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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABA: abszcizinsav

AP37: etilén valaszért felelds faktor 37
APS9: etilén valaszért felelds faktor 59
APX: aszkorbat-peroxidaz

AtGR1: Arabidopsis glutation-reduktdz 1
BABA: 3-amino-vajsav

BADH: betain-aldehid-dehidrogenaz
BTH: benzotiadiazol-7-tiokarboxilsav S-metilészter
CAT: katalaz

CBF1: C ismétlést kotd faktor 1

CDH: kolin-dehidrogenaz

CIM: kalluszindukal6 taptalaj

CK: citokinin

codA: kolin-oxidaz

CspA: hidegsokk fehérje A

CspB: hidegsokk fehérje B

DHN4: dehidrin 4

DREB: vizvesztésre indukalodo gének promoter elemeihez kotd fehérje

DSP: kettds specificitast foszfatdz

ET: etilén

ETR1: etilén receptor 1

FFT: fruktan:fruktin- 1-fruktozil-transzferaz

GABA: y-amino-vajsav

GB: glicin-betain

GC-MS: gazkromatograffal 6sszekotott tomegspektrométer

GR: glutation-reduktaz
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INA: 2,6-diklér-izonikotinsav

IPT: izopentenil-transzferaz

IPTG: izopropil-tio-p-D-galaktozid

ISR: indukdlt szisztemikus rezisztencia

JA: jazminsav

LEA: késdi embriogenezis soran felhalmozodé proteinek
LeNCED: Lycopersicon esculentum 9-cisz-epoxi-karotenoid
LOS5: alacsony expresszidju ozmotikusan szabalyozott gén 5
MDHAR: monodehidroaszkorbat-reduktéaz

MEOX: metoxiamin-hidroklorid

Mn-SOD: mangén-szuperoxid-dizmutaz

MSTFA: N-metil-N-[trimetil-szilil]-trifluoro-acetamid
MtID: mannitol-1-foszfat-dehidrogenaz

MYB: mieloblaszt6zis onkogén

MYC: mielocitomatdzis onkogén

NAC: novényspecifikus transzkripcids faktor csalad
NO: nitrogén-monoxid

OD: optikai denzitas

OR: ozmotikus stresszvalaszeért felelds gén

otsA: Escherchia coli trehal6z-foszfat-szintiz

otsB: Escherchia coli trehal6z-foszfat-foszfataz

P5CS: pirrolin-5-karboxilat-szintaz

PCD: programozott sejthalal

PCR: polimerdz lancreakcio

PEG: polietilén-glikol

POCI: Potato Oligo Chip Initiative

POD: peroxiddz

PR: patogenezishez kothetd fehérje
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PRLIP: patogenezishez kothetd lipaz

RAB: ABA valaszért felelOs fehérje

ROBS: hidegre indukdl6doé transzkripcios faktor 5
ROS: reaktiv oxigéngyokok

RT-PCR: reverz transzkriptdz PCR

Rubisco: ribul6z-1,5-biszfoszfat-karboxilaz
RWC: relativ viztartalom

SA: szalicilsav

SAR: szisztemikusan szerzett rezisztencia

SIM: hajtasindukalé taptalaj

SIM: szelektiv iondetektalas

SNACI: stressz valaszért felelds NACI1 transzkripcids faktor

SNO: S-nitrozotiol

SNOG: S-nitrozildlt glutation

SNOGR: S-nitrozilélt glutation-reduktiz

SOD: szuperoxid-dizmutaz

SOD3:1: mangéin szuperoxid-dizmutdz

SST: szachar6z:szachar6z-1-fruktozil-transzferaz

StDS2: szérazsagra indukal6doé burgonya gén
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StMYBI1R-1: Solanum tuberosum R1-tpusi MYB-szerti transzkripcios faktor

T6P: trehal6z-6-foszfat

TIC: teljes ionkromatogram

TPP: trehal6z-foszfat-foszfataz

TPS: trehal6z-foszfat-szintaz

X-Gal: 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktozid

VT: vad tipus
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1. BEVEZETES

A szérazsag napjaink egyik legégetébb kornyezeti probléméja. A Fold felszin hdmérséklete az
elmdlt 50 évben 0.9 C-kal emelkedett és ennek szamos érzékelhetd bizonyitéka van: olvadé
sarkkori  teriiletek,  csokkend  vizkészletek, iddjarasi  viszontagsdgok,  évszakok
megvaltozasa/kimaraddsa, stb. Az emelkedd hémérséklet kovetkeztében né a szarazsag, ami
egyre nagyobb teriileteket foglal el, koztilk a mezdgazdasagra alkalmas foldeket is. A novekvo
élelmiszerigény miatt viszont fontos, hogy ezek az aszdlyos teriilletek ne essenek ki a
mezOgazdasagi tevékenység alol €és a termesztett novények a szélsOségessé valt éghajlati
koriilmények kozott is a vart, vagy akar anndl jobb terméshozamot adjanak. A novénynemesitok
munkdjanak egyik legfobb célja ezért az, hogy a kornyezetiikhoz alkalmazkodni tudo,
szarazsagtlird novényfajtakat hozzanak l1étre hagyomanyos, vagy molekularis modszerekkel.

A burgonya a negyedik legnagyobb mennyiségben termesztett élelmiszernovény a
vildgon, azonban igen érzékeny a szdrazsidgra. Az elmult években a molekuldris bioldgiai
eszkozok segitségével egy kicsit kozelebb keriilhettiink ahhoz a kérdéshez, milyen véltozdsokon
megy keresztiil a ndvény az 6t ért stresszhatas kovetkeztében. A transzformacids technologiak
altal pedig olyan transzgenikus ndvények létrehozasara is lehetdség nyilt, amivel a kiilonb6zd
fiziologiai, biokémiai és molekuldris vdlaszokat génexpresszids szinten befolydsolni tudjdk a
kutatok.

A trehaléz egy nem redukdld diszacharid, ami nagy mennyiségben megtaldlhaté a
sivatagi novényekben. Megfigyelték, hogy szarazsdg sordn ozmoreguldtor szerepet jatszik
(IORDACHESCU és IMAI 2008; JAIN és ROY, 2009). Szamos kisérletben bizonyitottdk, hogy
tolerancidja (YEO et al., 20003 CORTINA et al., 2005; KARIM et al., 2007; MIRANDA et al.,
2007). Munkacsoportunk az ¢élesztd TPSI génjét juttatta be sikeresen marker mentes
transzformacidval Desirée burgonyafajtdba (STILLER et al., 2008). A TPSI transzgenikus
novények szarazsagtiirdbbek voltak, mint a kontroll ndvények, azonban ndvekedésiik optimalis
koriilmények kozott elmaradt a kontrollétdl, alacsonyabb volt a szén-dioxid fixacids ratajuk és a
sztémaszdmuk is. Génexpresszids szinten KONDRAK és munkatérsai (2011, 2012) azt talaltak,
hogy a megvaltozott expressziéju gének tobbsége a fotoszintézisben vagy a szénhidrat
anyagcserében jatszik szerepet. A génexpresszids valtozdsok metabolikus véltozdsokkal is
jarnak, ami modosithatja a novény beltartalmi értékeit. Ezért dolgozatom elsd részének célja:

1. A TPS1 gént expresszaléo T1, T2 és a vad tipusa vonalak leveleinek és gumédinak
beltartalmi és metabolit szintii Osszehasonlitisa 0ntozott és szarazsag stressz

koriilmények kozott.
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A novényeknél a ,,priming” jelensége megnovekedett védelmi kapacitast jelent. Ennek
értelmében, ha a novényt valamilyen patogén megtamadja, akkor nd az ellenalld képessége egy
kovetkezo fertdzéssel, illetve mas patogénekkel szemben (DURRANT és DONG, 2004; RYALS
et al., 1996). A meger6sodott immunvédelem kivalthatdo nekrotizald patogénekkel vagy egyes
rizobaktériumokkal, de szerves és szervetlen vegyiiletekkel is (PRIME-A-PLANT GROUP,
2006). A ,priming” sordn bekovetkezd ,,immunvédelem” szorosan Osszefiigg a ,,pathogen-
related” (PR) fehérjékkel, és az azokat kodolé PR génekkel. A PR génekhez hasonld
expresszidval rendelkeznek a PRLIP (patogenezishez kothetd lipaz) gének is (JAKAB et al.,
2003). Bizonyitott, hogy a B-amino-vajsav (BABA) t6bb novény fajban is képes a ,,priming”
kivaltasara (JAKAB et al., 2001). JAKAB és munkatérsai (2005) Arabidopsis-on szarazsag €s
sotlirés javitasara is eredményesen alkalmaztdk a BABA kezelést. Megfigyelték, hogy tobbek
kozott a PRLIPI expresszidja is megemelkedik a BABA, a szalicilsav (SA) és az etilén (ET)
kezelés, valamint Pseudomonas baktériummal tortént fertOzés hatasara. A PRLIP2 szintén
indukélodott SA és patogén fertdzés hatdsara, azonban enyhébb mértékben, mint a PRLIPI
(JAKAB et al., 2003). Mivel eddig még nem taldltak a PRLIP1, vagy PRLIP2 fehérjékhez
hasonl6 szekvencidju fehérjét burgonyaban (JAKAB et al., 2003), arra gondoltunk, hogy a Dr.
Jakab Gébor és munkatarsai altal eldallitott PRLIP2 gént tartalmazé pPZP111 plazmidot
felhaszndlva, a PRLIP2 gént  bevisszik a burgonydba. Reméltik, hogy a PRLIP2
expresszaltatasaval fokozni tudjuk a burgonya szdarazsagtird képességét. Ezért dolgozatom
masodik részének célja:

1. A Desirée burgonyafajta Agrobacterium tumefaciens-szel torténé transzformacios
technikajanak elsajatitasa és az elkészitett konstrukciokkal stabil transzgenikus
burgonya vonalak eléallitasa.

2. Az adott transzgén beépiilésének és Kkifejezodésének bizonyitasa molekularis
moédszerekkel.

3. PRLIP2 transzgént expresszalo vonalak szarazsagtiiro képességének vizsgalata

iiveghazi koriilmények kozott.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A burgonya eredete, termesztése Magyarorszagon, beltartalmi értékei

A burgonya (Solanum tuberosum 1.) a Solanaceae csaladba tartozd lagyszard novény.
Szarmazasi helye Kozép- és Dél-Amerika, Chile, Peru és Mexiké magas hegyvidéke, ahol
mintegy 8000 évvel ezeldtt kezdték termeszteni az ottani farmerek, és ahol a mai napig
megtaldlhatok a vad burgonyafajtdk, amelyek az dgynevezett “andigena” alfajba tartoznak. A
ma koztermesztésben 1évo fajtdk a “tuberosum” alfajba tartoznak, mivel ezek a fajtdk
alkalmasak a hosszui nappalos termesztésre, mig az ,, andigena’ alfajba tartozo fajtdk inkébb az
egyenlitéi, tropusi éghajlathoz alkalmazkodtak. Mindkét alfaj feltehetéen egy Osi fajtol
szarmazik. Eur6pdba a spanyol hoditok hoztidk be és kezdetben csak, mint disznovényt
termesztették a burgonyat. Termesztése eleinte veszElyt is rejtett magaban, mert el6fordult, hogy
a gumoé helyett a burgonya levelét és termését fogyasztottdk az emberek, ami alkaloidokban
gazdag, mérgez0 része a novénynek. Miutan kideriilt, hogy a gumé igen gazdag tdpanyagforris,
frorszagban nagyon népszeriivé valt, mivel a hiivés klimahoz kivaléan alkalmazkodé ndvény
megoldotta az éhinség problém4jiat. Amikor azonban a XIX. szdzadban a burgonyét egy akkor
ismeretlen betegség (a ma mar ismert, Phytophtora infestans) timadta meg, egymillié ember halt
éhen, legalabb félmillio kivandorolt, és igy az elkovetkezé években az fr sziget lakossaga a
felére csokkent.

Hazénkban a XVII. szdzad végén valt ismertté a burgonya. Mdria Terézia és fia, II.
0sztondzte a termesztésre, igy valt népszeriivé a termeldk korében. A hazai burgonyanemesités
kezdete Teichmann Vilmos nevéhez kothetd az 1920-as években. Az 1960-as évektdl
Keszthelyen Sarvéri Istvan, majd Lonhdrd Miklés végzett eredményes kutatdsokat. Jelenleg
Polgar Zsolt irdnyitdsa alatt folyik eredményes burgonyanemesités a keszthelyi Burgonyakutatési
Ko6zpontban.

A legfrissebb adatok szerint az utobbi évtizedben jelentésen csdkkent a burgonya

vetésteriilete Magyarorszagon (1. dbra).
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1. abra: A burgonya vetésteriiletének alakuldsa Magyarorszagon
http://www.ksh.hu/d°Cs/hun/eurostat_tablak/tabl/tag00107.html

A vetésteriilet ugyan csokkent, a termésatlag azonban szinte folyamatosan novekedett (2. dbra),
ami els6sorban az Ontozéses termesztésnek koszonhetd. Ez a technoldgia azonban draga, és az
egyre gyakrabban el6forduld széaraz, aszalyos idOszakok csak novelik a felhasznalt viz
mennyiségét, ami tobblet koltségekkel jar. Ezért egyre nagyobb igény van arra, hogy olyan

burgonya fajtdk keriiljenek koztermesztésbe, amelyek ellendllébbak a szdrazsdggal szemben.

300

£ *J‘]\’\ﬁu

100

50

1960 1970 1980 1990 2000 2010

2. abra: A burgonya termésatlaga Magyarorszagon
http://faostat.fao.org/
A burgonya beltartalmi értékeit tekintve, a magas keményitd tartalom mellett, gazdag C-

vitaminban, kivalo rost és kalium forras (3. abra). Ezen kiviil értékes B1, B2, B6-vitaminokat és
karotenoidokat (38-500 pug/100 g friss stly) is tartalmaz (HAASE, 2007; BRUGIERE, 2005).
10
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Energia: 6 % (138 kcal)

fglflgjm) 28% Fehérje: 9%
.84g (4.5g)
_
Cz—;itamin: 47 % 2o A 7sir: 0.3 %
(28 mg) (2g)
o
Riboflavin (B2 : 7
vitamin): 8 % \ P Rostok: 11%
(0.01 mg) . Rk (2.75g)
Szénhidrat: 11 %
(30g)

3. abra: Tépanyagtartalom 200 g héjaban fott burgonyaban; az iranyado napi beviteli érték,
vitaminok esetében az ajanlott napi beviteli érték (HAASE, 2007)

A burgonya nagyon értékes takarmany, és az élelmiszeripari feldolgozas mellett a

keményitd- és szesziparban is fontos szerepet jatszik. Itthon azonban az utébbi években az ipari

feldolgozasa visszaesett, inkdbb friss fogyasztdsa az elterjedt.

2.2. A szarazsag hatasa a novényekre

A novények optimdlis fejléddéséhez kiilonbozd asvanyi anyagokra, szén-dioxidra, oxigénre,
napfényre és vizre van sziikség. Igen fontos, hogy a viz megfelel6 mennyiségben legyen jelen,
mert ez alkotja a novényi szovetek 80-90%-ét.

A vilagon évrdl évre egyre jobban érzékelhetd a globalis felmelegedés hatdsa, aminek
kovetkeztében az aszédlyos iddszakok egyre jellemzdbbek hazankra is. A szarazsag, attol
fliggden, hogy rovid tava, vagy hosszan tartd iddszakon keresztiil éri a ndvényt, kiilonbozo
valtozasokat okoz (4. é&bra). Ha nincs elegendd csapadék, vizmennyiség, amit a ndvény
felvehetne, csokken a sejtekben a vizpotencidl értéke, a sztomdk bezardédnak, csokken a
transpiracio, a fotoszintézis gyengiil és a ndvény fejlédése visszamaradt, gatolt lesz (ARAYA,

2007; SANTOS et al., 2009).
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Rovid tavu stressz hatas

- gatolt hajtas novekedes
- transpiracios felilet csokkenese
- génexpresszios, metabolikus 1
valtozasok
- ozmotikus valtozasok

- turgor fenntartasa
- gyokeérnovekedés
- megnovekedett adszorpcios
felulet

4. abra: A novényt ér6 rovid és hossza tavu stressz hatasokra adott valaszok (SANTOS et
al., 2009 nyomén)

A novények kiilonb6zé moédon védekeznek az Oket ért stressz hatasok ellen, koztik a
szdrazsdg ellen is. Egyrészt alkalmazkodhatnak a vizhidnyhoz gy példdul, hogy rovid
életciklusukkal atvészelik a szdraz periédust. Mdasrészt az aszdlyos, szdraz teriileteken é16
novények praktikus morfolégiai adottsdgokkal is rendelkezhetnek: mélyre nyuilé gyokeret
novesztenek, ezzel a talaj legmélyebb pontjabdl is kinyerhetik az életet jelentd vizcseppeket,
vagy vastag kutikula réteget novesztve minimalisra csokkentik a parologtatdst, de még szdmos
példat emlithetnénk.

Szérazsdg stressz hatdsiara a novényekben fizioldgiai, biokémiai és molekuléris

valtozasok egyardnt végbemennek (KRASENSKY és JONAK, 2011) (5. 4bra).

12
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Szarazsag stressz

Fiziologiai valaszok Biokémiai valaszok Molekularis valaszok
* gyokérszignalok felismerése * Rubisco enzim sstresszvalaszért felelSs
* csokkend turgor mikodésének csokkenése génexpresszio valtozasok
ecsokken a levél vizpotencidlja * metabolitok *ABA bioszintézisben szerepet
* csOkkend sztémakonduktancia felhalmozédasa: jatszé gének megnovekedett
és belsd széndioxid aszkorbinsavy, glutation, expresszidja
koncentracid GABA, prolin, trehaléz, *specifikus fehérjék
* csokkend fotoszintézis glicin-betain, poliaminok, szintézise: LEA, DSP, RAB,
* gatolt novekedés tokoferol dehidrin fehérjék
* antioxidans enzimek *szarazsag stressztolerancia

bekapcsolasa: SOD, CAT, APX,
POD, GR, MDHAR
*ROS szint valtozasa

5. dabra: A szdrazsag stressz hatdsa a novényekre (OLIVEIRA et al., 2013 nyomén)
GABA: y-amino-vajsav, SOD: szuperoxid-dizmutaz, CAT: kataldz, APX: aszkorbat-
peroxidédz, POD: peroxiddz, GR: glutation-reduktdiz, MDHAR: monodehidroaszkorbét-
reduktdz, ROS: reaktiv oxigéngyokok, LEA: kés6i embriogenezis soran felhalmoz6dé
proteinek, DSP: kettds specificitasu foszfatazok, RAB: ABA valaszért felelds fehérjék

Amint a novény érzékeli a vizhidnyt, sejtszinten vdlaszol a stresszre. Megvaltozik a
sejtfal Osszetétele, a sejtciklus és a sejtosztédds mértéke. De megvaltozik a szén-dioxid kotés
kulcsenzimének, a ribul6z-1,5-biszfoszfat-karboxilaznak (Rubisco) az aktivitasa is (PARRY et
al., 2013; CARMO-SILVA et al., 2012; FLEXAS et al., 2006; PARRY et al., 2002). Ezzel
parhuzamosan megnd bizonyos anyagok, az ugynevezett ozmolitok mennyisége, amelyek
megveédik a sejteket a vizvesztéstdl. Ilyen ozmolit példaul a prolin (SZABADOS és SAVOURE,
2010; ANJUM et al., 2011), a y-amino-vajsav (GABA) (KINNERSLEY és TURANO, 2000), a
keményitd, a mono- és diszacharidok, koztiik a trehaléz (IORDACHESCU és IMAI 2008), a
glicin-betain (GB) (TAMURA et al., 2002, SAKAMOTO és MURATA, 2002; CHEN et al.,
2008a), a poliaminok (ALCAZAR et al., 2011), az aszkorbinsav, a glutation és a tokoferol
(SZARKA et al., 2012; MUNNE-BOSCH és ALEGRE, 2000). Kiilonb6z6 antioxidans enzimek,
mint példaul SOD, CAT, APX, POD, GR, MDHAR is miikddésbe 1épnek szdrazsag stressz
hatasara (FOYER et al., 2005; NAYA et al., 2007; DEVI et al., 2012). Az egyik legjellemzébb
biokémiai vélasz eukaridta sejtekben a ROS (reactive oxygen species) szint emelkedése
(SUZUKI et al., 2011). A reaktiv oxigén gyOokok a szarazsag stressz masodlagos jelzOmolekulai.
Akkumuladlédasuk azonban oxidativ karosodast okoz a sejtekben, ami sejthaldlhoz is vezethet
(APEL és HIRT, 2004).

A molekuldris vélaszok génexpresszids szinten segitik a ndvényben a stressz tolerancia
kialakitdsat. Terjedelmes irodalom szo6l az abszcizinsav (ABA) szint valtozasar6l ozmotikus és

sostressz hatasara (CUTLER et al., 2010; HUBBARD et al., 2010; RAGHAVENDRA et al.,
13
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2010; UMEZAWA et al., 2010). A széarazsaggal szembeni védelem fOleg a vizvesztés

mértékének csokkentésén alapul. Ezt a novény a transpirdcié mértékének csokkentésével segiti
el6. Az ABA segit ebben aziltal, hogy a sztdmazarédast befolydsolva megdvja a sejteket a
kiszaradastol, ezaltal a novényt a vizvesztéstdl és hervadastol (AGARWAL és JHA, 2010). Az
responsive genes - OR) expresszidja is kiséri (ROYCHOUDHURY et al., 2013). A novények
vizvesztésre adott génszintli valaszat kiils6 ABA kezeléssel is el lehet érni (YAMAGUCHI-
SHINOZAKI és SHINOZAKI, 2006; ZHU et al., 2002). Az ABA éltal kivaltott génexpresszids
védlaszokat transzkripcids faktorok szabdlyozzdk. Ezeket a vdlaszokat receptorok, mdsodlagos
hirvivé molekuldk, protein kinazok, stb. is kovetik (FUJITA et al., 2011). Arabidopsis-ban a
fehérje kodol6 gének kozel 10%-at az ABA szabédlyozza (NEMHAUSER et al., 2006). Az egyik
legismertebb fehérje csaldd a LEA (kés6i embriogenezis soran felhalmozddé proteinek csaladja)
(FINKELSTEIN et al., 2002; YAMAGUCHI-SHINOZAKI és SHINOZAKI, 2006; XIAO et al.,
2007). A LEA proteinek csoportjaba tartoznak a dehidrinek. Mivel a LEA fehérjéket kodold
géneknek az 4tirdsa sok esetben az ABA altal indukéalodik, ABA valaszért felelds fehérjéknek
(RAB — responsive to ABA) is nevezik 6ket (HANIN et. al., 2011; WANG et al., 2003). De
Osszefiiggés van a szdrazsdgra indukdlédé ABA-fiiggd transzkripcids szabdlyozés és a szénhidrat
metabolizmus kozott is (KEMPA et al., 2008). Ugyanakkor szdmos olyan OR gént is ismeriink,
amelyek az ABA-tdl fiiggetleniil indukdlodnak a szdrazsdg stressz hatdsdra (SHINOZAKI és
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000). De azt is tobben bizonyitottak, hogy bizonyos szdrazsagra
indukalodoé gének so illetve hideg stresszre is indukdlodnak, ami azt mutatja, hogy a novényt ért
kiilonboz6é tipusu  kornyezeti faktorokra adott vélaszok kapcsolatban dllnak egymadssal

(ROYCHOUDHURY et al., 2013).

