirési vizsgalatot végeztiink el. Harom olyan
transzformans vonalat talaltunk, amelyekben a fotoszintézis intenzitdsa magasabb volt a
vad tipushoz képest a fagyasztast kovetéen. Hirtelen, drasztikus szarazsag stressz hatasara
ezeknek a vonalaknak a viztartd képessége is jobb volt. A csira névények komplex
stressz-tlirési vizsgalata szerint ennek a harom vonalnak a vigora nagyobb volt a
kontrollénal stressz koriilmények kozott, tovabba nagyobb volt a talélési szazalékuk, és
nagyobb hajtast képeztek.
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TRANSFORMATION OF BARLEY FOR IMPROVED COLD AND
DROUGHT TOLERANCE

A. SOLTESZ', C. CROSATTI, L. CATTIVELLE, T. BERZY', G. GALIBA',
A. VAGUJFALVI'

' Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvésar,
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Barley plants were transformed to prove the effectiveness of the rice Osmyb4 gene
in stress tolerance. The final aim of the project is to verify the improved stress tolerance
of the transformants and to develop more stress-resistant barley lines. The transgene was
cloned into a binary vector with an inducible promoter, and immature embryos isolated
from the barley variety Golden Promise were transformed using the Agrobacterium-
mediated method. Eight transformant lines were regenerated; successful transformation
and the expression of the transgene were confirmed by molecular methods. The transgenic
plants were subjected to drought, cold and frost tolerance tests. Compared to the
untransformed barley plants the photosynthetic intensity was higher in three of the
transgenic lines after the frost test, and their drought tolerance proved to be enhanced as
well. Moreover, these lines also showed better performance in a complex stressing vigour
test (abiotic stress tolerance test).

Key words: abiotic stress tolerance, Myb4 gene, transformation, barley

427



SOLTESZ A. és mtsai

Bevezetés

A klasszikus novénynemesitési modszerek mellett a ,,molekularis
nemesités” is egyre inkabb teret kap napjainkban. A molekuléris biologia
eszkoztara lehetdvé teszi, hogy célzottan, akar egyetlen gént is bejuttassunk abba
a névénybe, melynek valamely tulajdonsagat javitani szeretnénk. Az abiotikus
stressz-tolerancia altalaban nem egyetlen, hanem jo néhany gén Osszehangolt
mikddése eredményeként jon létre. Célszerii tehat, ha egy olyan gén
gén egylittes mitkodését szabalyozza. Ilyen gének a transzkripcios faktorokat
koédolo gének Tobb sikeres kisérlet bizonyitja e modszer hatékonysagat;
gazdasagi szempontbol fontos ndvényfajok, igy pl. a rizs, a kukorica, vagy a
btiza olyan komplex stressz-toleranciajat is sikeriilt fokozni, mint a szarazsag-,
vagy éppen az alacsonyhOmérsékleti stressz-tolerancia (Zhang et al. 2004).
stressz-tolerancia fokozhato. A rizsbdl izolalt Osmyb4 génnel transzformalt
Arabidopsis transzgénikus novények megndvekedett szintli fagyallosagot,
szarazsag-, s0-, UV-, és 0zon toleranciat mutattak (Vannini et al. 2004, 20006).

Kisérletiink célja az volt, hogy arpaban is igazoljuk az Osmyb4 gén
stressz-tlirésben betdltott szerepét, illetve munkank végsd célja az, hogy
transzformacioéval javitsuk az arpa abiotikus, elsGsorban szarazsag- ¢és
alacsonyhOmérsékleti stressz-tolerancidjat. E munka kezdeti 1épéseként
létrehoztuk a transzgénikus ndvényeket, azok molekularis és fenotipusos
vizsgalatait megkezdtiik.

Anyag és mddszer

A transzformacios munkahoz a rizs OsMyb4 génjét a pMDC99 binaris vektorba épitettiik.
Ebben a vektorban a transzgén eldtt nem talalhatdé promoter, ez tette lehetévé szamunkra, hogy egy
altalunk valasztott indukalhaté promotert épitsiink be a konstrukcidba. Az Arabidopsis thaliana-
bél izolalt CorlSa promotert hasznaltuk, amely kiilonboz6 abiotikus stresszekre indukalodik
(Baker et al. 1994). A transzformaciot a tavaszi Golden Promise arpa genotipusbdl izolalt éretlen
embriokon végeztiik el, Agrobacterium tumefaciens kozvetitésével.