2.3. A szarazsag hatasa a burgonyara

A burgonya nagyon érzékeny a vizhianyra és jelentdsen csokken a termésmennyisége, ha nem
jut elegendé csapadékhoz (ABRAHAM et al., 2005; WEGENER et al., 2013). Még egy jol
ont6zott allomany is szenvedhet iddszakosan szarazsag stresszt, ha a tenyészido alatt egy-egy
nap kifejezetten forré és szdraz (JEFFERIES et al., 1993). Ilyen esetben akar egy nap alatt tobb
vizet tud elpdrologtatni a burgonya, mint amennyit a gumdjaban egy teljes vegetacios id6 alatt
felhalmozni képes (KRUPPA et al., 2003). Aszalyos iddjaras esetén a fajtak kozott jelentOs

kiilonbség lehet a termésmennyiségben, de altaldban elmondhatd, hogy a vizhidny a hozam
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jelent6s csokkenését eredményezi (6. dbra). ABRAHAM (2009) szerint megfeleld ontozéssel a
burgonya termésatlaga 16-20 t/ha-rél akédr 35-40 t/ha-ra is novelhetd.

60,00

50,00+

40,00

30,00

20,00

Termésmennyiség (t/ha)

10,00

0,00

|D6nt626tt B 6ntozetlen |

6. abra: Ontt;)zés hatdsa a termésmennyis¢g alakuldséra
(ABRAHAM et al., 2005 nyoman)

Attol fiiggben, hogy a vegetacios idon beliil mikor szenved vizhianyt a ndvény, mas
elvaltozdsokat okozhat a stressz. Ha nem kap elegendd csapadékot a burgonya, akkor
visszamarad a fejlédésben, alacsonyabbak lesznek a novények, csokken a biomassza, a
gyokeérfejlodés €s a lombozat kialakuldsa is idében elhuizodhat, aminek kovetkeztében kisebb
lesz a gumohozam (KING et al., 2003). Optimalis koriilmények kozott a gumokotés utdn a gumo

2

erbteljes fejlodésnek, ,,duzzadasnak™ indul, egészen a lombhullasig. Ha ez alatt az id6 alatt
szenved szarazsag stresszt a novény, akkor novekedési rendellenességek, ,,babasodas”, azaz
madsodlagos novekedés 1ép fel a gumdékon (KRUPPA et al., 2004; KING et al., 2003). A
vegetacios 1d6 végén szintén gondokat okoz az alacsony talajnedvesség. Csokken a hozam,
megrdvidiilhet a nyugalmi allapot, és fellép az Ggy nevezett livegesedés, vagyis né a redukald
cukrok mennyisége a gumoban (KRUPPA et al., 2004).

A szérazsaggal sokszor egyiitt jar a magas homérseklet is. A hdmérséklet novekedésével
a respirdcio intenzivebbé valik, viszont csokken a fotoszintézis mértéke (7. dbra). Mindennek az
lesz az eredménye, hogy kevesebb keményitd szintetizdlodik a novényekben. A homérséklet

emelkedésével a novény a meglévd keményitot a szarndvekedésre hasznalja fel ahelyett, hogy a

gumofejlddésre forditana (THORNTON, 2002). A keményitd mellett csokken a fehérje és C-
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vitamin tartalom is (ABRAHAM, 2009). De emellett a magas hémérséklet és a vizhiany kihat az
antioxidans tartalomra is (WEGENER et al., 2013).

60

40 1

—o— Fotoszintézis
- Respiracio

Rata

24 32 40

Homérseklet (°C)

7. abra: Homérséklet hatasa a fotoszintézis és respiracié alakulasara
(THORNTON, 2002 nyomén)

GOPAL és IWAMA (2007) in vitro koriilmények kotott nevelt burgonyandvényeken
modellezték a szdrazsag stressz hatasat. Az ozmotikus stressz kivaltdsara polietilén-glikolt (PEG)
¢s szorbitolt adtak a tdptalajhoz kiilonb6zd koncentracidkban. Harom burgonya genotipust
vizsgéltak. Megfigyelték, hogy ezek az anyagok ugyanolyan reakciot valtottak ki a ndvényekbdl,
mintha szabadfoldi koriilmények kozott érte volna Oket a szdrazsag stressz: a ndvényeknek
csokkent a vizpotencidl értéke, visszamaradt a novekedésiik, a gyokérfejlodésiik, és csokkent a
hozamuk is. Ezzel a moddszerrel lehetdség nyilt a szarazsadg stressz tesztelésére in vitro
koriilmények kozott, ami a burgonya esetében kifejezetten elényds és iddtakarékos lehetdség.

A fizioldgiai valtozasok a kutatok szamara felvetették azt a kérdést, vajon génexpresszids
szinten mit befolydsol a szdrazsdg a burgonyandvényben? EVERS €s munkatarsai (2010) két
kiilonbozd szarazsagtiiréssel rendelkezd, andoki burgonyafajtat vizsgaltak szabadfoldon, hosszl
ideig tartd szdrazsdg stressznek kitéve. A levelek relativ viztartalméat (relative water content —
RWC) tekintve nem taldltak kiilonbséget a két fajta kozott. Mindkét fajta gumohozama mintegy
70%-kal csokkent, de a levelek ozmotikus potencial értéke eltéréd volt. A fiziologias
valtozasokon kiviil tobb, a szénhidrit bioszintézist befolydsold génexpresszids valtozast is
megfigyeltek a levelekben: indukdldédott a szachardz-szintdz, invertdz €s a keményitdbonto
enzimek génjeinek atirdsa. De erds expressziot mutattak a hosszan tartdé szdrazsag hatdsara a

levélben a galaktinol és raffin6z bioszintézisében szerepet jatsz6 gének, az UDP-gliik6z-4-
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epimeraz, galaktinol-szintdz és raffin6z-szintdz is (EVERS et al., 2010; LEGAY et al., 2011;
SCHAFLEITNER et al., 2007).

Szdmos tanulmény beszamolt arrél, hogy a poliolok, cukrok és cukoralkoholok szintje
megemelkedik a novényekben szdrazsdg stressz hatdsira (POPP és SMIRNOFF, 1995;
PATONNIER et al., 1999; TAJI et al, 2002). Ezek az ozmotikusan aktiv anyagok
felhalmozdédasukkal képesek megvédeni a sejteket a kiszaradastdl. Burgonyalevélben galaktdz,
galaktinol, inozitol és prolin felhalmozddast tapasztaltak a hosszan tartd szdrazsdg hatdsara
(EVERS et al., 2010; LEGAY et al., 2011). A glutamin-szintdz és az aszparagin-szintdz a
nitrogén metabolizmus kulcsenzimei, amelyek kozvetve befolydsolni tudjdk a prolin szintet is
(BRUGIERE et al.,, 1999). Burgonyaguméban szdrazsdg hatdsara prolin akkumulaciot
tapasztaltak (TEIXERIA et al., 2006; MAGGIO et al., 2008), de megfigyelték a glutamin,
glutamét €s az aszparagin szint emelkedését is az Agria és Merit fajtdk gumoéiban (MAGGIO et

al., 2008).

2.4. A szarazsagtiirés novelésének modszerei

A mai mezdgazdasagi termesztés a Fold vizkészletének 70%-4at haszndlja élelmiszer termelésre
(FAO, 2007). Egy kilogramm kukorica eldallitaisahoz 900 liter, egy kilogramm buza¢hoz kb.
1300 liter, mig egy kilogramm rizshez 3000 liter vizre van sziikség (CHAPAGAIN et al., 2004).
Bar a vilag term6fold teriiletének csupan 16%-a ont6zott, mégis a viladg élelmiszer készletének
40%-at alliyjak el6 rajta (GITAY et al., 2001). Mér az 6tvenes években, az ugynevezett ,,zold
forradalom” idején is fontos volt, hogy a korokozok, kartevok elleni védekezéssel, tragyazassal
€s nemesitéssel noveljiik az élelmiszerndvények hozamat (KHUSH et al., 2001). Napjainkban a
modern biotechnoldgiai, molekularis nemesitésnek kdszonhetéen a ,,masodik zdld forradalom”
idejét éljiik, mivel ezek a moddszerek lehetdséget nyujtanak a nemesitdknek a mezdgazdasagi
novények eddiginél gyorsabb hozamnovelésére (ECKARDT et al., 2009).

A novekvd élelmiszer igény, a klimatikus valtozdsok ¢€s az egyre apadd elérhetd
vizkészletek sziikségessé teszik a szarazsagtiird fajtdk termesztését. A szarazsagtiirés novelésére
a nemesitoknek tobb moddszer is rendelkezésére all. A hagyomanyos nemesités soran a
kiilonbozd fajtdk keresztezésével és az igy létrehozott hibridek szelekcidjaval érik el a kivant
eredményt. gy azonban, névényfajtol fiiggben, de akar évtizedekig is eltarthat a megfeleld
toleranciaval rendelkezd egyed megtalalasa. Bar vannak eredmények ezzel a modszerrel is

(kukorica - BENZIGER et al., 2004; biza - BENZIGER et al., 2008; sz0ja - CHEN et al., 2007,
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arpa - NOAMAN et al.,, 2007), mégis tobb esetben sikertelennek, koltségesnek és til

iddigényesnek bizonyult ez az eljaras.

A molekularis technikak fejlédésének és a kutatdsi eredményeknek koszonhetéen mar
egyetlen gén bevitelével, mddositdsdval vagy expresszidjdnak megvéltoztatdsdval
befolydsolhatjuk bizonyos metabolitok mennyiségét vagy fehérjék miikodését ¢és ezzel
elosegithetjik a ndvények abiotikus stresszel szembeni tolerancidjanak novekedését
(UMEZAWA et al., 2006; PARDO et al., 2010; PELEG et al., 2011a; COMINELLI et al., 2013).
A genetikai médositdssal megvaltoztatott €lélények koziil transzgenikus novényeknek nevezziik
azokat az ¢lélényeket, amelyek genomjaba molekularis technikdkkal egy masik €16 szervezetbdl
szarmazd gént juttatunk be és ez a gén beépiil, mikodik, és oroklédik. Az idegen gén miikodése
soran a novény szerveiben, szoveteiben 1) fehérjék termelédnek (HESZKY et al., 2005). Az
idegen gén miikodését promoterekkel szabalyozzuk. A legelterjedtebben hasznélt szabéalyozo
régi6 a CaMV35S konstitutiv promoter, azonban a konstitutiv expresszio kovetkeztében a
novényeken gyakran negativ pleiotropikus hatas figyelhetd meg (KASUGA et al., 1999; HSIEH
et al., 2002; NAKASHIMA et al., 2007). Ennek a negativ hatdsnak a kivédése szerv-, szovet-,
vagy sejtspecifikus promoéterekkel, vagy ezek kombindldsdval érhetd el.

A legjellegzetesebb szarazsagtiirés fokozésara hasznélt géneket, funkcidjukat és az

altaluk médositott novényfajokat az 1. tdblazatban foglaltam 6ssze.
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Szarazsagtiirés fokozasara hasznalt legismertebb gének listaja

Gén Funkcio Mechanizmus* Novény Hivatkozas
Ozmolitok
szintézisében
szerepet jatszo
gének
irrolin-5- rolin SU és WU 2004;
P5CS puromn->= p " rizs, biiza VENDRUSCOLO et
karboxilat-szintaz akkumulacio
al., 2007
otsA, otsB E. coli trehaléz trehaléz rizs GARG et al., 2002
bioszintézis felhalmozddas
TPS1, TPS2 Cleszt6 trehaloz - wehaléz lucerna SUAREZ et al., 2009
bioszintézis felhalmozddas
THOMAS et al.,
MiD mannitol-1-foszfat-  mannitol Arabidopsis, 1995; KARAKAS et
dehidrogenaz akkumulacio dohany,biza al., 1997; ABEBE et
al., 2003
betain-aldehid- .. .
BADH, CDH dehidrogenaz, glicin-betain gyapot,biiza LV etal,, 2007;

kolin-dehidrogenaz

akkumulacio

WANG et al., 2010

Oxidativ karosodast

enyhité gén

mangan- ROS aktivitds McKERSIE et al.,
Mn-SOD szuperoxid- 4tlds ) lucerna, rizs 1996; WANG et al.,
dizmutéz £ 2005
Transzkripcios/
hormonalis
szabalyozasban és
jelatvitelben
szerepet jatszo
gének
fokozzak a stressz
stresszre tolerancidban
indukalodé e Arabidopsis, ITO et al., 2006;
DREBI, DREB2 transzkripcios szerep et jatszo rizs CHEN et al., 2008b
gének
faktorok e,
expressziojat
stressz valaszért sztomazarodas és
SNACI felelés NACI fotoszintetikus . o HU et al., 2006
transzkripcids aktivitas
faktor fenntartasa
ABA
LOS5/ABA3 bioszintézisben ABA rizs XIAO et al., 2009
szerepet jatszo akkumulaci6
gének
LeNCED l?i]jgintézisben ABA aradicsom THOMPSON et al.,
¢ akkumuléci6 P 2007

szerepet jatszé gén

19



10.14751/SZIE.2015.005

a magas citokinin

izopentenil- tartalom negatfv RIVERO et al., 2007,
IPT transzferaz, hatésai nélkiil is dohény, 2009, 2010; ZHANG
citokinin elérhet6 vele a kasszava, rizs et al., 2010; PELEG
bioszintézis szarazsagtiirés et al., 2011b
novekedése
etilén valaszért magasabb hozam .
AP37, AP39 felelSs faktorok szalg;adfijld('jn s OH etal., 2009

RNS chaperon

jobb novekedési
erély, magasabb
hozam
szabadf6ldon

CASTIGLIONI et al.,

CspA, CspB RNS kot6 fehérjék 2008 (Monsanto)

rizs, kukorica

* szdrazsag stressz alatt

2.4.1. Ozmoreguldcioban szerepet jdtszo gének

Az ozmoreguléci6 sordn felhalmozott anyagokat 6sszefoglalé néven kompatibilis vegyiileteknek
nevezziik. Fontos szerepiik van a vizhidny sordn a sejtalkotok integritdsanak védelmében. Ezek
kozé az anyagok kozé tartoznak egyes cukrok (trehal6z, fruktan), cukoralkoholok (galaktinol,
mannitol), aminosavak (prolin) és aminok (glicin-betain).

Az els6 ozmoregulacioval kapcsolatos sikeres transzformaciot KAVI KISHOR és
munkatarsai (1995) végezték dohany ndvényen, illetve ZHU €s munkatérsai (1998) rizsben, ahol
a P5CS tultermeltetésével prolin felhalmozddast értek el a ndvényekben és nagyobb biomassza
tomeget kaptak a stressz ellenére. VENDRUSCOLO és munkatarsai (2007) bizaban értek el igy
nagyobb ellendllésdgot, mig SU és WU (2004) rizsben figyelték meg, hogy a s6- és szdrazsag
stressz alatt a novények hajtasai és gyokere gyorsabban novekedett, mint a nem transzformalt
kontrollé.

A trehal6z egy nem redukdl6 diszacharid, ami megtaldlhaté baktériumokban, gombékban,
gerinctelenekben. A sivatagi novények kivételével alig detektalhatdé mennyiségben fordul el
mas novényekben. GARG és munkatérsai (2002) E. coli-b6l vontdk ki a trehaléz szintézisért
felelds géneket (otsA, otsB), és juttattdk be rizsbe szovetspecifikus illetve stresszre indukdlédé
promoterekkel. A kisérlet eredménye az volt, hogy a nem transzgenikus novényekkel szemben a
transzgenikus novények kevésbé karosodtak a szarazsag stressz soran. SUAREZ és munkatarsai
(2009) az ¢lesztd trehaldz bioszintézisében szerepet jatszd TPS1 (trehaldz-foszfat-szintdz) és

TPS2 (trehaloz-foszfat-foszfataz) génjét hasznaltak fel lucerndban. A stresszre indukalodo rd29A
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promoterrel indukdlt TPSI-TPS2 expresszio kedvezden hatott a ndvények ndvekedésére ¢€s a
biomasszara nemcsak szdrazsag-, hanem mas abiotikus (fagy, so, hd) stressz sordn is.

Arabidopsis-szal (THOMAS et al., 1995) és dohdnnyal (KARAKAS et al., 1997) végzett
kisérletekben a mannitol-1-foszfat-dehidrogendz (MtID) expresszié fokozta a s6- és szdrazsag
stresszel szembeni toleranciat. Buzaban normal esetben nem szintetizalédik mannitol, de a M¢tD
folyamatos expresszidjdval javitani lehetett a novények novekedését szarazsdg stressz alatt
(ABEBE et al., 2003).

A GB a glicin szarmazéka. Kiilonb6z6 novénycsaladok fajaiban fellelhetd, mint stressz
jelzémolekula, de egyes fajokban ozmoregulatorként is mikodik (MUNNS ¢és TESTER, 2008).
A kiilsé6 GB kezelés, illetve a GB szintézisben szerepet jatszo gének segitik a ndvényeket a
szarazsag stressz tirésében (KHAN et al., 2009). A kolin-dehidrogendz (CDH) transzgenikus
gyapot novényekben 2.3-2.9-szer magasabb GB szintet detektdltak és ezek a ndvények
szignifikdnsan nagyobb tolerancidt mutattak szarazsidggal szemben (LV et al., 2007). Hasonl6
eredményt értek el WANG és munkatérsai (2010) buizaban, ahol javult a BADH transzgenikus

novények fotoszintetikus kapacitdsa a szdrazsag- és hostressz alatt.

2.4.2. Oxidativ karosoddst enyhito gének

A kiilonb6z6 biotikus és abiotikus stresszorok hatasara oxidativ stressz jon l1étre a ndvényekben, ami az
egyes biokémiai reakcidutak eltolédasat eredményezheti. A ROS keletkezése és az antioxidans védo
rendszerek kozott felbomlik az egyensily és megvéltozik a sejtek oxido-redukciés dllapota. Stressz sordn
csokken a novények CO, felvevd képessége és a fotoszintetikus elektron transzport, ezaltal
megemelkedik a szuperoxid és hidrogén-peroxid szint, ami tovabbi ROS termel6édéshez vezethet.
MCcKERSIE és munkatdrsai (1996) MnSOD transzgenikus lucernat vizsgaltak 3 évig
szabadfoldon és azt taldltdk, hogy a megemelkedett SOD aktivitds kovetkeztében javult a
novények fotoszintetikus hatékonysdga €s a hajtasok novekedése vizhidnyos kornyezetben. De
az oxidativ stresszre indukdl6d6 prométerrel transzformdlt MnSOD transzgenikus rizs novények
novényhdzi tesztje is pozitiv eredményt adott - a novények megemelkedett oxidativ stressz

toleranciat mutattak (WANG et al., 2005).

2.4.3. Transzkripcios/hormondlis szabdlyozdsban és jeldtvitelben szerepet jdtszo gének

Egy gén expresszidjdnak megvéltoztatidsaval egy bizonyos, vagy akar tobb olyan ttvonalat is

befolydsolhatunk a ndvényekben, amelyek hatdssal vannak stressztlird képességiikre. Mivel a
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novény folyamatosan arra torekszik, hogy fenntartsa a metabolikus homeosztizist, egy-egy
kulcsfontossagl génnel elésegithetjiik ennek az egyensulynak a megtartasat a stressz soran is. A
transzkripcids faktorok szinte az Gsszes bioldgiai folyamatban részt vesznek, ezért nagyon jol
felhaszndlhatdk a tolerancia novelésére.

A DREBI, DREB?2 transzkripciés faktorok az ABA-tol fliggetleniil miikodd szarazsag
stressz toleranciat biztositd gének expressziojanak pozitiv regulatorai. Az elsd ilyen géneket
Arabidopsis-ban fedezték fel, de az6ta méar szamos novényben taldltak hasonl6éakat és kiillonb6z6
novényeken végeztek veliik transzformdcids kisérleteket (SHINOZAKI és YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2007). Az OsDREBIés OsDREB?2 transzgenikus rizsben a szdrazsig stressz
mellett a s6- és hideg stressz tolerancia is megemelkedett, bar normél koriillmények kozott ezek a
novények visszamaradtak a novekedésben. A stressz tolerancia ndvekedése egyiitt jart a prolin és
az oldhaté cukor tartalom emelkedésével (ITO et al., 2006). CHEN és munkatarsai (2008b)
rizsben 3 Uj, Arabidopsis DREB génekkel homolog gént (OsDREBIE, OsDREBIG, OsDREB2B)
taldltak. Rizsbe transzformdlva ezeket a géneket azt figyelték meg, hogy megemelkedett a
novények vizhidnnyal szembeni tolerancidja. A 3 gén koziil az egyik azonban csak gyenge
javulést eredményezett, amibdl arra kovetkeztettek, hogy bar hasonlé funkcidt latnak el ezek a
gének, mégis kiilonbozd stressz valaszért felelés utvonalakat szabdlyoznak (CHEN et al.,
2008b).

A NAC szintén egy specifikus, stresszre adott vdlaszokat szabdlyozd novényi
transzkripciés faktor. HU és munkatarsai (2006) a stressz valaszért felelos NAC gént (SNACI)
expresszalé transzgenikus rizs vonalakat vizsgdltak ¢és megallapitottdk, hogy normal
korilmények kozott ezek a novények nem kiilonboznek a nem transzformalt novényektol.
Szérazsdg stressz alatt viszont mintegy 22-34%-kal jobb volt a szemkotése a SNACI
transgenikus novényeknek, mint a kontroll ndvényeknek, amelyek szinte mindegyike steril
maradt. A transzgenikus novényekben tobb volt a zdrt sztomdk szdma mind stresszelt, mind
optimalis koriilmények kozott (HU et al., 2006).

A novényi hormonok kapcsolata és a szabdlyozasukkal kapcsolatos bioszintézis utak
modositasa a szarazsag stressz sordn fontos szerepet jitszik a tolerancia kialakitasaban (PELEG
et al., 2011b). Arabidopsis-ban mar nagyon sok ABA-val kapcsolatos metabolikus utvonalban
szerepet jatsz6 gént leirtak. A LOS5/ABA3 az ABA bioszintézis utols fazisdban vesz részt.
Rizsbe ezt a gént konstitutiv promoterrel juttattdk be €s tesztelték szabadfoldi koriilmények
kozott (XIAO et al.,, 2009). Megallapitottdk, hogy a transzformdcié javitotta a novények
szarazsag stresszre adott valaszat.

Paradicsomban a szdrazsdgra indukdl6d6 LeNCEDI gén expresszidja magasabb ABA

koncentraciot eredményezett a novényekben (THOMPSON et al., 2007), aminek kovetkeztében
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nétt a ndvények biomassza tomege, a transpirdcid mértéke, vizkészlete, stb. vizhidnyos
koriilmények kozott (THOMPSON et al., 2007).

Kedvezétlen kornyezeti hatdsok kovetkeztében a ndvények gyokerében csokken a
citokinin (CK) tartalom és ez génexpresszids valtozdsokhoz vezet a hajtdsokban. HARE és
munkatdrsai (1997) azt taldltdk, hogy a CK kezelés szadmos stresszre indukdlédé gén
transzkripcidjat fokozta. Kukoricdban a megemelkedett CK szint javitotta a novények tuléld
képességét szdrazsdg stressz sordn, gatolta a levelek oregedését és prolin akkumuldciéhoz
vezetett (ALVAREZ et al., 2008). A CK szintézisben részt vevd IPT gént szdrazsigra
indukdl6dé promoterrel expresszéltattdk dohdnyban (RIVERO et al.,, 2007, 2009, 2010) és
rizsben (PELEG et al., 2011b). Az IPT expresszi6 fokozta a ndvények szarazsagtiirését €s
novelte a hozamat. ZHANG és munkatdrsai (2011) IPT transgenikus kasszava novényeket
teszteltek szabadfoldon. Ez esetben az IPT gén kodolé szakaszat Oregedésre indukalodo
promoterrel épitették Ossze. A transzformansok nemcsak jobban viselték a szdrazsdgot, hanem a
stresszt kovetden a felépiilésiik is gyorsabb volt, mint a kontrollé.

OH ¢s munkatarsai (2009) az etilén valaszért felelds transzkripcidban szerepet jatszo
AP37 és AP59 géneket konstitutivan expresszaltattdk rizsben. Mindkét transzgenikus vonalnak
javult a szarazsagtlirése a vegetativ fazisban. Emellett az AP37-es novényeknek szabadfoldon
magasabb volt a terméshozama szdraz koriilmények kozott, mint a kontrollnak, és nem mutattak

eltérést a kontrollhoz képest normadl koriilmények kozott.

2.4.4. RNS chaperon

CASTIGLIONI és munkatérsai (2008) a Monsanto-nak végzett kisérleteikben baktériumokbdl
szarmazd hidegsokk fehérjék (cold shock protein — Csp) hatasat tesztelték rizs és kukorica
ndvényekben kiilonbozd abiotikus stressz koriilmények kozott. A Csp fehérjék onnan kaptdk a
neviiket, hogy hideg hatdsdra felhalmozddnak a baktériumokban. Ezek a fehérjék tigynevezett
chaperonként miikodnek, azaz megovjadk az RNS molekuldk szerkezetét a stressz karos
hatdsaitol, segitik fenntartani normdl 4allapotukat, hogy azok elldthassdk feladatukat.
CASTIGLIONI és munkatarsai (2008) két kiillonbozd tipust Csp-t haszndltak: az E. coli-bol
szarmazd CspA-t és a Bacillus subtilis-bol szarmazo CspB-t. Mindkét gént rizsben
expresszaltattdk. Ezek a transzgenikus novények jobb novekedési erélyt mutattak a nem
transzformalt ndvényekhez képest hideg, ho és szarazsag stressz soran is.

Ugyanebben a kisérletben CspB-vel transzformalt kukoricét is vizsgaltak szabadfoldon. A
novényeket 2 hetes szaraz peridodusnak vetettek ala kozvetlenill a viragzast megel6zden, ami

koztudottan az egyik legérzékenyebb iddszak a hozamot tekintve. A nem transzformalt novények
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50%-kal elmaradtak a novekedésben az ©6nto6zott kontrollhoz képest. Ehhez képest a CspB

kukoricandl 24%-os emelkedést figyeltek meg a novekedési ritdban a szarazsag stressz alatt.

Emellett a CspB kukoricdnak magasabb volt a terméshozama, nétt a klorofill tartalma és a

fotoszintetikus ratdja, rdaddsul ontdzott koriilmények kozott nem mutatott semmilyen eltérést a

nem transzformalt kontrollhoz képest.

2.5. A szarazsagtiirés novelésének modszerei burgonyaban

A burgonya szarazsagtiirésével kapcsolatos vizsgdlatok a 1960-as években kezdddtek

(MONNEVEUX et al., 2013). Akdrcsak mas haszonnévényeknél, a burgonydndl is szdmos gén

hatdsat vizsgéltdk az abiotikus stresszekre adott vdlaszokkal-, koztiik a szdrazsdg stresszel

kapcsolatosan, amelyek koziil néhdnyat az 2. tdbldzatban soroltam fol.

2. tablazat

A burgonya szarazsagtiirésének fokozasara hasznalt legismertebb gének listaja

Gén Génfunkcio Hatas Hivatkozas
Szarazsag stressz
szabalyozasban részt
vevo gének
széarazsag specifikus gének aktivildsa SzZarazsag stressz SHIN et al.,
SIMYBIR-1 tolerancia 2011
transzkripcids faktor szarazsag- és MOVAHEDI et
DREBIB fagytiirés al., 2012
megemelkedett glutation szint SZarazsag stressz ELTAYEB et
AtGRI tolerancia al., 2010
Mangéan szuperoxid- dizmutaz, magasabb hozam WATERER et
SOD3:1, DHN4, dehidrin 4, hidegre indukal6dé szarazsag és hideg al., 2010
DREB/CBF1, ROB5 transzkripcids faktor, LEA3 fehérjét stressz alatt
kédol6 stresszre indukalédo gén
Ozmolitok
szintézisében szerepet
jatszé gének
alacsony vizelltds KNIPP et al.,
SST/FFT fruktan akkumulacié esetén pr?lg/l 2006
akkumulacio
N o oxidativ-, s6- és AHMAD et al.,
codA glicin-betain szintézis SZarazsag stressz 2008
tolerancia
.. .. sO- és szdrazsig ZHANG et al.,
BADH glicin szintézis stressz tolerancia 2011
otsA, otsB trehaldz szintézis szérazsag tolerancia ];(i]?AST etal,
TPS1, TPS2 trehal6z szintézis szérazsag tolerancia 3. tablazat
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2.5.1. Szarazsagtiirés javitasa szdrazsdg stressz szabdlyozdasban részt vevo génekkel

A ndvényekben az abiotikus stresszvdlaszban szerepet jitsz0 MYC (myelocytomatosis
oncogene)/MYB (myeloblastosis oncogene) regulon az ABA-fiiggd jelatviteli Uthoz tartozik
(SOLTESZ, 2011). SHIN és munkatdrsai (2011) burgonydban az [/R-MYB (MYB rokon)
transzkripcids faktort azonositottak (StMYBIR-1) és tesztelték abiotikus koriilmények kozott.
Bebizonyitottdk, hogy a StMYBIR-1 ABA kezelés hatdsdra indukdlodik, megemeli a szdrazsig
toleranciat a burgonyaban, megvédi a novényeket a vizvesztéstdl és fokozza a szarazsiggal
kapcsolatos gének expresszidjat (SHIN et al., 2011).

MOVAHEDI és munkatarsai (2011) DREBIB-vel transzformdlt burgonya vonalakat
vizsgaltak. Azt taldltdk, hogy a nem transzformdlt novényekkel ellentétben, tébb prolin
halmozddott fel a transzgenikus novényekben a szdrazsag-, illetve hideg stressz sordn és nem
valtozott a ndvények relativ viztartalma a vizhidnyos koriilmények ellenére sem. Megfigyelték
tovabba, hogy 14 nappal az ontdzés megsziintetését kdvetden a vad tipusu ndvények erdsen
hervadtak, mig a transzforméltak szemmel lathat6an jobban birtdk a stresszt.

ELTAYEB és munkatdrsai (2010) az Arabidopsis glutation-reduktdz génnel (AtGRI)
transzforméltak burgonya novényeket. A transzformdnsokban megemelkedett a glutation-
reduktdz és glutation-S-transzferdz aktivitds, illetve magasabb volt a glutation tartalom, mint a
nem transzformalt novényekben. Szdrazsag stressz utdn a transzgenikus novények gyorsabban
regenerdlddtak és szemmel lathatoan is kevésbé kdrosodtak, mint a vad tipus.

WATERER ¢és munkatarsai (2010) tobb génnel is kisérleteztek burgonyaban,
szabadfoldon és novényhdzban egyardnt. Desirée novényeket transzforméltak buza
mitokondridlis mangan szuperoxid-dizmutdzzal (SOD3:1), arpabdl izoldlt dehidrin 4-gyel
(DHN4), repce DREB/CBF 1 transzkripcios faktorral €s rozsnok ROB5 génnel. A
transzforméciét tovabb kombindltdk azzal, hogy kétféle promotert haszndltak: a konstitutiv
expressziot biztosité CaMV355-t és egy stresszre indukal6do, Arabidopsis prométert, a COR7S-
at. A transzformélt novények mindegyike nagyobb ellendllésdgot mutatott a szarazsag-, ho- és
hideg stresszel szemben mind szabadfoldi, mind novényhazi koriilmények kozott, mint a kontroll

novények.
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2.5.2. Szarazsagtiirés javitasa ozmolitok szintézisében szerepet jatszo génekkel

2.5.2.1 A prolin és glicin-betain szerepe az abiotikus stresszvdlaszban

KNIPP és munkatdrsai (2006) a prolin felhalmozddéssal kapcsolatos véltozdsokat vizsgdltak
szdrazsag stressz hatdsdra burgonya levelekben. A novényeket SST/FFT-vel (fruktdn:fruktin-1-
fruktozil-transzferdz, szachardz:szachardz-1-fruktozil-transzferaz) transzformaltdk. A novények
leveleiben vizhidnyos koriilmények kozott megemelkedett a prolin szint, ami Osszefliggésben allt
a levelek megnovekedett RWC értékével is.

Szdmos irodalmi adat utal arra, hogy abiotikus stressz sordn GB halmozddik fel a
novényekben (SAKAMOTO és MURATA, 2000). Vannak azonban olyan novények, koztiik a
burgonya is, amelyek nem képesek GB-t szintetizdlni (GIRI, 2011). AHMAD és munkatarsai
(2008) a Superior burgonyafajtdba vitték be a GB szintézisben kulcsszerepet jatszé kolin-oxiddz
(codA) gént. A gén elé az oxidativ stresszre indukalod6 SWPA2 promotert helyezték. A
transzformédnsokat paraquat jelenlétében szelektaltdk. A transzgenikus ndvények a
kloroplasztiszban GB-t szintetizaltak. Oxidativ stresszt kdvetden a transzgenikus novényeken
kisebb volt a membrankdrosodds €s magasabb tolerancidt mutattak s6- és szdrazsag stresszel
szemben - magasabb volt a viztartalmuk és a biomassza tomegiik, mint a nem transzformalt,
kontroll novényeké.

A masik, GB szintézist eldsegitd gén, a BADH. ZHANG és munkatérsai (2011) spen6tbol
szdarmazd BADH-t juttattak be a Gannongshu burgonyafajtdba. A vizsgalt novényeken negativ
korreléaciot figyeltek meg a BADH expresszi6 €s a levélkonduktancia kozott szarazsag- és so
stressz soran. Megfigyelték tovabba, hogy a NaCl és PEG kezelés utdn a transzgenikus novények

friss suilya 17-29%-kal magasabb volt, mint a kontrollé.

2.5.2.2. A trehaloz szerepe az abiotikus stresszvdlaszban

A trehaléz egy nem redukdld diszacharid, ami két glilkéz molekuldabdl all. A természetben
gyakori az el6fordulasa: baktériumokban, gombakban, élesztdben és novényekben egyardnt
eléfordul és a szarazsagtiirésben fontos ozmoregulator szerepet jatszik (IORDACHESCU et al.,
2008; JAIN ¢és ROY, 2009). Eldéfordul ugyan a ndvényekben is, de nagyon alacsony
mennyiségben (kivéve azokat a sivatagi novényeket, amelyek hosszl szaraz iddszak utan is
képesek regenerdlddni).

A trehaloz két 1épésben szintetizalodik a baktériumokban, élesztokben és a ndvényekben
is (8. abra).
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Gliikéz-6-foszfat . z 2 Gliik6z

UDP-gliik6z — Trehal6z-6-foszfat =——> Trehald

8. abra: Trehal6z szintézis. TPS: trehaloz-foszfat-szintaz; TPP: trehal6z-foszfat-foszfataz

Els6 1épésben a gliik6z-6-foszfatbdl és UDP-gliik6zbdl a TPS trehal6z-6-foszfatot (T6P)
szintetizal, amit a TPP trehal6zza alakit. A TPS és TPP enzim komplexet alkot, amit élesztOben a
TPS1 és TPS2, mig baktériumokban az otsA, és otsB gén kédol. DEBAST és munkatérsai (2011)
kisérleteiben a gumospecifikus B33 prométerrel egyiitt juttatdk be burgonydba a TPS-t k6dold
otsA gént, illetve a TPP-t k6dol6 otsB gént. A tobb T6P-t szintetizdlé otsA vonalak gumoéiban
alacsonyabb keményitd és ATP szintet, valamint intenzivebb respiracids értéket tapasztaltak.
Ezzel ellentétben az otsB vonalaknal, ahol a T6P mennyisége kevesebb volt, az oldhat6 cukrok,
hexoz foszfatok és az ATP mennyisége megemelkedett, mikdzben a gumok friss sulyra szdmitott
keményité tartalma nem valtozott. A TPP vonalak gumdi hosszukdsak voltak, mig a TPS
vonalaké nem kiilonboztek 1ényegesen a kontrolltél. Viszont mindkét transzgenikus vonalnal
csokkent a gumohozam. A TPP vonalak esetében az alacsony szénfelhasznalas kovetkeztében az
oldhat6 cukor tartalom megemelkedett, ami feltételezhetden azt jelzi, hogy ezek a ndvények nem
forditanak elég energidt a gumonovekedésre. A megnovekedett ATP szint viszont arra utal, hogy
a csokkent szénfelhasznaldsért nem kozvetleniil az ATP mennyisége felelés ezekben a
vonalakban. Az élesztd TPSI és TPS2 génjét tobb novényfajba is bevitték az abiotikus

stressztiird képesség javitasara (3. tdblazat).

3. tablazat
Eleszté TPS1 és TPS 2 génnel transzformalt novények és abiotikus stresszre

adott valaszuk

Gén Promoéter  Novény Hatas Hivatkozas
TPSI CaMV35S  burgonya szdrazsag tolerancia YEO et al., 2000
TPS1 CaMV35S  paradicsom ~ OZarazsig- €ss6 CORTINA et al., 2005
tolerancia
rpsi-rpsy  ARbeSIA, - Arabidopsis 4 4o tolerancia KARIM et al., 2007

AtRABIS8 dohany
TPSI-TPS2  RD29Af  Arabidopsis - Araesdg- S0~ h6-& g sNDA et al,, 2007
hideg tolerancia
STILLER et al., 2008
TPSI StDS2 burgonya szdrazsag tolerancia KONDRAK et al., 2011

KONDRAK et al., 2012

YEO ¢és munkatéarsai (2000) CaMV35S-TPSI-gyel transzformdlt burgonya novényei

azonban amellett, hogy jobban tlrték a szarazsagot, morfologiai deformaciokat is mutattak ,,in
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vitro” koriilmények kozott (torpendvekedés, sargas, hosszukas levelek, deformalédott gyokér).
Erdekes médon ezek a morfologiai elvaltozisok megsziintek, amint kiiiltették a novényeket a
talajba.

CORTINA ¢és munkatarsai (2005) paradicsomon prébaltdk ki a CaMV35S promoterrdl
folyamatosan atir6dé TPSI gén hatasat. Ok is tapasztaltak pleiotropikus elvéltozasokat (vékony
hajtasok, merev, sotétzold levelek, abnormalis gyokérfejlodés). Megfigyelték tovabba azt is,
hogy a transzgenikus paradicsom levelekben a klorofill és keményitd tartalom magasabb volt,
mint a kontroll levelekben, de ugyanakkor ezek a novények fokozott tolerancidt mutattak a
szdrazsag-, sO- és oxidativ stresszel szemben. Mindebbdl arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a
szénhidrat anyagcserében végbemend valtozasok 0sszefliggnek a trehaldz bioszintézisével, ami
hatdssal van a novények stresszel szembeni viselkedésére.

KARIM és munkatdrsai (2007) olyan konstrukciot juttattak be Arabidopsis és dohany
novényekbe, amivel ezeket a nem kivant pleiotropikus mellékhatdsokat kikiiszobolve sikeriilt
szérazsag tolerancidt elérniiik a névényekben. Az egyik konstrukcidban a TPS1 gént és egyszerre
a TPSI-TPS2 géneket az Arabidopsis Rubisco génjének promoterével (ArRbcSIA) épitették
Ossze. Ez a promoter a zold ndvényi részekben erds, folyamatos expressziot eredményez. A
masik esetben egy szdrazsag stresszre indukalodo, szintén Arabidopsis-bol szarmazé promotert
haszndltak, és ezt tették a TPSI gén, vagy a TPS1-TPS2 génkombinéci6 elé. A harmadik esetben
az AtRbcSIA promotert egy tranzit peptidet koédold génszakaszhoz kapcsoltdk, aminek
segits€gével a TPS1 fehérjét a kloroplasztiszban expresszaltattdk. A TPS1 gént folyamatosan
expresszalo dohany novények ndvekedése kezdetben elmaradt a kontrollétol, a késdbbiekben
azonban ezek a novények elérték a normal méretet és nem mutattak kiilonbséget a virdgzdsban és
maghozamban sem. Szemben a csak a TPSI gént folyamatosan expresszdlé novényekkel, a
TPS1-TPS2 transzgenikus dohany novények nem mutattak novekedésbeli eltérést a kontrollhoz
képest. Feltételezhetéen a TPS2 expresszidja enyhiti, vagy teljesen megsziinteti a cukor-foszfat
altal okozott negativ hatdsokat. A stresszre indukdlédé konstrukcidval létrehozott TPSI és
TPSI-TPS?2 transzgenikus dohdny novények nem mutattak novekedésbeli eltéréseket. De mind a
stresszre indukdlédd, mind pedig a konstitutiv 7PS/ expresszio esetében hasonlé volt a
szarazsagtiirése a novényeknek, annak ellenére, hogy a folyamatosan expresszalo
konstrukciokban volt a legmagasabb a trehal6z szintje. Mindebbdl arra kovetkeztettek KARIM
€s munkatarsai (2007), hogy nem a trehal6z mennyisége okozza a megnovekedett toleranciét.

Arabidopsis-ban a kloroplasztiszban a TPS1 folyamatos jelenléte fejlodési
rendellenességek nélkiil fokozta a novények szarazsagtlird képességét. Sem a konstitutiv
promotert, sem a stresszre indukdlédé prométert tartalmazé TPSI-TPS2 konstrukcidval

l1étrehozott transzgenikus novényekben nem okozott negativ hatast a TPS1 és a TPS2 jelenléte a
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kloroplasztiszban. A  citoszolban azonban a konstitutiv expresszid gyokérfejlodési
rendellenességet és novekedésbeli visszamaradottsagot okozott, amibdl arra kovetkeztettek, hogy
a citoszolban felhalmozddd T6P felelés a negativ hatasokért. A szdrazsag stresszt kovetd
regenerdlddast is vizsgaltdk Petri csészében Arabidopsis-on. Azok a novények, amelyekben a
kloroplasztiszban expresszalt a TPS1, jobban regeneralodtak a szarazsag stresszt kdvetden, mint
a kontroll, vagy azok a novények, amelyekben a citoszolban termelédott a TPS1 fehérje. A
ndvényhazban, talajon végzett kisérletekben is jobb volt a szarazsagtiirése a TPSI-t expresszalo
novényeknek, mint a kontrollnak (KARIM et al., 2007).

MIRANDA és munkatdrsai (2007) is hasonl6 jelenséget tapasztaltak Arabidopis-on. A
TPSI-TPS2 géneket CaMV35S illetve rd29A promoéter konstrukcidkkal juttattdk be a
novényekbe. Azok a ndvények, melyekben a TPSI és TPS2 gén is expresszdlt, ellendllébbak
voltak a szdrazsiag-, s6-, ho-, és hideg stresszel szemben anélkiil, hogy morfoldgiai eltérést
mutattak volna a nem transzformélt novényekhez képest. Azok a novények viszont, amelyek
csak a TPSI gént expresszaltik eltértek novekedésben, levélsziniikben és formdjukban is a
kontrolltdl.

STILLER és munkatdrsai (2008) két transzgenikus burgonyavonalat (T1, T2) hoztak
létre, melyek az élesztd TPSI génjét expresszdltdk. A transzgenikus vonalakat marker mentes
transzformacioval allitottak eld és egy burgonyabol szdrmazo, szarazsagra indukaldodod promotert
(StDS2) haszndltak a gén megnyilvanitisira (DOCZI et al., 2002). Az StDS2 azonban —
valosziniileg a beépiilés helyének, kornyezetének hatasara — csak kis mértékben indukalédott a
szarazsadg soran, s6t mindkét transzgenikus vonalban optimaélis koriilmények kozott is egy
alacsony expresszidt biztositott a TPS/ szdmdara. De az alacsony TPSI expresszi6 ellenére is a
novények szarazsagtlirobbek voltak, mint a kontroll: a levett levelek 8 oraval késobb, a cserepes
novények levelei 6 nappal késébb kezdtek el hervadni, mint a kontrollé és a sztdomak is tovabb
megtartottdk konduktivitasukat. A TPS] transzgenikus novények novekedése azonban optimalis
koriilmények kozott elmaradt a kontrollétdl, alacsonyabb volt a szén-dioxid fixacids ratajuk és a
sztdmaszamuk is.

A STILLER és munkatdrsai (2008) altal 1étrehozott T1 és T2 transzgenikus vonalakat
KONDRAK és munkatérsai (2011) transzkripcids szinten vizsgaltak. Az optimalis kériilmények
kozott fejlodott €s a szarazsag-stresszelt novények leveleinek transzkriptumait POCI (Potato
Oligo Chip Initiative, Agilent) microarray-vel (KLOSTERMANN et al., 2008) hasonlitottdk
Ossze. A POCI chipen 44290 gént reprezentdld oligo talalhatd, amibdl 42034 burgonyabol
szarmazik, és szekvencidjuk szabadon elérheté egy adatbazison keresztiil (http://pgre.ipk-
gatersleben.de/poci). KONDRAK és munkatérsai (2011) dsszesen 99 olyan gént taldltak a TPS/

transzgenikus novények leveleiben, aminek eltért az expresszidja a vad tipushoz képest optimélis
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koriilmények kozott. Szdrazsdg stressz hatdsdra Osszesen 379 génnek vdltozott meg az
expressziGja a kiilonbozé vonalakban (KONDRAK et al., 2012). A megvaltozott expressziojl
gének tobbsége a fotoszintézisben vagy a szénhidrdt anyagcserében jatszik szerepet és mind a
vad tipusban, mind a TPS! transzgenikus vonalakban csokkent az expresszidjuk a stressz

kovetkeztében.

2.6. A ,,priming” jelensége novényekben

Ha egy novényt patogéntamadas ér, akkor ez novelheti ellenalld képességét a kovetkezd
fertdzéssel, illetve mas patogénekkel szemben is (DURRANT ¢és DONG, 2004; RYALS et al.,
1996). Ezt nevezziikk indukalt rezisztencidnak. Az indukdlt rezisztencia lehet lokalis vagy
kiterjedt, szisztemikus, amikor a kivaltott rezisztencia térben elvalik az indukalas helyétdl. Azt a
jelenséget, amikor nekrotizdl6 patogének vagy egyes rizobaktériumok felerdsitik ezt a védekezd
mechanizmust ,,priming”-nak nevezziik. Ez az dllapot nemcsak mikroorganizmusokkal, hanem
kiilonb6z6 szerves és szervetlen vegyliletekkel is kivalthaté a novényekben. Az ilyen allapotban
1év6 ndvények sejtszinten gyorsabban és nagyobb ellenallosaggal reagdlnak az dket ért biotikus
vagy abiotikus stresszekkel szemben (PRIME-A-PLANT GROUP, 2006).