A fagytesztet kontrollalt koriilmények kozott, ndvényneveld kamraban hajtottuk végre 3
hét edzést kovetden, a ndvények egyleveles allapotaban, mind a 8 transzformans vonalon, valamint
a vad tipusii Golden Promise arpagenotipuson. A fagyasztas két kiilonb6z6 hémérsékleten, -10°C
¢és -12°C-on tortént, 17 oran keresztiil. A levelek fagy hatdsara bekovetkezett karosodasat a II.
fotokémiai rendszer (PSII) fotokémiai kapacitdsdnak mérésével hatadroztuk meg, az Fv/Fm klorofill
fluoreszcencia paramétert felhasznalva (Rizza et al. 2001). A méréseket Pulse Amplitude-
Modulated fluorométerrel (PAM 200, Walz, Effeltrich, Germany) végeztiik el a fagyasztas eldtt,
kozvetleniil a fagyasztas utan, és 24 ill. 48h-val a fagyasztast kovetden, 1h s6tétadaptacid utan.

A relativ viztartalom (RWC: Relative Water Content) meghatarozasat Schonfeld et al.
(1988) modszere szerint végeztiik el, ozmotikus stressznek kitett, és kontroll koriilmények kozott
nevelt névényeken, az 1., 5., 8. szamu transzformans vonalakon és a vad tipusu Golden Promise
genotipustl arpa ndvényeken, 6-6 ndvényt vizsgalva minden egyes mintavételi idépontban. Az
addig feles Hoagland-oldaton nevelt ndvényeket a tapoldatrdél kiemeltiik, leszaritottuk a
gyokeriiket papirtoriilkdzével, azutan a ndvényeket 3 Oran keresztiil vizellatottsag nélkiili
stressznek tettiik ki, és oranként meghataroztuk a relativ viztartalmukat. Mértiik a levagott levelek
friss tomegét (FW), azutan 24 h-ra vizbe helyeztiik dket, sotétben, igy megkaptuk a vizzel telitett

428



Stressztolerans drpa eléallitasa transzformacioval

levél tomegét (TW). 24, oras, 65°C-os szaritast kovetden pedig a levelek szaraz tomegét (DW)
mértiik meg. Az adatokbol az RWC értéket az alabbi képlet segitségével kaptuk meg: RWC=(FW-
DW)/(TW-DW). A novényeket a kisérlethez feles erdsségii modositott Hoagland-oldaton (Nagy és
Galiba 1995) neveltiik, kontrollalt koriilmények kozott, ndvényneveld kamraban (Martonvasar,
Fitotron).

A komplex stressz-tiirési vizsgalatot (CSVT: Complex Stressing Vigour Test) Barla-Szabo
és Dolinka (1988) médszere szerint végeztiik el. A kisérlethez az 1., 5., 8. transzformans vonalakat
¢és a vad tapusu Golden Promise arpagenotipusokat hasznaltuk. A komplex stresszt kovetden
megszamoltuk a normalisan, az abnormalisan és a nem kicsirazott magok szamat. A normalisan
csirazott novényeket két kategoridba csoportositottuk: nagy vigora (Nv), illetve kézepes vigoru
(Kv) csoportokat hozva létre (Barla-Szabo és Dolinka, 1988).

Eredmények és kovetkeztetések

A rizs Osmyb4 génjével sikeresen transzformaltunk a Golden Promise
tavaszi arpat. Megkezdtiik a ndvények tesztelését, eldkisérletként a vonalakon
fagy-, és szarazsagtesztet, valamint egy komplex stressz-tlirési vigor teszt
vizsgalatot végeztiink el.

A transzformacidohoz hasznalt arpa egy fagyérzékeny, tavaszi fajta, ezért
vizsgaltuk, hogy a beépiilt transzgén javit-e a transzformalt vonalak fagytiirésén.
A fagyasztast valamennyi transzformans vonalon és a vad tipusi arpan is
elvégeztiik. A kiilonb6z6 hdémérsékleteken elvégzett fagytesztek soran a
ndvények talélését nem tudtuk vizsgalni, mert a fagyasztast kdvetd néhany nap
mulva valamennyi novény elpusztult. Az Fv/Fm klorofill fluoreszcencia
paraméter mérésével kovetkeztetiink a vonalak faggyal szembeni tolerancidjara
(Rizza et al. 2001). A fagytesztet kovetden egy ill. 2 nappal kiilonbséget
talaltunk az egyes vonalak Fv/Fm értékében. Az 5. és 8. transzformans
vonalakban a fagyasztast kovetd 24, ill. 48h utan az Fv/Fm paraméter értéke
kozel akkora volt, mint a fagyasztast megel6zden, mig a tdbbi transzformans
vonalban, és a vad tipusban ez az érték lecsokkent (1. tablazat).

genotipus SE SuU 24 h 48 h
GP 0,746 0,731 0,414 0,426

1. vonal 0,734 0,721 0,57 0,507
5. vonal 0,743 0,748 0,701 0,687
8. vonal 0,724 0,73 0,694 0,713

1. tablazat A transzgénikus vonalak és a Golden Promise (GP) Fv/Fm paraméterei a hideg-stressz
elétt (SE), utan (SU), illetve a fagytesztet kovetd els6 (24 h) és masodik (48 h) napon.