A ,,priming” egyik tipusa a nem-nekrotizal6 rizobaktériumok altal kivaltott rezisztencia,
ami a gyOkérbdl a hajtasba terjed és ezért indukalt szisztemikus rezisztencidnak (induced
systemic resistance — ISR) is nevezik. Az ISR jazminsav/etilén (JA/ET) ttvonalakon keresztiil
hat és nem valtoztatja meg a ,,pathogen-related” (PR) gének expresszidjat (VAN LOON et al.,
1998; PIETERSE et al., 1998).

A ,,priming” masik tipusa a szisztemikusan szerzett rezisztencidval, a ,,systemic acquired
resistance”-szel (SAR-ral) kapcsolatos. Ez esetben egy lokalis, hajtast ért fertdzés vagy avirulens
baktériummal tortént kezelés utdn a novény tavolabbi szovetei, szervei is ellendllobba vélnak a
patogénekkel szemben (RYALS et al., 1996; STICHER et al., 1997). A SAR soran szalicilsav
(SA) halmozddik fel a ndvényekben, ami szdmos PR gént bekapcsol (DURRANT és DONG,
2004). Ezt a fajta védelmet szerves vagy szervetlen anyagokkal is kivalthatjuk a ndvényekben
(KUC, 2001). Ilyen anyagok az INA (2,6-diklér-izonikotinsav) (KESSMANN et al., 1994), a
BTH (benzotiadiazol-7-tiokarboxilsav S-metilészter) (FRIEDRICH et al., 1996; GORLACH et
al., 1996) és a BABA (B-amino-vajsav) (COHEN, 2002; JAKAB et al., 2001). A BABA-val
végzett kutatdsokbdl kideriilt, hogy az immunkemikalidkkal indukélhat6 rezisztencia szorosan
Osszefiigg a patogén fertdzés soran fellépd védekezd reakciokkal. ZIMMERLI és munkatarsai

(2000) példaul azt talaltdk, hogy a BABA-val kezelt Arabisdopsis-ban a PR-1 gén gyorsabban
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indukdlédik a Pseudomonas syringae pv. tomato fertdz¢és utan, mint a nem kezelt névényekben.
De szdmos mds kisérlet is igazolja, hogy a BABA milyen sok patogén ellen €s sok novényfajban
ki tudja valtani ezt a fajta ,,szerzett” rezisztenciat (JAKAB et al., 2001).

JAKAB és munkatédrsai (2005) Arabidopsis-szal végzett kisérletekkel bizonyitottdk a
BABA jotékony hatasat szarazsag és sostressz soran is. Eredményeikbdl kideriilt, hogy a BABA
altal kivéltott védelem Osszefiigg az SA 4ltal indukdlhaté PR-1 és PR-5 gének, és az ABA-fiiggd
RAB-18 és RD-29A gének megndvekedett expressziojaval. A vizmegvonast megelézden 300 mM
BABA-val kezelt Arabidopsis novényeknek a vizmegvonds utdn csak 35%-kal csokkent a
viztartalmuk, mig a kontroll ndvényeknél 70%-os volt a vizveszteség. A BABA kezelés az ABA
mutdnsokndl nem valtotta ki a védelmet, mig az SA hidnyos novények a vad tipushoz hasonlé
reakciét mutattak. A BABA kezelés nem vezetett ABA akkumuldcidhoz, mégis a kezelt
novényekben az ozmotikus stressz soran megndtt az ABA koncentracioja, ami tovabbi ABA-

fliggd gének expressziojahoz és intenzivebb sztdmazarodashoz vezetett (JAKAB et al., 2005).

2.6.1. A PRLIP géncsalad

A ,,priming” soran bekdvetkezd ,,immunvédelem” szorosan sszefligg a PR fehérjékkel. Ezeket a
fehérjéket kodolé6 PR géneket eldszor VAN LOON és munkatarsai (1970) irtak le dohany
mozaik virussal fertézott dohanylevelekben. Ma mar 17 géncsaladba sorolhaté a kiilonbozo
novényekben beazonositott PR fehérjéket kodold gének listdja (VAN LOON et al., 2006).
Vannak olyan PR fehérjék, amelyek gétoljdk a patogének terjedését, novekedését, €s vannak
olyanok, amelyek a SAR kivaltasaért felelosek (RYALS et al., 1996).

JAKAB és munkatdrsai (2003) molekuldrisan vizsgdltdk a PR génekhez hasonld
expressziot mutaté PRLIP (patogenezishez kothetd lipaz) géneket. Homologidjuk alapjén a
PRLIP fehérjéket 3 alcsoportba soroltdk. Az elsé a legnagyobb. Ide tartoznak a PRLIPI,
PRLIP2, PRLIP4, PRLIPS, PRLIP6 és PRLIP7 fehérjék. A masodik alcsoportba a PRLIP3 és
PRLIP9, a harmadikba pedig a PRLIP8-at soroltdk. A mdsodik és harmadik alcsoportba tartozé
fehérjéket kodolé génekhez hasonldé géneket taldltak egyes egy-, illetve kétszikliekben, koztiik a
burgonyaban is, viszont az elsd alcsoportba tartozé fehérjékhez hasonld fehérjéket koédold
géneket mas novényfajban nem tudtak azonositani.

Arabidopsis novényekben a PRLIPI expresszidja megemelkedik BABA, SA és ET
kezelés, valamint Pseudomonas baktériummal tortént fertdzés hatasara is. Ugyanakkor a PRLIP1
expresszidja fiiggetlen a JA-t6l. Arabidopsis-ban a PRLIP2 szintén indukalodik SA és patogén
fert6zés hatasara, azonban enyhébb mértékben, mint a PRLIP1 (JAKAB et al., 2003).
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Egy madsik kisérletben mélyebbre hatéan vizsgéltdk ezeket a fehérjéket a kiillonbozo
hormonkezelések utan (SA, ET, JA), valamint azt is nézték, hogy a kiilonb6zd szervekben
hogyan indukélédnak ezek az gének (SZALONTALI és JAKAB, 2010). A PRLIP3, PRLIPS és
PRLIPY gének a gyokérben, szarban €s a becOben indukalodtak a legerdteljesebben. Ezek koziil
is a PRLIP3 expresszidja tovabb emelkedett SA és JA kezelés hatdasara. A PRLIP4 és PRLIP6
gének expresszidja ezzel ellentétben csak a gyokérben volt kimutathaté. A PRLIPI a névény
minden vizsgalt zold szervében megnyilvanult, de a becoben volt a legmagasabb az expresszidja.
A PRLIP2 mRNS-t viszont csak a becOben talaltak. A levelekben a PRLIP1 és PRLIP2 az SA, a
PRLIP6 aJA, a PRLIPI és PRLIP6 étirdsa pedig az ET kezelés hatdsdra indukdlédott.

2.6.2. ,,Priming” kisérletek burgonydban

SI-AMMOUR és munkatdrsai (2003) a Phytophthora infestans fertdzésre érzékeny Bintje
burgonyafajtat vizsgaltdk. A fertézést megeldzéen 2 nappal BABA-val (1 mM) kezelték a
novényeket és a rezisztens Matilda fajtdhoz hasonl6 ellenallé képességet tapasztaltak.

MACHINANDIARENA és munkatarsai (2012) a kalium-foszfit hatdsat vizsgaltdk
burgonydban ugyancsak P. infestans fert6zés soran. Kisérleteikbdl kideriilt, hogy a kélium-
foszfit szintén alkalmas a ,,priming” kivaltasara, és ez a mechanizmus az SA ttvonallal all
Osszefiiggésben.

FLORYSZAK-WIECZOREK ¢és munkatarsai (2012) kimutattdk, hogy a BABA, GABA,
INA és laminarin kezelés aktivdlja a burgonya nitrogén-monoxiddal (NO-val) Osszefiiggd
folyamatait, aminek kovetkeztében az gyorsabban és jobban reagdl a P. infestans fertzésre.
ARASIMOWICZ-JELONEK és munkatarsai (2013b) szintén a fent emlitett négy
immunkemikalidt haszndltdk burgonydban. Osszesen 25 olyan fehérjét taldltak, amelyek
felhalmozddtak a kezelések soran. Ebbdl 13 az S-nitrozildlt glutation-reduktdz (mint NO-donor)
kezelés soran is akkumulalédott. Az S-nitrozotiolok (SNO) az NO reverzibilis S-nitrozilacios
reakcidja sordn keletkeznek a fehérjék cisztein aminosavanak tiol csoportjaval torténd
kolesonhatéds soran. Az NO képes mds tiolokkal is reakcioba 1épni, mint példdul a glutationnal,
amibdl S-nitrozildlt glutation (SNOG) keletkezik, és aminek a mennyiségét a SNOG-reduktdz
(SNOGR) szabdlyozza (KOLBERT, 2009).

ARASIMOWICZ-JELONEK ¢és munkatarsainak (2013a) egy masik kisérletébdl az is
kideriilt, hogy ha aluminiummal (Al) kezeljiik a burgonya gyokerét, akkor mérséklédnek a P.
infestans fert6zés jelei a levélen. A gyokérben H,O, felhalmozddést és az SA valamint az NO
utvonalak szisztemikus aktivalodéasat figyelték meg a levelekben. Az Al kezelés hatdsira a

gyokerekben a PR-1, a levelekben a PR-2 és PR-3, valamint mindkét szervben a PAL expresszid
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emelkedett meg szignifikansan. Az Al-lel nem kezelt, a gyokértdl tavoli burgonya részekben
(Ievél, hajtas) ndtt az NO szintézis, amivel egyiitt az SNO-k mennyisége és a SNOGR aktivitas is
emelkedett. Bar az SNOGR aktivitds nem befolydsolta az SNO-k mennyiségét a levelekben, az
SNOGR kétségkiviil fontos szerepet jatszik a burgonya védekezorendszerében.

Az eddig emlitett kozleményekben mind a ,,priming” P. infestans-szal szembeni hatdsat
vizsgdltak burgonydban. Ezzel szemben SOS-HEGEDUS és munkatérsai (2014) arra voltak
kivancsiak, hogy hogyan hat a BABA a burgonya szarazsagtiird képességére. Kimutattak, hogy a
BABA-val el6kezelt szarazsag-stresszelt burgonyandvények levelének magasabb a viztartalma

€s jobb a guméhozama is, mint a nem kezelt szdrazsag-stresszelt novényeknek (9. dbra).

9. abra: BABA hatasa a burgonya szarazsagtiiré képességére. (a) Szdrazsag-stresszelt kontroll
novények b) BABA-val kezelt szarazsag-stresszelt novények

BABA-val ontozott Arabidopsis novényeknél 761 gén expresszidjanak valtozasat irtak le
ZIMMERLI és munkatarsai (2008), koztiik 46 stresszvalaszért felelds génét is. Ezek egy része az
ABA illetve az ET jelatviteli Gitvonalban szerepet jatszo gén volt. EbbSl kiindulva SOS-
HEGEDUS és munkatarsai 42 stressz-, illetve hormon-szabalyozashoz kétheté gént valasztottak
ki és vizsgéltdk expresszidjukat a BABA-val kezelt illetve nem kezelt novények leveleiben
szérazsag stressz sordn. Bar a kezelt és kezeletlen novények leveleinek RWC értéke kozott nem
talaltak kiilonbséget 11 nappal a vizmegvonast kovetden, a talaj viztartalma jelentdsen csokkent,
ami a kontroll novényekben a szarazsag-indukdlhat6é StDS2 expresszidjanak emelkedését okozta.
Ugyanakkor ez a BABA-kezelt novényekben csak késdbb, a vizmegvonas kovetden 18-20
nappal kovetkezett be. Az ETRI gén viszont tovabb expresszadlt a BABA-kezelt, mint a nem

kezelt novények levelében (10. dbra).
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10. abra: A BABA-kezelt és kontroll novények levelében RT-PCR-rel
kimutatott StDS2 és ETRI expresszid szarazsag stressz alatt. A I8SRNS
expresszidja a mennyiségi kontroll.

Az ETRI az etilén receptor 1 kodolo génje. Az ET - tobbek kozott - a levél oregedéséért
is felelés hormon. A szarazsag hatasara a levelek gyorsabban 6regednek (ZHANG és ZHOU,
2012), ami Osszefiigghet az ET receptorok mennyiségének csokkenésével. Az ET receptorok
ugyanis negativ reguldtorok (WANG et al., 2013), azaz hidnyuk felgyorsitja az dregedést, mig a
BABA-kezelt novényekben fennmaradé expresszidjuk késleltetheti ezt a folyamatot.
Feltételezhetéen a ,,priming” hatasara az ET indukalhatdo gének szupresszaldodnak, ezaltal a
levelek oregedése késébb kovetkezik be, mig a BABA-val nem kezelt névényekben a csokkend
ETR szint a levelek gyorsabb oregedéséhez vezet.

A Kkisérlet egy masik részében SOS-HEGEDUS és munkatarsai a Szegedi
Tudomanyegyetem NoOvénybiologia Tanszékének munkatarsaival egyiittmitkodve a novények
gyokereinek és leveleinek ROS és NO tartalmdt vizsgdltdk. A BABA-val kezelt novények
gyOkereiben mindkét anyag koncentricidja atmenetileg megemelkedett, mig a levelekben nem

valtozott a szintjiik (11. abra).
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11. abra: A gyokérben €s levélben mért NO és ROS koncentracié %-os valtozdasa BABA
kezelés utdn

A tdlzott ROS felhalmozodds sejthaldlhoz  vezet, ami azonban megfeleld
antioxidansokkal megel6zhetd. Kukoricaban a gyokér NO-os kezelése utdn megemelkedett az
aszkorbét-peroxidaz, glutation-peroxiddz és glutation-reduktdz aktivitds, és ezzel egyiitt az
aszkorbdt és glutation mennyisége is, ami csOkkentette a H,O, felhalmozodast sOstressz alatt
(KEYSTER et al., 2012). Az ET-nek szintén fontos szerepe van a programozott sejthaldlban
(programmed cell death - PCD). Kimutattdk, hogy a kamptotecin (DE JONG et al., 2002), a
kadmium (YAKIMOVA et al., 2006) és a sostressz altal indukalt PCD (POOR et al., 2013) soran
ET, és ennek hatasira H,O, halmozddik fel a paradicsom sejtekben. A gyokérben a BABA

hatdsara keletkezett H;O, és NO azonban valosziniileg csak jelmolekula. Hatdsuk egy ma még

ismeretlen jelatviteli ttvonalon keresztiil érvényesiil a levélben.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Anyagok

3.1.1. Enzimek és vegyszerek

Az enzimeket a Fermentas International Inc. cégtdl rendeltilk. A vegyszereket a Bio-Rad,

Duchefa, Fluka, Sigma-Aldrich és Reanal cégektdl vasaroltuk.

3.1.2. Novények és baktériumok

4. tablazat

Novények
Név Jellemzo Eredet
Solanum tuberosum cv. magyar burgonya fajta Burgonyakutatasi Koézpont,
White Lady Keszthely
Solanum tuberosum cv. holland burgonya fajta Burgonyakutatisi Kézpont,
Desirée Keszthely
T1, T2 trehal6z-6-foszfat-szintaz 1 (TPS1) STILLER et al., 2008
génnel transzformalt White Lady
vonalak
LG vonalak patogenesis-related lipase 2 (PRLIP2) jelen dolgozat

génnel transzformalt Desirée vonalak A.
tumefaciens C58C1 (pGV2260) torzzsel
transzformalva
LA vonalak patogenesis-related lipase 2 (PRLIP2) jelen dolgozat
génnel transzformalt Desirée vonalak A.
tumefaciens ALGO torzzsel
transzformalva
PG vonalak pPZP111 vektorral transzformalt jelen dolgozat
Desirée vonalak A. tumefaciens C58C1
(pGV2260) torzzsel transzformalva
PA vonalak pPZP111 vektorral transzformalt jelen dolgozat
Desirée vonalak A. tumefaciens ALGO
torzzsel transzformalva
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Baktériumok
Név Jellemz6 Eredet
Esherichia coli DH5a F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl HANAHAN, 1983

Agrobacterium tumefaciens
ALGO

Agrobacterium tumefaciens
C58C1(pGV2260)

gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169 hsdR17(rg
mK+)7 A~

szupervirulens torzs

virulens torzs

3.1.3. Plazmidok és primerek

6. tablazat

HOOD et al., 1984

DEBLAERE et al., 1985

Plazmidok
Név Jellemzo Eredet
pBluescript I KS (+)  E. coli klénoz6 vektor Stratagene, La Jolla, USA
pPZP111 bindris novény- transzformacios HAJDUKIEWICZ et al., 1994
vektor
pPZP111::LIP2 PRLIP?2 gént tartalmazé pPZP111 Dr. Jakab Gébor, Pécsi
Tudoményegyetem
pRK2013 helper plazmid FIGURSKI és HELINSKI, 1979
pBlueLIP2 PRLIP2 gént tartalmazé pBluescript jelen dolgozat

M KS (+)

7. tablazat

Primerek
Név Szekvencia
LIP2_RNS_Rev 5°-ATG-GCC-GAC-GGA-AGA-AAA-TGA-AG-3’
LIP2_RNS_FW 5-CGC-CTT-CGA-GAA-CCC-CTA-CC-3’
nptIl_Rev 5’-ATA-GCG-GTC-CGC-CAC-ACC-CA-3’

nptll_Fw

5’-GAG-GCA-GCG-CGG-CTA-TCG-TG-3’
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3.1.4. Taptalajok

SAMBROOK et al. (1989) dtmutatdsai alapjan készitettiik el az LB és YEB tédptalajokat az E.
coli illetve az Agrobacterium torzsekkel végzett munkakhoz a megfeleld antibiotikumokkal
(Agrobacterium: rifampicin 100 mg/l, E. coli: kanamicin 10 mg/l, ampicillin 100 mg/l)
kiegészitve.

A burgonya szovettenyésztést 2% szachardzt tartalmazé MS (MS2) és RM2 (MS2
tdptalaj vitamin nélkiil) tdptalajokon (MURASHIGE és SKOOG, 1962) végeztik. A
kalluszindukci6hoz CIM (MS téptalaj 1.6% gliikkézzal + 5 mg/l naftil-ecetsav, 0.1 mg/l benzil-
amino-purin, 250 mg/l cefotaxim, 50 mg/l kanamicin) a hajtdsindukcidhoz SIM (MS téptalaj
1.6% gliik6zzal + 2 mg/l zeatin-ribozid, 0.02 mg/I naftil-ecetsav, 0.02 mg/I gibberellin, 250 mg/1
cefotaxim, 50 mg/l kanamicin) taptalajt hasznaltunk (DIETZE et al., 1995).

3.2. Modszerek
3.2.1. Molekuldris biologiai modszerek

3.2.1.1. Standard molekuldris bioldgiai technikdk

a. Plazmid DNS tisztitds E. coli-bdl és Agrobacterium-bdl
A bakteridlis plazmidok tisztitdsit SAMBROOK (1989) alkalikus lizis médszere alapjan

végeztiik. A 4 ml tdpfolyadékban felnovesztett plazmidokat tartalmazo E. coli sejteket 7000 rpm-
mel 3 percig centrifugaltuk, a feliiluszot eltdvolitottuk. A baktériumokat kétszer atmostuk 1 ml 1
M NaCl-dal, majd centrifugdlds és a feliilisz6 eltavolitdsa utdn a szuszpenziéhoz 100 ul SOL I
oldatot (50 mM gliik6z) adtunk. Jégen Osszerdzva hozza adtunk 200 ul SOL II (0.2 N NaOH,
1% SDS) oldatot, melyet minden alkalommal frissen készitettiink. Hozzaadtunk 150 pl SOL III
oldatot (5 M K-acetit), és 5 perc centrifugalds (4°C, 13000 rpm) utén a feliiliszot tiszta 2 ml-es
Eppendorf csébe tettiik, hozzdadtunk még 400 pl fenol-kloroformot (1:1), vortexeltiik és tjra
centrifugaltuk (4°C, 5 perc, 13000 rpm). A feliildsz6bol a DNS kicsapdsédt 1 ml 100%-os etanol
hozzdaddsaval végeztilk. A centrifugdlds utdn megmaradt csapadékot kétszer dtmostuk 1-1 ml
75%-o0s etanollal, majd beszaritottuk és visszaoldottuk 30 pl desztillalt vizben.

Az Agrobacterium sejtekbdl a plazmid DNS-t ugyanigy tisztitottuk, mint E. coli-bdl,
azzal a kivétellel, hogy a SOL I oldat hozzdadésa el6tt kétszer &tmostuk 1M NaCl-dal és a SOL 1
oldatot kiegészitettiik 40 ul (200 mg/ml) lizozim oldattal.
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b. Emésztés restrikcios endonukledzokkal

A plazmidok emésztését 30 ul reakcié térfogatban, a gyartd (Fermentas) dltal leirt

pufferrel és hdmérsékleten végeztilk BamHI restrikcids enzimmel.

c. DNS fragmentumok elvalasztdsa €s izolaldsa

A restrikcios emésztésbol illetve PCR reakcidobdl szarmazé fragmentumokat 1-1.2%-os
agar6z gélen vdlasztottuk szét 1xTBE pufferben (90 mM Tris-HCI, 90 mM bérsav, 20 mM
EDTA), 1 mg/l etidium-bromid jelenlétében. Az elektroforézis utin a fragmentumokat UV
fényben detektaltuk. A megfeleld fragmentumokat a gélbdl szikével kivagtuk, és QIAEX II Gel
Extraction Kittel vagy MinElute Gel Extraction Kittel (QIAGEN) tisztitottuk.

d. DNS fragmentumok klénozasa

Az izolélt fragmentumokat a BamHI restrikcios hasité helyen emésztett pBluescript I KS
klénozo6 vektorba épitettiik. A ligalasi reakciot 20 pl végtérfogatban készitettiik el, kb. 100 ng
vektorral és OtszOor0s moldris tobbletben a fragmentummal. A reakcidhoz 2 upl 10xT4 ligaz

puffert és 0.5 ul T4 ligazt (1000 CEU/ul) hasznéltunk, majd 22°C-on inkubdltuk 15 percig.

e. Baktérium transzformacié

Az E. coli sejtek transzformaldsat INOUE et al. (1990) médszere alapjan végeztiik. A -
70°C-on térolt 200 pl kompetens sejtszuszpenziéhoz 10 pl ligdtumot tettiink, majd 30 percig
jégen hagytuk. Ezutdn fél percig 42°C-on tartottuk, majd visszahelyeztiik a jégre 1-2 percig és
800 pl antibiotikum-mentes tapfolyadékot adtunk hozz4. A sejteket 37 C-on 1 6rén 4t rézattuk,
majd szelektiv taptalajra (100 mg/l ampicillin) szélesztettiik. A lacZ gén jelenlétén alapul6 kék-
fehér szelekcidhoz a szildrd tdptalajra 10 ul 1 M izopropil-tio-B-D-galaktozidot (IPTG) és 40 ul
20 mg/ml-es 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktozidot (X-Gal) szélesztettiink.

f. Polimeraz lancreakcié (PCR)

A PCR reakci6 elegyet 50 ul végtérfogattal készitettiik, kb. 100 ng DNS templattal, 1.5
mM MgCl,-dal, 0.3-0.5 uM primerrel, 0.2 mM dNTP keverékkel (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
1XxPCR Taq pufferrel és 1 U Taq polimerdz enzimmel. A denaturdlds 95°C-on tortént (5 perc),
majd a reakci6 elegyet 40 cikluson 4t 95°C-on 30 s-ig, 60°C-on 30 s-ig és 72°C-on 45 s-ig
inkubdltuk. A keletkezett terméket 10 percig elongéltuk 72°C-on.

39



10.14751/SZIE.2015.005

g. Reverz transzkriptdz polimerdz ldncreakcié (RT-PCR)

Az in vitro novények leveleibdl RNS-t izoldltunk STIEKEMA et al. (1988) mddszere

szerint. Az izolatumokbodl kb. 45 pug-nyi mennyiséget DNz kezelésnek vetettiink ald (RNase
Free DNase Set, Qiagen), majd az igy kapott mintdkat tisztitottuk (RNeasy Minelute Cleanup
Kit, Qiagen). A cDNS szintézishez a tisztitott mintdkbdl 400 ng-ot hasznéltunk (High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems). A c¢cDNS szintézisbdl keletkezett
mintdkbdl 40 ng-nyit haszndltunk fel az RT-PCR-hez, amelyet 50 pl végtérfogatban raktunk
Ossze (34.7 ul HyO,, 5 pl 10xTaq puffer, 3 ul MgCly, 1 ul ANTP, 1 ul nptll reverse primer, 1 ul
nptll forward primer, 1 ul LIP2_RNS_Rev primer, 1 ul LIP2_RNS_FW primer, 0.3 ul Taq
polimerdz). A primerekb6l 20 pMol-t hasznaltunk reakcionként. A hdémérséklet program

megegyezett a PCR-nél leirtakkal.

3.2.1.2. Nukleinsav izoldlds burgonydbdl

a. DNS izoldlds

A novények leveleibdl a genomi DNS izolalasait SHURE et al. (1983) moddszere alapjan
végeztiik. Koriilbeliil 0.2 g-nak megfeleld levelet dorzsmozsarban, folyékony nitrogénben
elporitottunk, majd hozzdadtuk a kivoné puffer (0.6 M NaCl, 0.1 M Tris pH 7.5, 40 mM EDTA,
4% Sarcosyl, 1% SDS) : 10 M urea : 2M Na,S,0s5 1:1:0.02 ardnyu keverékét. A lizis utan az
oldatot kétszer extrahdltuk 1:1 ardnyu fenol-kloroform eleggyel. A fazisokat centrifugélédssal (5
perc, 5000 rpm, 4°C) vilasztottuk szét, majd 0.7 térfogat izo-propanollal (végkoncentracio
41.2%) a DNS-t kicsaptuk. A csapadékot visszaoldottuk 300 ul TE pufferben (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, pH 8.0), majd 20 ug RNaz A-val kezeltiik (37°C, 1 6ra). Az oldatb6l a DNS-t
1/20-ad térfogat 4 M Na-acetdttal és 3 térfogat abszolit etanollal (-70°C, 1 6ra) kicsaptuk. A
centrifugalast kovetden (25 perc, 10000 rpm, 4°C) a csapadékot 75%-os etanollal kétszer
atmostuk, beszéritottuk és 50-100 pl steril desztilldlt vizben oldottuk. A DNS-t -20°C-on

taroltuk.

b. RNS izolalds
A novények leveleibdl az 6sszRNS-t STIEKEMA et al. (1988) nyomén izoldltuk.
Koriilbeliil 0.2 g levelet dorzsmozsarban, folyékony nitrogénben elporitottunk, majd
hozzaadtunk 750 pl kivoné puffert (0.2 M Na-acetit pH 5.2, 10 mM EDTA, 1% SDS) és 750 ul

telitett fenolt. Rovid ideig vortexeltiik, majd centrifugdltuk (10 perc, 13000 rpm, 4°C).
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Eltavolitottuk a feliildszét és hozzdadtunk 750 pl fenol-kloroformot (1:1). Ujra vortexeltiik és
centrifugaltuk (10 perc, 13000 rpm, 4°C). A feliildszébél 600 ul-t atpipettdztunk 1.5 ml-es
Eppendorf csébe és 200 pl 10 M LiCl-ot adtunk hozzd. A csovet 6vatosan forgattuk, mig meg
nem jelent a kicsapédott RNS. Ezutdn 1 6rdn at jégen tartottuk, majd 10 percig, 4°C-on 13000
rpm-mel centrifugdltuk. A csapadékot 1 ml 2.5 M LiCl-dal, majd 75%-os etanollal kétszer
mostuk, beszdritottuk és 25 ul steril desztillalt vizben oldottuk. Az RNS-t -20°C-on téroltuk.

3.2.1.3. Burgonya szovettenyésztés

A burgonya novényeket in vitro 9-10 hetes éllapotban, harom leveles hajtdscsicsairdl és egy
ndduszos szarszegmenseirdl vegetativ médon szaporitottuk RM2 taptalajon papirdugoval lezart
kémcsovekben vagy MS2 taptalajon 0.5 literes befbttes tivegekben 16/8 h fény/sotét (fényerd
5000 lux) mellett, 24°C-on.

3.2.1.4. Transzgenikus novenyek eloallitasa

a. Plazmid atvitele E. coli-bol Agrobacterium-ba haromsziilds keresztezéssel

A plazmidokat az E. coli sejtekbdl a két Agrobacterium torzs (1. tiblazat) sejtjeibe a
pRK2013 ,helper” plazmid segitségével haromsziilds keresztezéssel juttattuk 4t DITTA et al.
(1980) modszere szerint. A donor, recipiens ¢€s ,helper” torzseket szilard taptalajrol
antibiotikum-mentes LB tdptalajra oltottuk dgy, hogy a hdrom torzs sejtjeibdl egy-egy
oltokacsnyit 100 pl steril desztillalt vizben szuszpendaltunk, és ebbdl 25-25 pl-t egymadsra
cseppentettiink. A konjugdcié 28°C-on 1 napig tartott. Ezutdn a baktériumokat felkapartuk a
lemezrdl, 100 pl steril desztilldlt vizben szuszpendaltuk és antibiotikummal kiegészitett (100

mg/l rifampicin, 25mg/l kanamicin) szildrd téptalajra szélesztettiik.

b. Burgonya transzformacid

A transzgenikus burgonya novényeket DIETZE et al. (1995) mddszere szerint,
Agrobacterium-kozvetitette levél transzformacioval allitottuk eld. A hdromsziilés keresztezésbol
szdrmaz6 transzkonjugansokat folyékony YEB tdptalajon (kanamicin 25 mg/l, rifampicin 100
mg/l) 28°C-on novesztettik, majd 2 ml-es Eppendorf csébe téve, 2 percig, 8000 rpm-mel
centrifugaltuk. A leiilepedett baktériumokhoz hozzaadtunk 1-1 ml MS2 tipfolyadékot. A
transzformécidhoz 6 hetes MS2 taptalajon beféttes iivegekben nétt in vitro novények 4-7.

levélszintjének leveleit haszndltuk. Az MS2 tépoldatot és a baktérium szuszpenziébol 50-50 pl-t
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tartalmazo Petri csészébe 15-20 levelet helyeztiink, melyeket a fondkukon steril zsilett pengével
3-4 helyen megsebeztiink, a levél alapi részét levagtuk. A megsebzett leveleket a fonakukkal
felfelé helyeztiik el az MS2 tdpoldatba, és két napig sotétben 24°C-on tartottuk. A kovetkezd
1épésben a leveleket kalluszindukal6 (CIM) taptalajra helyeztiik. Egy hét mulva athelyeztiik dket
hajtasindukalé (SIM) téaptalajra. A keletkezO hajtdsokat hetente attettiik antibiotikumot is
tartalmazé RM2 tdptalajra, a leveleket pedig visszahelyeztiik friss SIM t4ptalajra. Hajtdsokat
Osszesen 8 héten at gyujtottiink. A taptalajok az Agrobacterium elolésére 250 mg/1 cefotaximot, a

pozitiv szelekcidra pedig 50 mg/l kanamicint tartalmaztak.

3.2.2. Analitikai modszerek

3.2.2.1. Kis molekulasilyu, poldros vegyiiletek meghatdrozdsa

a. Kivonat készitése és szarmazékolasa burgonya levélbdl és gumdbol

A vizsgalt ndvényi anyagokat SCHAUER et al. (2004) modszere szerint készitettiik eld a
vizsgilatokra. A novények aldl frissen felszedett gumodkat egyenlden elosztottuk, az egyik
csoportot azonnal feldolgoztuk, a masikat tarolds céljabol félreraktuk. Felhasznalas eldtt a
gumokat megmostuk és meghdmoztuk. A meghdmozott gumdkat univerzdlis konyhai apritéval
(Bosch) pépesre dardltuk. Harom adagra osztva, alufdlidba csomagolva, -70°C-on téroltuk
felhasznalasig. Az igy elOkészitett mintdkat dorzsmozsarban, folyékony nitrogénben
eldorzsoltiik, amibdl azutan 125 mg-ot kimértiink 2 ml-es Eppendorf cs6be. Gondosan iigyeltiink
arra, hogy a mintdnk ne olvadjon fel, amig a kivon6 puffert, 700 ul kromatografiai mérésekre
alkalmas nagytisztasdgii metanolt, hozz4 nem adjuk. Belsé sztenderdnek 30 pl ribitolt (0.2
mg/ml vizben oldva) haszndltunk. A mintét vortexeltiik, majd 70°C-on, 15 percig, 1000 rpm-mel
razattuk. Ezutan hozzdadtunk egy térfogat (730 ul) MQ tisztasagu vizet €s 375 ul nagytisztasagu
kloroformot. Alapos vortexelés utdn 15 percig, 13000 rpm-mel centrifugdltuk. A feliiliszébol
150 pl-t beszaritottunk vakuum szaritoban. A szarmazékolast elsé 1épésben 40 pl metoxiamin-
hidroklorid (MEOX) - piridin (20 mg MEOX 1 ml piridinben oldva) eleggyel végeztiik (37°C, 90
perc, 300 rpm razatds), majd 60 ul N-metil-N-[trimetil-szilil]-trifluoro-acetamiddal (MSTFA-
val) (37°C, 30 perc, 300 rpm rdzatés) folytattuk.
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b. Elvalasztasi koriillmények és a vegyiiletek azonositasa

A szarmazékolt mintdkat gazkromatogréffal osszekotott tomegspektrométerrel (GC-MS;
Finnigan Trace/DSQ, Thermo Electron Corp., Austin, TX, USA) vizsgaltuk. A mintdkbdl 1 pl-t
injektdltunk a 30 m hosszu kapillaris kolonndra (Rxi-5ms, 0.25 mm ID, 0.25um df, Restek,
Bellefonte, PA, USA) split modban. Az injektalasi hdmérséklet 230°C, az ionforras hdmérséklete
250°C volt. A hélium viv6gaz 1 ml/perc aramlasi sebességre volt llitva. A hémérséklet program
a kovetkez6 volt: 2 percig 90°C-on tartottuk a gdzkromatografot, majd percenként 25°C-kal
felftitottiik 165°C-ra és ezen a hOmérsékleten tartottuk 15 percig. A masodik szakaszban
percenként 6 C-kal emeltiik a hémérsékletet 330°C—ig, és az oszlop tisztuldsa érdekében ezen a
hémérsékleten tartottuk a gazkromatografot 1.5 percig. A detektdlds TIC (total ion
chromatogram) pozitiv médban tortént.

A metabolitok azonositdsa a NIST 11 tomegspektrometrids szoftverrel illetve az
interneten szabadon elérhetd Golm Metabolome Database segitségével tortént a vegyiiletek

tomegspektruma és jellemzd retencios ideje alapjan.

3.2.2.2. Trehaloz-6-foszfdt (TOP) tartalom meghatdrozdsa

a. Kivonat készitése burgonyagumoébdl

A T6P meghatdrozdsa LUNN et al. (2006) médszere szerint tortént, némi mennyiségi
valtoztatassal. Folyékony nitrogénban elporitott 250 mg gumd mintat hiitétt 2 ml-es Eppendorf
csObe kimértiink, hozzdadtunk 500 pl -20°C-os kloroform/methanol elegyet (3:7, v/v),
vortexeltiikk és -20°C-on tartottuk 2 oran keresztiil, idonként vortexeltiik. Ezutan hozzaadtunk
400 ul MQ vizet. Centrifugéltuk (13000 rpm, 4 perc, 4°C), és a vizes-metanolos fazist 5 cm
atmérdju Petri csészébe helyeztiik €s 4°C-on tartottuk. Az extrakciot megismételtiik djabb 400 ul
hideg MQ vizzel, majd egyesitettiik a két kivonatot. Az oldatban maradt metanolt steril elszivo
boxban elpérologtattuk. A megmaradt vizes fazist MQ-val kiegészitettik I1ml-re. A nagy
molekulasilyd részecskéket Amicon Ultra-4 (Millipore) oszlopra helyezve, centrifugéldssal
(4000 g, 20 perc, 4°C) eltavolitottuk. 100 ul kivonathoz hozzdadtunk 20 ul ribitolt (20 mg/ml) és

beszaritottuk. A szdrmazékoldst a 3.2.2.1.a pontban leirtak szerint végeztiik.

b. Elvalasztasi koriillmények és a T6P azonositasa

Az elvalasztdsi koriilmények megegyeznek a 3.2.2.1.b pontban leirtakkal. A detektdlas
SIM (selected ion monitoring) pozitiv mddban tortént, az m/z 271, 315, és 387
tomegspektrumokkal. A T6P sztenderdet a Sigma-t6l vasaroltuk (Cat. No. T4272).
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3.2.2.3. Keményité meghatarozas

A novények keményitd tartalmat YU et al. (2001) nyoman mértiik. A begytijtott levél mintabol
150 mg-ot (gumdbdl 100 mg-ot) ledorzsoltiink folyékony nitrogénben, dthelyeztiik 1.5 ml-es
Eppendorf csébe, és hozzdadtunk 1 ml Killing Solution-t (16 ml 80%-os etanol, 10 ml 5%-os
hangyasav, 30 ml desztilldlt viz) és 10 percig 80°C-on inkubdltuk. Centrifugélds utan (5 perc,
13000 rpm) eltavolitottuk a feliildszot, és 5 percig 1 ml 80%-os etanollal 80°C-on inkubaltuk. A
feliildszo eltavolitdsa utdn Gjra adtunk hozza 1 ml 80%-os etanolt, és 10 percig centrifugaltuk
13000 rpm-mel. Az etanol eltdvolitdsa utdn a csapadékot beszaritottuk. A teljesen beszdradt
csapadékhoz hozzdadtunk 400 ul 0.2 N KOH-ot és 1 6rdn at 95°C-on tartottuk, majd 70 ul 1 N
ecetsavval semlegesitettiik. Centrifugédlds utdan 300 pl feliilluszobol 10-szeres higitdsi sort
készitettiink, amibdl 100-100 pl-t tettiink Elisa lemezbe. Ehhez 10 pl Lugol oldatot (43.4 mM

kalium-jodid) adtunk és spektrofotometridsan 595 nm-en megmértiik az optikai denzitast (OD).

3.2.2.4. Osszfehérje meghatdrozds

A burgonyagumokbdl az 6sszfehérjét BRADFORD (1976) médszere alapjan hatdroztuk meg. A
Bradford oldat 0.01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250-t, 4.7% (w/v) etanolt és 8.5% (w/v)
foszforsavat tartalmazott. A kalibracids gorbe elkészitéséhez 1 pg/ul-es BSA (bovine serum
albumin) oldatot hasznaltunk. A gumodkbol 100 mg-ot elporitottunk folyékony nitrogénben.
Hozzdadtunk 400 ul 0.1 M-os Na-foszfat puffert (pH 7.8), majd centrifugiltuk 4°C-on 13000
rpm-mel, 30 percen at. A kalibraci6hoz eldkészitettiik a vak (500 pl desztillalt viz és 500 pl
Bradford oldat elegye) és a BSA kalibral6 sort (500 ul Bradford oldat és 1u1/2.5ul/5ul/10ul/15u1
BSA desztillalt vizzel 500 pl-re kiegészitve). A mintak feliilisz6jabol 3 pl-t tettiink 497 pl
desztillalt vizhez és 500 ul Bradford oldathoz és spektrofotométerrel 595 nm-en mértiikk az

optikai denzitast (OD).

3.2.2.5. Szdrazanyag tartalom meghatdrozds

A megmosott és meghdmozott gumodkat univerzalis apritéval (Bosch) ledaraltuk, 3-5 g-ot Petri
csészére helyeztiink, €s 80°C-on szaritottuk 24 6ran keresztiil. A szaritds utdni tomeg és a friss

tomeg hanyadosanak %-os aranyaval fejeztiik ki a szarazanyagtartalmat.
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3.2.3. Szarazsagtiiro képesség meghatarozdasa

3.2.3.1. Szdrazsdg stressz iiveghdzi koriilmények kozott

Az tiveghdzi kisérletekhez a 6 hetes in vitro ndvényeket 14 cm 4tmérdjii cserepekbe, A260 tipusu
(Stender, Németorszag) steril foldbe iiltettiikk. Négy hét elteltével megkezdtiik a periodikus
széarazsag stressz kezelést a novényeken. A cserepes novények sulyidt minden nap mértiik. A
kiindulasi suly 600 g volt. A locsolt kontroll ndvényeket folyamatosan ezen a szinten tartottuk. A
tobbi novényt egészen addig nem locsoltuk, amig a vad tipusud kontrollon a hervadas tiinetei nem
jelentkeztek. Ekkor visszalocsoltuk a stresszelt cserepes novényeket 600 g-ra, €s ezen a szinten
tartottuk 1 héten keresztiil. Ezutan egy jabb vizmegvonasos periodus kezddott. Egy tenyészido

alatt 4-7 szaraz periodust tudtunk beiktatni.

3.2.3.2. Sztémakonduktancia mérés

A szdrazsig-stresszelt és kezeletlen novényekrdl 6-6 asszimildlé levelet szedtiink és 1 cm
atmérdjli levélkorongokat vagtunk ki beldliikk. A korongokat 10-10 ml desztilldlt vizbe tettiik
majd 24 6rdn keresztiil rdzattuk. A konduktométert 0.01 M KCl-dal kalibraltuk és megmértiik a
levélkorongokat tartalmazo oldat vezetoképességét. Ezutan a mintakat 3 6ran keresztiil 95°C-on

inkubaltuk, és ujra megmértiik az oldatba kidraml6 ionok mennyiségét.

3.2.3.3. Burgonya levelek relativ viztartalmdnak (RWC) meghatdrozdsa

A cserepes novényekrdl gylijtott asszimildlo levelek friss sulyat mérlegen lemértiik, majd a
leveleket csapvizbe raktuk. Megvartuk, mig teljesen megduzzadnak (egy éjszakén at), majd ujra
lemértiik. A szdrazsuly meghatdrozashoz a leveleket 24 6rdn keresztiil 80°C-on szaritottuk és
Ujra lemértiik. A relativ viztartalmat az alabbi képlet alapjan szdmoltuk:

RWC (%) = [(W-DW) / (TW-DW)] x 100

W — friss levelek sulya
TW — megduzzadt levelek sulya
DW — kiszaritott levelek sulya.
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3.2.3.4. A novények fenotipizdldsa

A novényeket az aldbbi mddon fenotipizéltuk: figyeltiik a biomassza véltozédsat, a novények- és a
levelek alakjat, méretét, a vizmegvonds alatt a levelek hervaddsat, cserepenként mértikk a
gumoéhozamot (a felszedett gumok sdlydnak [g] dtlaga/cserép), szemrevételeztiik a gumok szinét

¢s alakjat, a tarolés soran a csirazasi képességet és a csirazas kezdetének idépont;jat.

3.2.4. Szamitogépes programok haszndlata

3.2.4.1. Molekuldris technikdkhoz

a. Primer tervezés

A PCR-hez hasznalt primer parokat az NCBI honlapjén

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) taldlhaté programmal terveztiik.

b. Szekvencia 0sszehasonlitas

A szekvencidkat az NCBI BLAST programjéaval hasonlitottuk dssze.

3.2.4.2. Analitikai technikdkhoz

Az adatok fokomponens analizisét (PCA) a Multibase Add-Ins program segitségével végeztiik
(www.numericaldynamics.com). A MANOVA (Multivariate ANOVA) statisztikai értékeléshez
az IBM SPSS Statistics 19 programjat hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A TPS1 transzgenikus burgonya vonalak 6sszfehérje, keményito és metabolit analizise

4.1.1. Levélanalizis

A vegetativan szaporitott, hat hetes S. tuberosum cv. White Lady és a TPS1 génnel transzformalt
T1 és T2 vonalakat (STILLER et al., 2008) in vitro tenyészetbdl cserepekbe iiltettiikk és hossza
nappalos, természetes fényviszonyok mellett, optimdlis koriilmények kozott tiveghdzban
neveltiik. Négy héttel a kitiltetést kovetden a ndvényeket két csoportba osztottuk. Vonalanként
harom noévényt optimélis talajnedvesség (70%) mellett neveltiink tovdabb, mig harom ndvényt
szérazsag stressznek tettiink ki - abbahagytuk a novények ont6zE€sét, naponta mértiik a cserepek
sulyat, és amikor a talaj elérte a 30%-0s nedvesség tartalmat, ezen a szinten tartottuk. Két héttel a
vizmegvonast kovetden, négy oraval napfelkelte utdn a novényekrdl levettiik az Osszes
asszimilalo levelet. Novényenként egy osszetett levélbsl KONDRAK és munkatarsai (2012)
meghatdroztdk a relativ viztartalmat (RWC). A tobbi levelet folyékony nitrogénben,
dorzsmozsarban elporitottuk és -70°C-on tdroltuk a tovdbbi vizsgédlatokhoz. A ndvényeket
egymds utdn hdromszor {ltettik ki az iiveghdzba, azaz a teljes kisérletet haromszor
megismételtiik, és igy harom fiiggetlen kisérletb6l szarmazd harom bioldgiai mintasorozatot
kaptunk.