Bar az 5. és 8. vonal egyedei is elpusztultak a fagytesztet kovetd héten, de
a fagyasztds utdni 48 oraban a II. fotorendszerilk még szinte zavartalanul
mikodott. Elképzelhetd, hogy az 5. és 8. transzformans vonal magasabb
fagyasztasi homérsékleten, vagy hosszabb edzést kovetden nagyobb tulélést
mutatna a vad tipussal szemben, ezért a fagyasztasi kisérleteket a paraméterek
valtoztatdsaval megismételjiik.
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A harom kivalasztott transzformans vonalat és a vad tipust arpat hirtelen,
drasztikus szarazsag stressznek vetettiik ald, és 6ranként meghataroztuk a relativ
viztartalmukat. Egy odraval a stressz kezdete utan mindharom transzformans
vonal relativ viztartalma nagyobb volt, mint a vad tipusé, és a kisérlet soran
végig magasabb értéket mutattak (1. abra), kiilondsen az 5-6s vonal. Ebben a
kisérletben valamennyi transzformans vonal jobb szarazsag-tiirésiinek bizonyult,
mint a nem transzformalt Golden Promise fajta. A transzformans vonalak
ozmotikus stresszre adott valaszat részletesebben fogjuk tanulmanyozni olyan
kisérletben, amikor az egyes tapoldatok kiilonb6z6 koncentraciokban polietilén-
glikolt (PEG) tartalmaznak (Molnar et al. 2004). Abban a vizsgalatban az RWC
kisérlet mellett a transzgén expresszios szintjét is meghatarozzuk majd.

RWC
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1. abra Az RWC Kkisérlet eredménye. Az abran hasznalt jelzések: GP: a vad tipusii Golden
Promise; L1, L5, L8: az 1., 5. és 8. transzformans vonalak.

A komplex stressz-tlirési vizsgalat (alacsony homérséklet, oxigénhianyos
koriilmények) eredményét a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

genotipus| S (db) | Nv (%) [Csh (mm) Kv (%) | Abn (%) | Ncs (%) Kt('[,k‘)’s'
GP 200 56 21,7 8 11 25 95
1. vonal 100 67 31,1 21 7 5 100
5.vonal | 100 71 19,3 15 8 6 100
8.vonal | 100 64 23,7 11 12 13 80

2. tabldzat A transzgénikus vonalak (1, 5, és 8) és a Golden Promise (GP) CSVT eredménye. S: a
tesztelt magvak szama; Nv: a nagy vigora ndvények szazalékos adata; Csh: az 5 leghosszabb csira
atlagos hossza; Kv: a kis vigora névények szazalékos adata; Abn.: abnormalisan csirazott magok
szazalékos adata; Ncs: a nem csirdzott magok szézalékos adata; Ktrl.cs.: a kontroll kériilmények
kozotti csirazasi szazalék.

Mindharom transzformans vonal életképesebbnek bizonyult a vad tipussal
szemben, ¢ vonalak esetében nagyobb csirazasi szdzalékot tapasztaltunk a
komplex stressz-kezelés mellett, mint a vad tipus esetében, ¢ novények nagyobb
hajtast képeztek, nagyobb szazalékuk tartozik a ,,nagy vigord” kategoriaba. A
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statisztikai analizis elvégzéséhez a kisérletet a mintaszam novelésével
megismételjik.

Az elokisérleteink biztatd eredményeket mutatnak arra vonatkozdan, hogy
az Osmyb4 génnel transzformalt arpavonalak - vagy legalabbis néhany
transzformans vonal - ellendllobb az abiotikus stresszekkel szemben, mint az
eredeti Golden Promise fajta. A kisérleti koriilmények optimalizalasaval és
nagyobb mintaszam alkalmazasaval kivanjuk vizsgalni, hogy valoban statisztikai
kiilonbség van-e az egyes transzformans vonalak és a vad tipus abiotikus stressz-
toleranciajaban.

Koszonetnyilvanitas

A munka egy MTA — CNR (Olasz Tudomanyos Kutatasi Tanacs) palyazat (2007-2009)
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tamogatasat is.
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