Eldszor a levelek keményitd tartalmat hataroztuk meg. Megallapitottuk, hogy a vad
tipusu (VT) ndvények leveleinek keményitd tartalma joval magasabb, mint a T1 és T2 vonalaké
(12. abra/a). A harom bioldgiai ismétlésbdl szarmazo mintasorozatban a keményité mennyisége
nagyon eltéré volt (12. abra/k), azonban mindegyik esetben magasabb volt a VT-ben, mint a
transzgenikus vonalak levelében. Ismert, hogy a kornyezeti tényezdk jelentdsen befolyasoljak a
novények fotoszintézisét, keményitd és metabolit szintézisét (ZEEMAN et al., 2007).
Levélmintaink harom egymast kovetd ndvényi tesztbdl szarmaztak, melyekhez azonban nem
tudtuk pontosan ugyanazokat a feltételeket biztositani az tiveghazban. Valoszinti, hogy ez az oka
a tapasztalt nagy szorasnak. Ezért a tovdbbiakban is nem az egyes vegyiiletek abszolit
mennyiségét, hanem azoknak az 6ntozott VT-hez, mint 100%-hoz viszonyitott ardnydt vettiik

figyelembe (12. 4dbra).
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Kisérlet Keményité| Maltoz | Almasav | Inozitol | Prolin | Rafinéz | Fruktéz | Galaktoz | Glilkkoz [szacharéz
h.ekv.g"' | pmolg-1 | pmolg-1 | pmolg”’ | pmolg”’ | nmolg" | pmolg' | pmolg' | pmolg’ | pmolg’
1 49 004 | soqs | 734 3.1 32 240 84 14.4 106
2 185 002 | 10844 | 995 3 3 156 95 17 101
54 002 | 6201 | 945 26 47 139 104 183 82
12.  abra: A vad tipus (VT) és a TPSI transzgenikus vonalak (T1, T2) leveleiben mért

keményitd €s metabolit valtozasok. A szoras értékek harom fliggetlen biologiai
ismétlésbodl szarmaznak. A harom fliggetlen kisérletben az 6nt6zo6tt VT-ben mért

koncentraciokat az abra (k) részében tiintettiik fel. Ezeket az értékeket tekintettiik 100%-
nak. A két csillag a P<0.01, az egy csillag a P<0.05 (¢-proba) szintii szignifikans eltérést

jeloli az ontozott VT kontrollhoz képest. 0, ontozott; S, stresszelt; h.ekv., hex6z
ekvivalens
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A novények leveleiben a metabolitokat GC-MS-sel analizaltuk. Osszesen 22 vegyiiletet

tudtunk azonositani (8. tablazat).

8. tablazat
A levelekben GC-MS-sel detektalt metabolitok listaja

Vegyiilet csoport Metabolitok

Aminosavak aszparaginsav, fenilalanin, glutamin, glicerinsav, prolin, szerin, treonin,
triptofan

Szerves savak almasav, fumarsav, izo-citromsav, linolénsav

Cukrok fruktdz, galaktéz, gliikk6z, maltdz, raffindz, szacharéz

Cukor alkoholok szorbitol, inozitol

Zsirsavak palmitinsav, sztearinsav

Ontozott koriilmények kozott a 22 metabolitb6l csak hdromnak a mennyisége valtozott
meg szignifikdnsan a TPSI novények levelében a VT-hez képest. A maltéz szint a T2 ndvények
leveleiben (12. dbra/b), mig az almasav szint a T1-ben volt szignifikdnsan magasabb, mint a VT-
ben (12. abra/c). Mindkét TPSI génnel transzformalt vonal levelében magasabb volt viszont az
inozitol koncentracidja, mint a VT-ben (12. abra/d).

Szamos kisérlet bizonyitja, hogy a vizmegvonds anyagcsere €s metabolit valtozassal jar
(OBATA ¢s FERNIE, 2012). Szarazsag stressz hatasdra a VT keményitdtartalma 65%-kal
csOkkent (12. abra/a) az optimélis koriilményekhez képest. Az 6ntdzott kontrollhoz viszonyitva a
transzgenikus vonalakban is szignifikansan kevesebb keményitd volt, de az optimalis
koriilményekhez képest nem csokkent a keményitd mennyisége a szdrazsag hatasara (12. abra/a).
A maltéz és almasav tartalom szintén nem valtozott Iényegesen a stressz hatdsdra egyik vonalban
sem (12. abra/b,c).

A VT novények levelében az inozitol szint mintegy 4.4—szeres emelkedést mutatott (12.
abra/d), mig a T1 és T2 vonalakban ez az emelkedés kisebb volt (T1: 3.2-szeres, T2: 2.6-szoros).
EVERS ¢és munkatérsai (2010) két andoki burgonya klont hasonlitottak 6ssze, melyeknek eltérd
volt a szarazsagtiird képessége, és azt taldltdk, hogy a tolerdns vonalakban magasabb volt a
galaktdz, inozitol és galaktinol szint, mint a szenzitiv fajtdban. A levelekben a galaktinol a
detektdalhatosagi hatar alatt volt, ¢€s a galaktéz koncentricidban sem tudtunk kimutatni
szignifikdns kiilonbséget 6nt6zott koriilmények kozott a VT és TPS1 vonalak kozott, viszont az

inozitol mennyisége az ontozott TPSI novények levelében - akdrcsak az andoki szdrazsag
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tolerdns vonalakban - nagyobb volt, mint a VT levelekben. Az inozitol stressz hatdsara
jelmolekulaként viselkedik a novényekben (VALLURU et al., 2011). A magas inozitol szint az
alacsony keményitd szinttel dsszhangban valtozott (12. dbra/a,d). Ezért arra gondolunk, hogy
stressz hatasara az inozitol a keményitd szintézist talan kdzvetetten gatolja.

Stressz hatasara minden vonal levelében ugrasszertien megemelkedett a prolin szint (12.
abra/e). Ezzel csak megerdsiteni tudtuk azoknak a kiilonb6z6é ndvény fajokkal végzett
kisérleteknek az eredményét, melyek azt mutattdk, hogy a kiilonb6z6 stresszek hatdséara a prolin
koncentriciéja extrém médon megemelkedik a novények levelében (OBATA és FERNIE, 2012).
Mivel a VT-ben és a TPSI novények levelében egyarant megnd a prolin mennyisége, viszont a
VT novények kevésbé tlirik a szarazsagot, mint a TPSI novények, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a prolin nem jatszik kozvetlen szerepet a névények szarazsagtiird képességében.

A raffindzt csak nagyon kis mennyiségben tudtuk detektdlni a levelekben Ontdzott
koriilmények kozott (maximum koncentrdcié 50 nmol/g szdraz sily), viszont nagyon erds
mennyiségi emelkedést tapasztaltunk szdrazsag stressz hatdsdra (5.5-11-szeres kiilonbség), és ez
a VT novények levelében még kifejezettebb volt, mint a 7PS1 ndvények levelében (12. dbra/f).
Habar mind az inozitol, mind a raffin6z mennyisége megemelkedett szdrazsig hatésdra,
valosziniileg més szerepet tolt be ez a két vegyiilet a ndvényben a stressz soran. Mig az inozitol
tartalmat a szdrazsdg illetve a TPSI gén é&ltal okozott esetleges transzkripcids/biokémiai
véaltozasok is befolydsolhatjdk (KONDRAK et al., 2011, 2012), addig a raffin6z felhalmozdédasat
inkdbb a vizhiany okozhatja a novényekben. LEGAY és munkatdrsai (2011) szintén azt
tapasztaltdk, hogy szdrazsag stressz hatdsdra megemelkedik a raffin6z koncentricidja a
szédrazsaggal szemben tolerdns burgonyaklonok leveleiben.

A cukrok mennyiségét a raffinézon kiviil a szdrazsidg csak kevéssé befolydsolta.
Szignifikdns kiilonbséget, csokkenést, csak a T2 vonal fruktéz, galaktéz és gliikkdz szintjében
detektaltunk (12. abra/g-1). A szachar6z szint egyik vonalban sem, még a kezelések ellenére sem
véaltozott (12. 4bra/j). Azt feltételezziik, hogy az &4lland6 szachar6z koncentricié fenntartdsa
érdekében a novény a keményitd szintézist visszafogja €s inkabb a szachardz szintézishez juttatja

a megkotott szént €s az energiat.
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4.1.2. Gumoanalizis

A gumodk vizsgdlatdhoz 4j novényi tesztet inditottunk. Az in vitro szaporitott névényeket
cserepekbe iiltettiik és egy honapon keresztiil optimalis koriilmények kozott, 70-80% nedvesség
tartalmi foldben neveltiikk. Ezutdn a novényeket két csoportra osztottuk. A VT, T1 és T2
vonalakbdl hét novényt tovabbra is optimdlis koriilmények kozott tartottunk, mig nyolc ndvényt
periodikus szdrazsag stressznek vetettiink ald, vagyis 7-10 napig megvontuk téliik a vizet, amig a
talaj nedvességtartalma 30%-ra nem csokkent, majd az ezt kdvetd héten locsoltuk Oket, de a hét
elteltével ujra kezdtiik a vizmegvonast. Egy tenyészid6 alatt (kb. 4 honap) hét szaraz periddust
¢ltek at a novények. A tenyészidd végén a gumokat felszedtiik a névények aldl és a 2 cm
atmérdjlinél nagyobbakat két egyenld csoportra osztottuk. Az elsd csoportot megmostuk,
meghdmoztuk, majd ledardltuk, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -70°C-ra tettiik
felhasznaldsig. A masik csoport gumoit szobahdmérsékleten, sotétben taroltuk 12 hétig és csak
azutan dolgoztuk fel Oket. Az egész ndvényi tesztet kétszer, egymastol filiggetleniil
megismételtiik.

A gumok felszedése utan els6 megfigyelésiink az volt, hogy a TPSI vonalak guméi
hossztikasak, ellentétben a VT gumok ovalis/gombolyli alakjaval (13. dbra/a). Optimalis
koriilmények kozott a transzgenikus vonalak gumészama (13. dbra/b) és tomege is kb. 50-60%-
kal kisebb volt, mint a VT kontrollé (13. dbra/c). A stressz kovetkeztében a VT ndvényeken sok,
kisméretli gumo6 képzodott (13. abra/a,b) és a gumdéhozam a felére csokkent (13. dbra/c). A
transzgenikus vonalakndl a stressz az optimélis koriilményhez képest nem emelte meg a
gumodszamot és a gumohozamban sem okozott akkora csokkenést (20-40%), mint a VT-ben (13.

abra/b,c).
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13. abra: A vad tipust (VT) és TPSI (T1, T2) vonalak gumészdma, guméhozama 6ntdzott (O)
és szdrazsag stressz (S) koriilmények kozott. (a) 12 hétig tarolt gumok (b) a novények
gumészama az 6ntozott VT %-dhoz viszonyitva (¢) a novények guméhozama az 6nt6zott VT %-
dhoz viszonyitva (d) 6 honapig, sotétben tarolt gumok. A szérdsokat két fiiggetlen novényi
tesztbdl szarmazd adatok atlagabol szadmoltuk. Mindkét kisérletben hét 6nt6zott és nyolc
stresszelt novény volt. Az 6ntozott VT novények atlagos gumoszama az elsé kisérletben 3.9 a
mdsodikban 4.0, mig a guméhozam 11.8 és 17.6 g volt. A csillag a P<0.01 (z-préba) szintli
szignifikéans eltérést jeloli az ont6zott VT kontrollhoz képest.
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A tarolt gumokat minden héten ellendriztiikk és azt tapasztaltuk, hogy a VT vonalak
gumoi 12 hét utan elkezdtek csirdzni, a transzgenikus vonalak gumdin viszont még nem volt
csirakezdemény (13. ébra/a). Hat honapos tarolas utdn ez a csirazasi idébeli kiillonbség még

szembetindbb volt (13. dbra/d).
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14. abra: A vad tipusi (VT) és a TPS1 (T1, T2) transzgenikus novények gumoéinak szdrazsuly,
osszfehérje- és keményito tartalma. A szoérdsokat két fiiggetlen novényi tesztbdl szarmazd adatok
atlagabol szamoltuk. A méréseket 2 cm atmérdjlinél nagyobb gumokbol végeztiik. A gumdk
kisérletenként hét 6nt6zott s nyole stresszelt novényrdl szarmaztak. Statisztikailag (egy-utas
MANOVA, P<0.05) szignifikéns kiilonbség az ont6zott és a szdrazsag-stresszelt novények
gumoi kozott m; a friss (F) és tarolt (T) gumok kozott o

Eldszor a gumok szarazanyag-, keményitd- és Osszfehérje tartalmét vizsgaltuk. Azt
talaltuk, hogy a stressz nem valtoztatta meg a gumok szdrazanyag tartalmét egyik vonalban sem
az ontozott koriilmények kozott ndtt gumokéhoz képest. A tarolds viszont koriilbeliil 20%-kal
megemelte azt a vizvesztés kovetkeztében (14. dbra/a). Sem a keményitd, sem az Gsszfehérje
mennyiségében nem taldltunk kiilonbséget az optimalis koriilmények kozott nevelt novényekrol

szarmazé VT és TPS1 gumok kozott (14. dbra/b,c). A stressz viszont csokkentette a gumok
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keményitd szintjét, illetve novelte Osszfehérje tartalmukat. A tarolas viszont mindkét anyagnak
emelte a szintjét, ami arra utal, hogy a gumdk még a tdrolds alatt is metabolikusan aktivak voltak
(14. 4bra/b,c). MULLER-ROBER és munkatirsai (1992) azt taldltik, hogy azoknak a
mutansoknak gumdja, amelyek képtelenek voltak a szachar6zt keményitové atalakitani kevés
keményitdt €s sok szachardzt tartalmaztak. A stressz hatdsdra az éltalunk vizsgélt gumékban is
csokkent a keményitd szint, viszont nem tapasztaltunk emelkedést a szachardz koncentracidoban
(lasd késobb, 15. abra/e), ezért igy gondoljuk, hogy nem csak a keményitd szintézis jatszik
szerepet a gumo energiafelhaszndldsaban.

A tarolds soran a nyugalmi periddus hosszat a genotipus és a kornyezeti tényezok
jelentdsen befolydsoljak. Kivancsiak voltunk arra, hogyan valtozik az egyes metabolitok
koncentracidja a tdrolds alatt. Ezért a frissen felszedett €s tarolt gumdkat megvizsgaltuk GC-MS-

sel is. A gumdkban 33 metabolitot tudtunk detektalni (9. tablazat).
9. tablazat

A gumoékban GC-MS-sel detektalt metabolitok listaja

Vegyiilet csoport Metabolitok

Aminosavak B-alanin, y-aminovajsav (GABA), aszparagin, aszparaginsav, glutaminsav, glutamin,
glicin, izoleucin, fenilalanin, prolin, szerin, treonin, triptofan, 5-oxo-prolin

Szerves savak cisz-akonitsav, izocitromsav, fumadrsav, galaktarsav, glicerinsav
Cukrok fruktéz, galaktéz, gliikdz, maltdéz, manndz, raffindz, szacharéz
Cukoralkoholok galaktinol, inozitol, mannitol, szorbitol

Zsirsavak palmitinsav, sztearinsav

Egyéb gliik6z-6-foszfat, trehal6z-6-foszfat

A 33 metabolitb6l a MANOVA statisztikai vizsgdlat eredménye alapjan 28 vegyiilet
mennyisége valtozott valamilyen hatdsra. Ezek a hatasok a kovetkezOk voltak: stressz és tarolas
egyiittes hatasa, a TPS/ transzgén jelenléte, a tarolds hatdsa és a vizmegvonas hatdsa (10.

tablazat).
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10. tablazat

A stressz+tarolas, a TPS1 transzgén, a tarolas és a stressz okozta szignifikans

valtozasok az egyes metabolitok mennyiségében

Hatas Szignifikansan megvaltozott metabolitok

Stressz+Tarolas fenilalanin, frukt6z, galaktéz, gliik6z, izoleucin,
mannéz, szachar6z

aszparagin, aszparaginsav, 3-alanin, GABA,
Genotipus galaktarsav, glutamin, glicin, izocitromsav, mannitol,
5-oxo-prolin, szerin, sztearinsav, treonin

aszparagin, -alanin, fenilalanin, GABA, galaktarsav,
galaktdz, glicerinsav, glicin, glutaminsav, gliikéz,
izocitromsav, mannitol, mannéz, 5-oxo-prolin,
szachardz, szerin, treonin, triptofdn

Tarolas

aszparagin, fenilalanin, fumadrsav, galaktinol, galakt6z,
Stressz glutaminsav, gliikéz, gliikkéz-6-foszfat, izoleucin,
mannitol, manndz, prolin, szerin, szorbitol

A legjellegzetesebb véltozdsokat a 15. abrdan foglaltam Ossze, a tobbit az 1. sz.
mellékletben mutatom be.

A stressz €s a tdrolds egylittesen hét metabolit mennyiségét véltoztatta meg a gumokban
(10. tablazat). Erdekes volt latni, hogy a fruktéz koncentréci6ja az optimalis koriilmények kozott
nevelt transzgenikus novények frissen felszedett gumdiban kisebb volt, mint a VT gumdkban, €s
mig a tarolds csokkentette a fruktéz mennyiségét a VT gumodkban, a TPSI gumodkban
megemelte. Ugyanakkor a stresszelt novényekrdl szarmazdé gumokban a fruktéz szint a

genotipustdl fiiggetleniil egyarant csokkent (15. abra/a).
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15. abra: Tarolas €s szdrazsag-stressz hatasara bekdvetkez6 metabolit valtozasok a vad tipusu
(VT) és TPSI (T1, T2) transzgenikus novények gumdiban. Statisztikailag (egy-utas MANOVA,
P<0.05) szignifikans kiilonbségek az ontozott és szdrazsag-stresszelt novények gumoi kozott m;

a friss (F) és tarolt (T) gumok kozott o; a VT és TPS1 gumok kozott #; a stressz €s a tarolas
egylittes hatdsa o

A gliikéz, galaktéz és manndéz mennyisége is véltozott a stressz illetve a tdrolds

kovetkeztében (15. dbra b-d). A mannéz mennyisége pl., az Ont6zott novények gumdiban

genotipustol fliggetleniil ndtt a tarolas soran. Ezzel szemben nem véltozott a manndz szintje a

stresszelt novények tdrolt guméiban (15. dbra b-d). Ontozott koriilmények kozott nem volt

kiilonbség a VT és TPSI vonalak szacharéz tartalmédban, viszont a T1 vonalban csokkent a

mennyisége a tarolds sordn (15. dbra/e). Az 6ntdzott VT gumokhoz képest a stressz csokkentette

a T2 gumokban a szachardz szintet, mig a masik két vonalban nem valtoztatta meg lényegesen.
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A stresszelt T1 gumdkban a tarolds csokkentette a szachar6z koncentraciot, mig a VT és T2
vonalakban nem (15. dbra/e).

A TPSI1 gén expresszidja miatt a transzgenikus vonalak hosszabb nyugalmi é4llapotot
tartottak fent. Tizenhdrom olyan anyagot taldltunk, amelyek mennyiségi kiilonbséget mutattak a
TPS1 gumodkban a VT gumodkhoz képest (10. tablazat). Ezek koziil az aszparagin mennyisége
mind ©6ntdozott, mind stresszelt koriilmények kozott magasabb volt a TPSI-, mint a VT
gumoOkban, de a tdrolds sordn csak az optimdlis korilmények kozott fejlodott gumokban
emelkedett meg a szintje (15. dbra/f).

A térolds 18 metabolit mennyiségében okozott véltozast (10. tdbldzat). llyen anyag volt a
fenilalanin is, aminek szintje az ©6ntozott novények gumdiban tdarolds hatdsdra emelkedett,
viszont a stresszelt gumoékban nem véltozott, vagy taldn még csokkent is (15. dbra/g).

A stressz kovetkeztében 14 metabolit mennyiségében taldltunk kiillonbséget a gumdkban
(10. tablazat). A vizhidnyban fejlédott gumok prolin tartalma erdsen megndtt az optimdlis
koriilmények kozott fejlodott gumok prolin tartalmahoz képest (15. abra/h). Ezt a jelenséget mar
madsok is kimutattdk burgonya gumdban, €s nemcsak szdrazsdg, hanem s6- és szelén stressz
esetén is (TEIXEIRA és PEREIRA, 2007; MAGGIO et al., 2008; JEZEK et al., 2011). A prolin
mellett a gumok glutamin €s glutaminsav tartalma is a kétszeresére emelkedett a stressz hatdsara
(1. sz. melléklet). A glutamin-szintetdznak fontos szerepe van a nitrogén metabolizmusban, de a
prolin szintézissel kapcsolatban is taldltak Osszefiiggéseket a glutamin-szintetdz aktivitds és a
prolin mennyisége kozott novényben (BRUGIERE et al., 1999). MAGGIO és munkatarsai
(2008) szantofoldi kisérletekben mutattak ki jelentds novekedést a glutamin és glutaminsav
mennyiségében a kiillonbozd kezelések hatasara.

A stressz nem emelte meg a gumok raffindz tartalmat (1. sz. melléklet), ellentétben a
levelekével, ahol a stressz hatasara igen jelentds raffindz koncentraciondvekedés kovetkezett be
(12. &bra/f). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az asszimildlé és raktdrozo szervek bizonyos
vegyliletek tekintetében kiilonb6z6 modon reagalnak ugyanarra a stresszre. Kivancsiak
voltunk arra, hogy a transzgén befolydsolja-e a gumdék T6P tartalmat. A VT vonalakban a T6P
mennyisége 120-250 nmol/g szdrazsily volt. Osszehasonlitva az ont6zott VT novények friss
gumdival, csak a stresszelt VT novények tarolt gumdiban és az Ont6zott T2 novények frissen
felszedett gumdiban taldltunk szignifikans kiillonbséget (16. dbra). De ez a kiilonbség is, a varttal
ellentétben, csokkenés és nem novekedés volt. Ezért gy gondoljuk, hogy ez a kiilonbség inkabb

a gumok heterogenitasdbol adodik, és nem a TPS] expresszi6 hatésa.
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16. abra: A gumodk T6P tartalma az 6nt6zott VT, mint 100%-hoz viszonyitva

4..2. PRLIP2 gént expresszalo transzgenikus burgonyavonalak eléallitasa és jellemzése

4.2.1. PRLIP2 gént expresszalo transzgenikus burgonyavonalak eldallitisa

A Patogenesis Related Lipase (PRLIP) géncsalddba tartoz6 PRLIP2 génnel transzformalt
Solanum tuberosum cv. Desirée burgonyavonalak létrehozdsdhoz a pPZP111 ndvényi
transzformdciora alkalmas bindris vektor BamHI helyére klénozott PRLIP2 gént tartalmazé E.
coli torzset a Pécsi Tudomanyegyetemrdl kaptuk Dr. Jakab Gébortdl. A plazmid inszertjét
ellendrzés céljabol BamHI-gyel kivagtuk és attettiik pBluescript vektorba. A Biomi Kft-vel
meghatéroztattuk az inszert szekvencidjat, amit a varttal azonosnak taldltunk.

A pPZP111::pRLIP2 plazmidot E. coli-bdl Agrobacterium-ba a pRK2013 helper”
plazmid segitségével haromsziilds keresztezéssel juttattuk at. A keresztezést két Agrobacterium
torzzsel is elvégeztiik. Az egyik a szupervirulens ALGO, a masik a novényi sejteket gyengébben
fert6z6, pGV2260 plazmidot hordozd CS58C1 torzs volt. Az Agrobacterium-okbdl plazmidot
izolaltunk, amit aztdn BamHI restrikciés enzimmel emésztettiink. A keletkezett fragmentumokat
agardz gélen szétvalasztottuk. Miutan meggydzddtiink arrdl, hogy az inszert jelen van mindkét
Agrobacterium torzsbe atvitt plazmidban, Desirée leveleket transzformaltunk velik. Az
Agrobacterium-okat két napig tartottuk a leveleken. Ezutan a leveleket CIM taptalajra tettiik (17.
abra/a). Egy hét mulva éthelyeztiik a leveleket SIM téptalajra. A keletkez0 hajtdsokat hetente
levagtuk és RM taptalajt tartalmaz6é kémcsovekbe iltettiik, a leveleket pedig visszahelyeztiik
friss SIM taptalajra (17. abra/b). A hajtasokat Gsszesen nyolc héten at gytjtottik. Az RM
taptalajon a hajtasok legyokeresedtek (17. dbra/c). Mindhdrom téaptalaj (CIM, SIM, RM) a
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transzformédnsok szelekcidjara kanamicin-, az Agrobacterium-ok elolésére pedig cefotaxim

antibiotikumokat is tartalmazott.

17. abra: Levéltranszformacié (a) Agrobacterium-mal transzformalt levelek kalluszindukal6
(CIM) és (b) hajtasindukal6 (SIM) taptalajon. (c¢) szelekcios taptalajon gydkeresedd
feltételezheten transzgenikus novények

A legyokeresedett, feltételezhetden transzgenikus ndvényeket még kétszer attettiik
szelekcids téptalajra, hogy biztosan eldljilk az Agrobacterium-okat. A PRLIP2 gén bevitele
mellett kontroll transzformaciét is végeztink az ,lres” pPZP111 vektorral. Minden
transzforméciéhoz 15-20 levelet hasznaltunk. Osszesen 255 hajtast izolaltunk, amibdl 107 tudott
legyokeresedni az RM taptalajban. Ez az ardny rosszabb volt a vértnédl, aminek magyardzata
lehet egy egyszerli technikai hiba is, pl. tul forré volt még a CIM vagy a SIM taptalaj, amikor

beletettiik az antibiotikumokat.

11. tablazat
A transzformacio eredménye
Agrobacterium Fertézott Leszedett Legyokeresedett Izolalt DNS- nptll PRLIP2
levelek hajtasok hajtasok szama ek szama PCR PCR
szama szama
GV2260(pZP111) 15-20 69 36 14 10 0
ALGO(pZP111) 15-20 66 27 13 11
GV2260(LIP2) 15-20 55 20 14 9 12
ALGO(LIP2) 15-20 65 22 19 18 19

A transzformécié igazoldsdra DNS-t izoldltunk az in vitro novényekbdl és PRLIP2 illetve
nptll génre tervezett primer parokkal ellendriztiik, hogy sikeresen beépiilt-e a célgén. Osszesen

60 ndvénybdl izolaltunk DNS-t. A 11. tdbldzatban ldthat6, hogy nem minden kanamicin
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jelenlétében legyokeresedett novényben tudtuk kimutatni PCR-rel az nptll, illetve a nptll és a
PRLIP2 gének beépiilését. Erre tobb magyarazat is lehetséges: 1. nem sikeriilt a DNS izol4las, 2.
valamilyen muticié kovetkeztében a novény rezisztens lett az antibiotikumra, 3. a PRLIP2
esetében a hibds beépiilés is magyardzat lehet.

A transzgén(ek) expresszids szintjének meghatdrozdsira azokbdl az in vitro novényekbdl,
amelyekbdl PCR-rel ki tudtuk mutatni az nptll illetve a PRLIP2 gének jelenlétét, RNS-t
izolaltunk. Az RNS izolalast kovetden DNéz-zal kezeltik a mintdkat, majd RNeasy Minielute
Cleanup Kittel (QIAGEN) megtisztitottuk és cDNS-t szintetizaltunk beldliikk. A cDNS-eket
haszndlva szubsztritként Osszedllitottunk egy PCR-t és az igy kapott fragmentumokat agaréz

gélen megfuttatunk (18. 4bra).
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18. abra: PRLIP2 és nptll gén expresszios szintjének kimutatasa in vitro ndvényekbdl RT-PCR-
rel. M: 100 bp DNS méret marker, LA, LG: nptll és PRLIP2 transzgént tartalmaz6 vonalak, PA,
PG: nptll transzgént tartalmazé vonalak, pL: pPZP111::LIP2, pV: pPZP111, Des: nem
transzformalt Desirée kontroll, MQ: destilled water. Pirossal jeldltiik a tovabbi kisérletekhez
kivélasztott vonalakat.

A gélen latott DNS mennyiség alapjan a novényeket alacsony (x), kozepes (xx) és magas
expresszios szintli (xxx) csoportba soroltuk (12. tdblazat). Az 12. tablazatban pirossal kiemelt
vonalakat (0t transzgént tartalmazo, és harom ,,iires” vektorral transzformalt kontroll vonalat)

valasztottuk ki alacsony, kozepes, €s erds expresszios szinttel a tovabbi kisérletekre.
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12. tablazat

Az nptll és PRLIP2 transzgének expresszios szintje

NEV* nptll PRLIP2
LA6.4 XXX XXX
XXX XXX
XXX XX
XXX -
XX -
PAS8.2 XXX -
LA 154 XX XX
PG10.1 XXX -
XXX XXX
LAI1.1 XXX XXX
PA11.1 XXX -
XX XXX
XXX XX
XX -
LGS5.2 XX XX
LGI13 XXX XXX
LAIS.1 XX X

*LA, AGLO torzzsel 1étrehozott PRLIP2-nptll transzgenikus vonalak; LG, GV2260 torzzsel 1étrehozott
PRLIP2-nptll transzgenikus vonalak; PA, AGLO torzzsel 1étrehozott nptll transzgenikus vonalak; PG,
GV2260 torzzsel 1étrehozott nptll transzgenikus vonalak
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4.2.2. PRLIP2 gént expresszdlo transzgenikus burgonyavonalak jellemzése

A PRLIP2 transzgént expresszdlé vonalak fenotipusos vizsgdlatat és szdrazsdggal szembeni
ellendlld képességét iiveghdzi koriilmények kozott teszteltiik. A kivalasztott in vitro vonalakbdl
8-8 novényt kiiiltettiink a novényhdzba. A Desirée kontroll vonalb6l minden esetben dupla annyi
novényszdmmal dolgoztunk. Egy hénapon keresztiil optimdlis koriilmények kozott, 70-80%
nedvességtartalmt foldben neveltiik a ndvényeket. Ezutan két csoportra osztottuk Oket. A PA,
PG, LA, LG vonalakbdl két-két, a kontrollbdl 4 novényt tovdbbra is optimdlis koriilmények
kozott tartottunk és minden nap Ontoztiikk. Vonalanként hat-hat, a Desirée esetében 12 novénytdl
megvontuk a vizet, azaz nem Ontoztiik 6ket, de minden nap mértiik a stlyukat, amig el nem érték
a 30%-os talajnedvesség tartalmat. Egy-egy vizmegvondsos periodus koriilbeliil 12-15 napig
tartott, attdl fiiggéen milyenek voltak a kornyezeti viszonyok. A teljes tenyészidd alatt négy
széraz periodust éltek at a novények. A kisérlet sordn fenotipizéltuk a novényeket, és azt talaltuk,
hogy az LA6.1 és LA14.1 vonalak optimalis koriilmények kozott kisebbre néttek, mint a kontroll
(19. abra/a) viszont kevésbé viselte meg Oket a vizmegvonds, nem kopaszodtak ugy fel, mint a

nem transzformalt Desirée (19. dbra/b,c).

(a) (b)

\
.

L j. ) 2
Sz Des Sz LAG.1 SzLA14.1

LAG.1 LAI4.1 Des

19. abra: Novényhazban nevelt novények optimadlis (a) és szarazsag stressz koriilmények kozott
(b,0).

A tenyészid6d végén felszedtiik a gumokat (20. dbra). A novények alatt sok, apré6 méretii
gumot talaltunk. A stresszelt novények gumohozama atlagban minden vonal esetében

alacsonyabb volt, mint az 6ntdzott novényeké.
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I

20. abra: Ontozott és stresszelt novények guméhozama (a) és gumészama (b). Des: nem
transzformélt Desirée kontroll, LA, LG: nptll- PRLIP2 transzgenikus vonalak; PA, PG: nptI]
transzgenikus vonalak.

A transzgének jelenlétét az tiveghazban nevelt ndvényekben is ellendriztiik. Az 6ntozott
novények 3. levélszintjének legfelsé levéllemezét levettiik €s RNS-t izolaltunk bel6lik.
Elvégezve az RT-PCR-t a kapott DNS fragmentumokat agaréz gélen megfuttattuk, akdrcsak
korabban az in vitro ndvények expresszids szintjének vizsgdlata esetében (18. dbra). Az in vitro

eredményekkel megegyez6 eredményt kaptunk (21. ébra).
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21. abra: PRLIP2 és nptll gén expresszios szintjének kimutatasa tiveghazi novényekbdl RT-
PCR-rel. M: 100 bp DNS méret marker, Des: nem transzformalt Desirée kontroll, LA, LG: nptlI-
PRLIP? transzgenikus vonalak, PA, PG: nptll transzgenikus vonalak, pV: pPZP111, pL:
pPZP111::LIP2

Az elsé kisérlet soran megfigyelt fenotipusos valtozadsok utan 0jabb ndvényi tesztet
inditottunk, hogy fizioldgids vizsgdlatokat is végezhessiink. Vonalanként 20-20 ndvényt
ltettiink ki, amibdl 16-ot stresszeltiink. Tizenhét napi vizmegvonds utin a novények 3.
levélszintjének Osszetett levelét levettiik és RWC vizsgdlatot végeztiink (22. dbra). Szdrazsdg
stressz hatdsdra minden vonalnak szignifikdnsan csokkent az RWC értéke az ontdzott Desiréehez
képest, ami arra utal, hogy a PRLIP2 gén expresszidja nem tudja megvédeni a novények levelét a
vizmegvonas okozta vizvesztést6l. Az LA6.1 vonalnak nemcsak stresszelt koriillmények kozott,
hanem 0nt6zott dllapotban is alacsonyabb volt a relativ viztartalma, aminek magyardzatat

egyeldre nem ismerjiik.
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22. abra: Transzgenikus novények %-os RWC értékei optimalis és szdraszag stressz
koriilmények kozott a nem transzformalt, ont6zott Desirée-hez, mint 100%-hoz, viszonyitva.
Des: nem transzformalt Desirée kontroll; LA, LG: nptlI- PRLIP2 transzgenikus vonalak, PA,

PG: nptil transzgenikus vonalak. A csillag a P<0.01 (#-préba) szintli szignifikans eltérést jeloli az
ont6zott Des kontrollhoz képest.
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Ahhoz, hogy megtudjuk, ekkora vizvesztés okoz-e miar membrankdrosoddst a
novényekben, megmértiik az elektrolit-kidramlast is (23. dbra). Az 6nt6zo6tt ndvények leveleibdl
2x4, a stresszelt novények leveleibdl 8x4 levélkorongot vizsgéltunk vonalanként. Az ontdzott
Desirée-hez képest nem kaptunk P<0.01 szinten (z-préba) szignifikdns kiilonbséget, ami a

membranok épségére utal.

Elektrolit-kiaramlas
25

20

mOntozott

W Stresszelt

Ton-efflux/éssz-ion%

0 U
Des LAl1S5 LA61 LA141 LG12 LG152 PA7 PA41 PGI151

23. abra: Transzgenikus novények levelébol mért elektrolit-kidramlas optimalis és szdrazsag
stressz koriilmények kozott. Des: nem transzformalt Desirée kontroll, LA, LG: nptll- PRLIP2
transzgenikus vonalak; PA, PG: nptII transzgenikus vonalak.

Vizsgaltuk a novények vizfogyasztasat is az elsO szaraz periodustdl az utolsoig, de

lényegi kiilonbséget a kontroll és transzgenikus vonalak kozott kimutatni nem tudtunk (24. dbra).
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24. abra: A novények vizfelvétele I-1V szaraz peridédus utan. Des: nem transzformalt Desirée
kontroll, LA, LG: nptll- PRLIP2 transzgenikus vonalak; PA, PG: nptll transzgenikus vonalak
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A tenyészidd végén felszedtiik a gumokat. A masodik kisérletben az LA6.1 transzgenikus
vonal gumoéhozama szignifikdnsan (#-proba, P<0.01) alacsonyabb volt, mint az 6ntdzott Desirée
kontrollé (25. abra/a). Akdrcsak az elsé kisérletben, most is aprobb gumok voltak a stresszelt,

mint az 6nt6zott novények alatt (25. dbra/b).

(a) Gumohozam
30

m Ontozott

o Stresszelt
10 HElL

Des LA 1.5 LAG.1 LAl4.1 LG12 LG15.2PA4.1 PA7 PGIl5.1
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w

m Stresszelt
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Des LA15 LAGL LAl41 LGI12 LGI52 PA41 PA7 PGlS1

25. abra: Ontozott és stresszelt ndvények guméhozama (a) és gumészama (b). Des: nem
transzformaélt Desirée kontroll, LA, LG: nptlI-PRLIP2 transzgenikus vonalak; PA, PG: nptl]
transzgenikus vonalak. A csillag a P<0.01 (z-proba) szintli szignifikéans eltérést jeloli az ontozott
Des kontrollhoz képest.

Szinte mindegyik szdrazsag-stresszelt névény gumoi hosszikds alakdak voltak, szemben

az ontozott ndvényekével, amelyek gombdlyilibbek voltak (26. abra).
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26. abra: Ontozott (a) és stresszelt (b) ndvények gumdi 14 hét szobahémérsékleten tortént
tarolds utan.

A két kisérletben felszedett gumokat 18 hétig szobahOmérsékleten taroltuk és hetente
megnéztiik, hogy csirdznak-e. Az 0ntozott Desirée gumok mindkét kisérletben szinte azonos
modon a 12. héten kezdtek el csirdzni. Ehhez képest a stresszelt novények gumdinak csirdzasa
jobban eltért a két kisérletben. Kiillonosen igaz volt ez a transzgenikus ndovények gumdira. Az
LA1.5 vonal pl., az 1. kisérlet alapjan ugy tiint, hogy hamarabb csirazik, mint a kontroll. Ezzel
szemben a 2. kisérletben az 6ntozott LA1.5 novények gumdi voltak a leglassabbak a csirdzast
illetden. fgy tehat végsé soron nem talaltunk sszefiiggést a PRLIP2 expresszi6 (21. dbra), vagy
a megfigyelt fenotipikus valtozdsok (19. dbra) és a csirdzas koraisdga, vagy a nyugalmi allapot

hossza kozott (27. abra).
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27. abra: Az 6ntozott (a,c) €s stresszelt (b,d) novények gumdinak csirdzasi %-a 18 hét
szobah6émeérsékleten vald tarolas soran

Az LA6.1 és LA14.1 vonalak csirdz6 gumdit a Desirée kontrollal egyiitt cserepekbe
iltettik. Az LA14.1, de féleg az LA6.1 novények fejlédése optimalis koriilmények kozott
elmaradt a kontroll Desirée-tdl (28. dbra). Mivel az LA6.1 vonalban erés PRLIP2 expressziot
mutattunk ki (21. 4bra), feltételezhetnénk, hogy emiatt novekszik lassabban a novény.
Ugyanakkor azonban meg kell jegyezniink azt is, hogy vannak olyan vonalak, mint pl., az
LA1.S5, LGI12, LG15.2, amelyekben az RT-PCR alapjan erdsebben expresszalodik a PRLIP2,
mint a LA14.1 vonalban (21. dbra) mégsem mutatnak novekedésbeli kiilonbséget. Ennek

lehetséges magyarazatat a ,,Kovetkeztetések €s javaslatok” cimi fejezetben irtam le.
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LAG.1

LA 14.1
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28. abra: Az ontozott LA6.1 (a) LA14.1 (b) és Desirée (¢) novények
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. A TPS1 expresszié hatasa a burgonyara

5.1. 1. A szdrazsdg stressz nem teljesen egyformdn befolydsolja a vad tipusu és a TPS1 gént

expresszdlo T1 és T2 transzgenikus novények leveleinek metabolit tartalmat

Az ¢lesztd TPSI gén hatdsara a burgonyandvények szarazsagtiirdek lesznek, de fenotipusos
véltozdsokat mutatnak (STILLER et al., 2008) és megvaltozik benniik a fotoszintézisben és
szénhidrat anyagcserében szerepet jatszé gének expressziéja (KONDRAK et al., 2011; 2012). A
génexpresszids valtozdsok daltaldban metabolikus valtozdsokkal is jarnak. Ennek vizsgalatira

harom ﬁiggetlen kisérletb6l szarmazo harom biol(’)giai mintasorozatbdl Végeztﬁnk méréseket,
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29. abra: A levélben és gumoban detektalt vegyiiletek szintézis utja. Sziirke betiik: nem detektalt
vegyiiletek; Barna hattér: gumoban detektalt vegyiiletek; Zold hattér: levélben detektalt
vegyiiletek; Neonzold keret: tarolds hatdsara megvaltozott koncentracioju vegyiiletek; Kék
arnyék: TPS1 expresszio kovetkeztében megvaltozott koncentracidju vegyiiletek

Meghatéaroztuk a levelek keményitd tartalmat is (12. dbra/a). A VT ndvények leveleinek

keményitd tartalma joval magasabb volt optimalis koriilmények kozott, mint a T1 és T2
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vonalaké. Ugyanakkor a szdrazsdg hatdsdra a VT novények leveleiben mintegy 65%-kal
csokkent a keményitd mennyisége, mig a T1 és T2 vonalakban nem tapasztaltunk ilyen erds
véltozast. Mindharom vonalban megemelkedett viszont az inozitol, prolin és raffinéz szint (12.
abra/d-f), de a fruktdz, galaktdéz és gliikoz mennyisége csak a VT novények leveleiben nott
szdrazsdg hatdsdra (12. dbra/g-i). A szachar6z szintet nem befolydsolta a szdrazsdg egyik
vonalban sem (12. 4bra/j). Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a burgonya novények szdmara igen
fontos a szachar6z szint fenntartisa a stressz alatt is. Feltételezziik, hogy a stressz sordn a
szachar6z szint fenntartasara a névény a keményitd szintézistol/szénhidrat anyagcserétdl vonja
meg az energiat.

Az inozitol stressz hatdsdra jelmolekulaként viselkedik a novényekben (VALLURU et
al.,, 2011). A transzgenikus novények levelében optimalis koriilmények kozott 1.4-1.6-szoros
inozitol szintkiilonbséget tapasztaltunk a VT-hez képest. Szdrazsag hatisara megemelkedett az
inozitol mennyisége mindhdrom vonalban, azonban a T1 és T2 leveleiben ez az emelkedés nem
volt olyan erételjes, mint a VT-ben (12. dbra/d). Mivel az intozitol szint valtozdsa 6sszhangban
volt a keményitd tartalom csokkenésével, feltételezziik, hogy az intozitol kozvetett mddon
befolyéasolja a keményitd szintézist.

Az 1nozitolbdl szdrmazd galaktinol €s a raffin6z csalddjaba tartoz6 oligoszacharidok
szintén jelmolekulaként viselkednek a novényekben (VALLURU et al.,, 2011). LEGAY és
munkatarsai (2011) egy szarazsagtiiré burgonyafajta levelében magasabb galaktinol és raffindz
szintet taldltak, mint egy szenzitiv vonalban. Mi is drasztikus emelkedést tapasztaltunk a stressz
hatasara a raffin6z koncentraciéban mindharom vonal levelében (12. abra/f). A T1 és T2 vonalak
raffinéz szintje azonban, az inozitollal ellentétben, nem volt magasabb optimdlis koriilmények
kozott, mint a VT-é. Ezért tehat dgy gondoljuk, hogy az inozitol mennyiségét olyan
transzkripcios és/vagy biokémiai folyamatok hatdrozzak meg, amelyeket a szdrazsag stressz €s a
TPS1 gén expresszidja egyarant befolydsolhat, mig a raffindz szint megvaltozasa inkabb a talaj
nedvességtartalmanak csokkenésével allhat 6sszefliggésben.

Stressz hatasara minden vonal levelében ugrasszerlien megemelkedett a prolin szint (12.
abra/e). Tobb kisérletben is kimutattak, hogy kiilonbozd stresszek hatdsara a prolin
koncentracidja extrém modon megemelkedik a novények levelében (OBATA et al., 2012). Mivel
a VT-ben és a TPSI novények levelében egyardnt megnétt a prolin mennyisége, viszont a VT
novények kevésbé tiirték a szdrazsagot, mint a TPSI novények, arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a prolin nem befolyasolja kozvetleniil a novények szarazsagtiiré képességét. Akarcsak a
raffind6z koncentracidjanak, valdszinlileg a prolin mennyiségének a novekedése is a
talajnedvesség csokkenésével hozhaté Osszefiiggésbe. A raffinéz és a prolin szint emelkedése

azonban nem Ovja meg a ndvények levelét a hervadastdl, hiszen a széarazsagtiré TPSI
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vonalakban és a szenzitiv, mar szemmel lathatéan hervad6 VT-ben is egyarant magas volt

mindkét vegyiilet koncentracidja.

5.1.2. A szdrazsdg stressz nem teljesen egyformdn befolydsolja a vad tipusu és a TPS1 gént

expresszdlo T1 és T2 transzgenikus novények gumaoinak metabolit tartalmat

A TI1, T2 és VT novények gumdinak vizsgalatihoz két Uj, egymastdl fiiggetlen novényi tesztet
inditottunk. A gumdkban 33 metabolitot tudtunk detektdlni (29. dbra).

A TPSI vonalak gumdéi morfoldgiailag eltértek a VT novények gumditdl (13. dbra/a).
Optimalis koriilmények kozott a transzgenikus vonalak gumdszdma €s tomege is kb. 50-60%-kal
kisebb volt, mint a VT kontrollé. A periodikus szdrazsag stressz kovetkeztében a VT novények
gumdszdma megemelkedett, mig gumohozama a felére csokkent (13. dbra/b,c). Korabban ilyen
sok, apr6 méretli gumot figyeltek meg olyan mutdnsokndl, amelyek nem voltak képesek
felhasznalni a szachardzt a keményitd szintézisre (MULLER-ROBER et al., 1992). Mivel mi
nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést a szachar6z koncentracioban (15. 4bra/e), ezért
feltételezziik, hogy a szachardzon kiviil mas tényezdk is szerepet jatszanak a gumoképzddésben,
melyet érdemes lenne tovabb vizsgalni.

A stressz kovetkeztében 14 metabolit mennyisége valtozott meg a gumdkban (10.
tablazat). A gumoékban ontozott koriilmények kozott alig volt detektdlhaté mennyiségben jelen a
prolin. Szarazsag hatdsdra viszont ugrasszeriien megemelkedett a szintje mindegyik vonalban
(15. &bra/h). Ez a megfigyelés nem ujszerii, hiszen mar masok is kimutattdk, hogy stressz
hatdsara n6 a prolin koncentracidja a burgonya gumdban, st nemcsak szarazsadg, hanem so- és
szelén stressz esetén is (TEIXEIRA és PEREIRA, 2007; MAGGIO et al., 2008; JEZEK et al.,
2011). A glutamin-szintdz, ami szarazsag hatasdra aktivalodik a burgonyagumoban (TEIXEIRA
€s PEREIRA, 2007), részt vesz a nitrogén anyagcserében és a prolin koncentraciot is
befolydsolja a novényekben (BRUGIERE et al., 1999). MAGGIO és munkatarsai (2008)
kiilonbozé szant6foldi  kisérletekben aszélyos koriilmények kozott glutamin és glutamat
szintemelkedést tapasztaltak. A szdrazsag-stresszelt novények gumdiban mi is emelkedést
tapasztaltunk ezeknek a vegyiileteknek a mennyiségében. Az aszparaginsav €s fenilalanin szint is
megemelkedett a novények gumodiban a stressz kovetkeztében (1. sz. melléklet). Arabidopsis-
ban az ASNI gén kédolja az aszparagin-szintdzt, aminek aktivitdsa kovetkeztében aszparagin és
glutaminsav keletkezik. A prolin képzddésében a Al-pirrolin-5-karboxildt-szintazt kodolé P5CS
gén jatszik szerepet. Mindkét gén expresszigjat a bZIP11 transzkripcids faktor szabdlyozza, amit
viszont a szacharéz szint negativ mdédon befolydsol. Arabidopsis-ban a bZIP11 expresszidja

fenilalanin akkumulacidhoz is vezet (HANSON et al.,, 2008). Mi a stressz hatidsiara nem
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tapasztaltunk véltozast a szachar6z koncentracidban (15. dbra/e), ezért azt feltételezziik, hogy a
prolint, aszparagint ¢és fenilalanint szabalyozd transzkripcids faktorok miikodését a szacharoz
szint a burgonydban nem befolyésolja.

A prolin és raffindz szint a szdrazsdg stressz hatasdra a levelekben erdteljesen
megemelkedett, mig a gumdékban nem. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ugyanaz a stressz

eltérd valaszokat is kivalthat a névény asszimilalo és raktarozé szerveiben.

5.1.3. A tdrolds szinte teljesen egyforma hatdssal van a vad tipusii és a TPS1 gént expresszdlo

T1 és T2 transzgenikus novények gumoinak metabolit tartalmdra

A gumokat felszedés utan két csoportra osztottuk. Az els6 csoportot frissen analizaltuk, a masik
csoportot szobahOmérsékleten, sotétben 12 hét tarolds utdn. A térolas 18 vegyiilet
koncentraciojat valtoztatta meg a gumoban (29. abra).

Megallapitottuk, hogy nemcsak a stressz, de a tarolds hatdsdra is megemelkedett az
aszparagin szint a gumokban (15. dbra/f). A legjellegzetesebb kiilonbségeket a tarolt VT, T1 és
T2 vonalak gumoéinak manndz €s fenilalanin tartalmaban taldltuk (15. dbra/d,g). Az optimalis
koriilmények kozott fejlodott gumok manndz és fenilalanin tartalma a tdrolds hatdséara
megemelkedett, mig a stresszelt ndvények gumdiban nem valtozott, vagy ellenkez6leg, inkabb

csokkent. A jelenség okat egyelére nem ismerjiik.

5.1.4. A TPS1 gén expresszidja befolydsolja a niovények nyugalmi dllapotdt és metabolit

tartalmat

A TPS1 gént expresszalo gumok késobb kezdtek el csirdzni, mint a vad tipus (13. abra/d). A
metabolit elemzés sordn 13 olyan vegyiiletet taldltunk, amelyek mennyiségi kiilonbséget
mutattak a 7PS/ gumokban a VT gumokhoz képest (29. dbra). Ezek koziil az aszparagin
mennyisége mind az Ontdzott, mind pedig a stresszelt koriilmények kozott ndtt ndvények
esetében magasabb volt a TPSI-, mint a VT gumdkban, de a tdrolds sordn csak az optimalis
koriilmények kozott fejlodott gumokban emelkedett meg a szintje (15. abra/f). A valtozdsok
nagy része azonban, tendencidjat tekintve, hasonl6 volt a tarolt 7PS/ és VT gumodkban. Mivel a
TPS1 gumok joval késobb kezdtek el csirdzni, mint a VT gumok, ugy gondoljuk, hogy ezek a
valtozasok inkabb a gumok ,,6regedésével”, €s nem a csirazassal hozhatdk osszefiiggésbe.

A gumo specifikus B33 promdéter régidt tartalmazd, és az E. coli OtsA-val transzformdlt

B33-OtsA burgonyagumok is késdbb csiraztak, mint a vad tipus, és az OtsA expresszid szintje
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korrelalt a gumok T6P tartalméval (DEBAST et al., 2011). Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a

T6P szint kdzvetleniil vagy kozvetve befolyasolja a nyugalmi idészak hosszat. A kisérletiinkben
vizsgalt TPS1 vonalak a szdrazsag specifikus StDS2 prométer régiét tartalmazzak (DOCZI et al.,
2002). Ennek ellenére, mint ahogy azt mér kordbban STILLER és munkatirsai (2008)
megallapitottdk, a TPS1, ha gyengén is, de expresszdl a levelekben optimdlis koriilmények kozott
is. A TPS1 transzgénikus novények gumdiban is taldltunk 7PSI expressziot, ami a szdrazsag
stressz  koriilmények kozott fejlodott gumokban kissé erdsebb volt, mint az optimalis
koriilmények kozott fejlédottekben (JUHASZ et al., 2014). A tdrolds viszont csdkkentette a
TPS1 transzkriptum szintjét mind a T1 mind pedig a T2 gumdkban. A gumdék T6P tartalmét
vizsgalva, csak a stresszelt VT novények tarolt gumdiban és az ont6zott T2 novények frissen
felszedett gumoiban taldltunk szignifikdns kiillonbséget az 6ntozott VT ndvények friss gumodinak
T6P szintjéhez képest (16. abra). Tehat a TPS1 expresszié a mi esetiinkben nincs hatdssal a T6P
koncentraciora a gumokban, mégis - akdrcsak a B33-OtsA gumoknak - a T1 és T2 gumodknak is
hosszabb a nyugalma iddszaka, mint a VT-nek. Ebbdl pedig az kovetkezik, hogy a T6P-nak

nincs szerepe a nyugalmi periddus hosszdnak meghatarozasdban.

5.2. A PRLIP2 expresszi6 hatasa a burgonyara

A PRLIP2 gén hatasit a Desirée burgonya fajtidra tiveghdzban, optimalis és szarazsag stressz
koriilmények kozott vizsgaltuk. Ot kiiiltetetett transzgenikus vonal koziil ketté, az LA6.1 és
LA14.1 vonalak egyedei, optimalis koriilmények kozott kisebbre ndttek, mint a kontroll (19.
abra/a), de kevésbé viselte meg Oket a vizmegvonas, kevésbé kopaszodtak fel, mint a kontroll
(19. édbra/b,c). A masik fenotipikus valtozds, amit megfigyeltiink, az a gumok méretében és
mennyiségében volt. Az LA6.1 novények alatt sok, apréo méretli gumoét taldltunk. A stresszelt
novények gumoéhozama viszont minden vonal esetében alacsonyabb volt, mint az Ontdzott
novényeké, azaz a PRLIP2 expresszi6 nem tudta megakaddlyozni a gumoéhozam csokkenését
stressz koriilmények kozott.

A vizmegvonast kovetéen minden vonal levelének szignifikdnsan csokkent az RWC
értéke az oOntozott Desirée-hez képest. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a PRLIP2 gén
expresszioja nem tudja megvédeni a ndovényeket a vizmegvonds okozta vizvesztéstol. Az LA6.1
vonal leveleinek nemcsak stressz koriilmények kozott, hanem 6ntdzott dllapotban is alacsonyabb
volt a relativ viztartalma, mint a tobbi ndvényének, aminek magyarazatat egyelére nem ismerjiik.

A csirdzéssal kapcsolatosan azt figyeltiik meg, hogy az ont6zott Desirée gumdok mindkét

kisérletben szinte azonos médon, a 12. héten kezdtek el csirdzni. Ehhez képest a stresszelt
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novények gumoinak csirdzasa eltérdé volt a két kisérletben, foleg a transzgenikus gumok
esetében. Régota ismert, hogy a vegetacidos periddus €s a tarolas ideje alatti homérséklet,
vizellatottsag és fotoperidodus befolyéasolja a csirdzast. A nyugalmi allapotban 1évé gumok, bar
nem nének, de merisztémaik metabolikusan ¢és hormonalisan aktivak (SONNEWALD ¢és
SONNEWALD, 2013). A mi vizsgdlataink is azt mutattdk, hogy a stressz és a tdrolds
megviltoztatja a gumék metabolit és hormon osszetételét (10. tablazat és JUHASZ et al., 2014).
Val6szinli, hogy a stresszelt ndvények gumoinak fejlodését az egyéb kornyezeti faktorok, mint
pl. a homérséklet ¢és fotoperiddus, még erdteljesebben befolydsoljak, mint az optimalis
vizellatottsagi novényekét. Az is valdszinii, hogy a stresszelt novények gumoinak fejlodése
egyenetlenebb, mint az optimalis koriilmények kozott fejlodé gumoké. Mindez egylittesen
magyarazatot adhat arra, hogy miért volt kevésbé ismételhetd és kevésbé szinkronizalt a
stresszelt gumok csirdzdsa, mint a jol ontozottekké. A PRLIP2 expresszi6 a nyugalmi allapot
hosszit nem befolydsolja (27. 4bra).

A kicsirdzott gumokat cserepekbe iiltettiik. Ebben a kisérletben is az LA6.1 és LA14.1
novények fejlodése optimalis koriilmények kozott elmaradt a kontroll Desirée novényekétdl (28.
abra). Az LA6.1 novények fejlddése volt a leglassubb és ezekben volt a legerésebb a PRLIP2
expresszi6 (21. abra). Ugyanakkor azonban az LLA14.1 vonalban gyengébb volt a PRLIP2
expresszid, mint pl. az LA1.5-ben, ami viszont nem mutatott fenotipikus elvéltozasokat (21.
abra). Bar nem talaltunk egyértelmii Osszefiiggést a transzgén expresszio és fenotipus kozott,
mégis nagy valoszinliséggel allithatjuk, hogy az észlelt elvaltozadsokat a PRLIP2 expresszio
okozza, mivel annak valdszinlisége, hogy 6t megvizsgalt, fliggetlen transzgénikus vonalbdl kettd
azonos, vagy legalabb is nagyon hasonl6 fenotipust mutasson, rendkiviil kicsi.

A novényi lipdz gének expresszidjat sok esetben kapcsolatba lehetett hozni a
morfogenezissel (MATSUI et al., 2004; HONG et al., 2005), de megfigyelték aktivitdsukat
biotikus és abiotikus stressz-, valamint patogén fertdzés, ET és SA kezelés sordn is (JAKAB et
al., 2003; NARUSAKA et al., 2003; LO et al., 2004).

A lipdz enzimek egyik csoportja a GDSL lipazok, amelyek neviiket az aminosav
szekvencidjukban megfigyelhetd jellegzetes Gly-Asp-Ser-(Leu) [GDS(L)] motivumrdl kaptak
(JIANG et al., 2012). Ide tartozik a GLIP1 (GDSL lipase-like 1) enzim is, amir6l OH és
munkatérsai (2005) megallapitottdk, hogy erdsen indukalddik etefon kezelés hatdsdra és fontos
szerepet jatszik az Arabidopsis novények Alternaria brassicicola elleni védekezésében.

A SA altal indukalt AzLTLI expresszid novelte a s6 €s mdas abiotikus stresszel szembeni
toleranciat Arabidopsis-ban és €lesztdben egyarant (HONG et al., 2008; NARANJO et al., 2006;
RIEMANN et al., 2007). HONG és munkatérsai (2008) paprikabdl izolaltdk a CaGLIPI-t, ami

szintén egy GDSL lipaz. A CaGLIPI-gyel transzformalt Arabidopsis ndvények mannitol kezelés
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utdn is mintegy 75-100%-ban csirdztak, mig a vad tipusndl csak a magok 15%-a élte til a
kezelést. Kifejlett, 3 hetes novényeket is teszteltek szdrazsag stresszel. Tizenkét napos
vizmegvonast kdvetden a vad tipusu novények levelei teljesen elhervadtak, mig a CaGLIPI
novényeket nem viselte meg a szdrazsdg. Tovabb4a megéllapitottdk azt is, hogy a CaGLIPI
novények csirdzdsat sem az ABA kezelés, sem a gliik6z stressz nem befolydsolja. A csirdzds
sordn az ABA és szénhidrét ttvonalak genetikailag osszefiiggnek egymdssal (GAZZARRINI és
MCCOURT, 2001), épp ezért HONG és munkatarsai (2008) tgy vélik, hogy a CaGLIP1-gyel
transzformdlt novények szdrazsig, ABA és gliikkéz kezelés sordn mutatott tolerancidja
kapcsolatban 4ll ezekkel az ttvonalakkal.

Arabidopsis-ban az RGEI (retarded growth of embryo 1), és az EXL4 (extracellular
lipase 4) génekkel kapcsolatos kutatdsokbdl kideriilt, hogy ezek Osszefiiggésben dllnak a GDSL
lipazok expressziojaval, és mas fejlodésért felelés folyamatokkal (KONDOU et al., 2008;
RIEMANN et al., 2007; UPDEGRAFF et al., 2009). A RGEI gén funkcidvesztéses muticidja
apro, fonnyadt magvak fejlédéséhez vezetett. Ezek a mutdnsok — akéarcsak az dltalunk izolalt
LAG6.1 és LA14.1 burgonya vonalak - visszamaradtak a novekedésben. Egy valosziniisitheten
GDSL lipazokhoz tartoz6 gén expresszidjdnak csokkenését mutattik ki ezekben a mutansokban,
igy feltételezhetden ez befolyasolta a magok morfoldgiajat is (KONDOU et al., 2008).

A fent emlitett példdkbol kideriil, hogy a legtobb kisérletet Arabidopsis novényeken
végezték ebben a témdban. Ezen kiviil vizsgéltak kukoricit (BRICK et al., 1995), paprikat
(HONG et al., 2005; HONG et al., 2008) és paradicsomot is (MATSUI et al., 2004), de
burgonyarol sz6lo kisérletek leirasat nem talaltuk az irodalomban. A mi munkéank ujszertisége
abban 4ll, hogy a lipdz génekhez tartoz6 PRLIP2 gént bevittiik és megnyilvanitottuk
burgonydban, és az igy kapott transzgenikus novényeket tiveghdzi koriilmények kozott teszteltiik
ontozott és szdrazsag stressznek kitett dllapotban. Megallapitottuk, hogy két vonal, a levelek
megtartdsat tekintve, ellendllobba vélt a szdrazsdggal szemben, ami hasonlé eredmény ahhoz,
mint amit HONG és munkatarsai (2008) kaptak a CaGLIP1 megnyilvanitasdval Arabidopsis-
ban. A levelek megtartdsa a szarazsag okozta korai szeneszcencia megakadalyozdsara utal. Mivel
ennek a két vonalnak a vegetativ fejlddése is lelassult, tovabbi vizsgalatuk érdekes

Osszefliggések felismeréséhez vezethet a novekedés/fejlodés €s a szeneszcencia tekintetében.
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6. Osszefoglalas

A burgonya a negyedik legnagyobb mennyiségben termesztett élelmiszerndvény a vildgon,
azonban igen érzékeny a szdrazsigra. Ezért munkacsoportunk kisérletet tett a burgonya
széarazsagtlird képességének javitasara.

Ismert volt, hogy a trehal6z, egy nem redukdlé diszacharid, ozmoreguldtorként fontos
szerepet jatszik a szarazsagtiirésben. A burgonya trehal6oz szintjének emelésére STILLER és
munkatarsai (2008) két transzgenikus burgonyavonalat (T1, T2) hoztak létre, melyekben az
StDS2 prométer (DOCZI et al., 2002) segitségével az éleszté TPSI génjét expresszaltattik. Az
alacsony TPSI expresszio ellenére is a ndvények szarazsagtiirobbek voltak, mint a kontroll,
azonban a TPSI transzgenikus novények novekedése optimdlis koriilmények kozott elmaradt a
kontrollétél, mikozben 99 gén expressziéja is megvéltozott a levelekben (KONDRAK et al.,
2012). A génexpresszios véltozdsok metabolikus valtozasokkal is jarnak, amik modosithatjdk a
gumok beltartalmi értékeit is. Ezért kisérleteim egyik célja a T1 és T2 transzgenikus vonalak €s
a vad tipusi (VT) burgonya leveleinek ¢és gumoinak beltartalmi ¢és metabolit szinti
Osszehasonlitdsa volt Ontozott és szarazsag stressz koriilmények kozott. Az elvégzett vizsgdlatok
azt mutattak, hogy:

1. Ontozott koriilmények kozott 22 vegyiiletbd]l haromnak, a maltdéznak, az almasavnak és
inozitolnak, mds a mennyisége a TPSI novények levelében, mint a VT-ben.

2. A VT novények leveleinek keményitd tartalma joval magasabb optimalis koriilmények
kozott, mint a T1 és T2 vonalaké.

3. Szarazsdg hatdsara a VT novények leveleiben nagyon lecsokkent a keményitd
mennyisége, mig a T1 és T2 vonalakban nem tapasztaltunk ilyen erds valtozast. Az
inozitol szint emelkedése Osszhangban volt a keményitd tartalom csokkenésével, ezért
feltételezziik, hogy az intozitol jelmolekulaként kozvetett mddon befolydsolja a
keményitd szintézist.

4. A fruktdz, galaktdz és gliikdz mennyisége csak a VT novények leveleiben nétt szarazsag
hat4sara.

5. A szacharéz szintet nem befolydsolta a szdrazsag egyik vonalban sem.

6. Szdrazsag hatdsdra a VT-ben és a TPSI novények levelében egyarant megnétt a prolin és
a raffindz mennyisége. Mivel a VT ndvények kevésbé tlirték a szarazsdgot, mint a TPS1
novények, ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a prolin €s a raffindz koncentracid
emelkedése nem védi meg a novényeket a vizvesztéstol.

7. A TPSI vonalak gumohozama kisebb volt, de a szarazsdg hatdsdra kevésbé csokkent,

mint VT-€.
77



10.14751/SZIE.2015.005

8. A TPSI vonalak gumoi morfoldgiailag eltértek a VT novények gumoitol és késébb
kezdtek el csirdzni, mint a VT gumok.

9. A gumodkban 33 metabolitot tudtunk detektdlni. MANOVA statisztikai vizsgélat
eredménye alapjdn 28 vegyiilet mennyisége véltozott valamilyen hatdsra, azaz a stressz
€s tarolds egyiittes hatdsara (7 vegyiilet), a TPSI transzgén jelenléte kovetkeztében (13
vegyiilet), a tdrolds folyamén (18 vegyiilet), vagy a vizmegvonds miatt (14 vegyiilet).

A metabolit analizis tehat, az alkalmazott statisztikai modszerek segitségével, egyértelmiien

rdmutatott arra, hogy az anyagcsere folyamatokat a legkisebb genetikai valtozdsok, a

kornyezet €s az ¢€lettani folyamatok eldrehaladasa egyarant nagymértékben befolyasolja.

A burgonya szarazsagtiird képességének javitasara tett masik kisérletiink a ,,priming”
jelenségével hozhaté Osszefiiggésbe. JAKAB és munkatarsai (2003) megallapitottdk, hogy a
,priming” soran bekovetkezd ,,immunvédelem” Arabidopsis-ban szorosan Osszefiigg a
patogenezishez kothetd lipdz gének, a PRLIP-ek expresszidjaval. Ezért elhatdroztuk, hogy
bevisszilkk az Arabidopsis PRLIP2 génjét a burgonydba €s megvizsgdljuk annak hatasit a
burgonya szarazsagtiiré képességére.

1. A PRLIP2 gént bindris vektorba klénoztuk és keresztezéssel E. coli-bol A. tumefeciens

ALGO és C58C1(pGV2260) torzsekbe juttattuk.

2. Az igy eldallitott Agrobacterium torzsekkel burgonya leveleket transzformaltunk,
hajtasokat regeneréltunk és gyokereztettiink szelektiv koriilmények kozott, in vitro.

3. A transzformdci6 sikerességét a PRLIP?2 illetve nptll génre tervezett primer péarokkal
végzett PCR-rel bizonyitottuk.

4. A transzgén(ek) expresszios szintjét RT-PCR-rel hatdroztuk meg, aminek alapjan
alacsony, kozepes €s erds expressziods szintli csoportokba soroltuk a novényeket.

5. A tovabbi vizsgélatokra 6t PRLIP2 transzgént tartalmazo, és harom ,,iires” vektorral
transzformadlt kontroll vonalat valasztottunk ki alacsony, kozepes, és magas expresszios
szinttel.

6. A PRLIP2 transzgént expresszdlo vonalak fenotipusos vizsgalatit és szarazsaggal
szembeni ellendlld képességét iiveghdzi koriilmények kozott teszteltik. A teljes
teny¢€szido alatt négy szaraz periddust éltek at a novények. A PRLIP2-vel transzformalt
vonalak koziil kett6t kevésbé viselt meg a szarazsag, mint a tobbi ndvényt, de ez nem
volt elegendd ahhoz, hogy a PRLIP2 expresszid6 megakaddlyozza a gumodhozam
csokkenését stressz koriilmények kozott.

7. A gumokat szobahOmérsékleten taroltuk és megallapitottuk, hogy a PRLIP2 expresszio a

nyugalmi allapot hosszat nem befolyasolja.
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8. A kicsirazott gumokat cserepekbe iiltettiik €s az abbdl kihajtott novényeket Gjra iiveghdzi
koriilmények kozott neveltik és teszteltik szarazsag stressz sordn. Két PRLIP2-t
expresszald vonal fejlédése optimalis koriilmények kozott elmaradt a kontroll
novényekétdl, de nem taldltunk egyértelmii Osszefiiggést a PRLIP2 expresszio erdssége,

¢s a novények fejlodése kozott.
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5. Summary

Potato (Solanum tuberosum L.) is the world’s fourth-largest food crop. Nevertheless, it is
very sensitive to drought. Therefore, our research group aims to improve the drought tolerance
of the elite potato varieties.

Trehalose is a non-reducing disaccharide. In bacteria, yeast and desiccation-tolerant
plants, it accumulates under osmotic/dehydration stress and helps cells to survive by protecting
membranes and proteins. STILLER et al. (2008) isolated two transgenic potato lines, T1 and T2,
expressing the trehalose-6-phosphate synthase (7PSI) gene of yeast. The drought-inducible
promoter StDS2 was fused to TPSI and a marker-free transformation method applied. In contrast
to the expected drought-induced expression, only very low constitutive TPSI expression was
detected in the transgenic lines. This expression pattern, however, was sufficient to alter the
plants' drought responses. Under optimal growth conditions, the TPS/ lines grew more slowly
and the expression of 99 genes altered in the leaves (KONDRAK et al., 2012). Changes in gene
expression can cause alterations in plants’ metabolic profile and modify the metabolite content of
tubers. Thus the aim of my experiments was the comparison of the metabolic profile of the
leaves and tubers of the wild- type (WT) and transgenic (T1, T2) plants grown under optimal and
drought stress conditions.

Results:

1. Under optimal growth conditions, the amount of maltose, malic acid and inositol was
changed in the leaves of TPS/ lines compared to WT.

2. The starch content of WT leaves was much higher under optimal growth conditions than
that of the T1 and T2 leaves.

3. The drought stress extremely decreased the starch level of WT leaves, while in the
transgenic lines only a moderate decline in starch content was observed. The increase in
nositol level correlated with the low starch content. We assume that the inositol serves as
a signal for the reduction of starch synthesis.

4. The drought stress elevated the fructose, galactose and glucose levels only in WT leaves.

5. The sucrose level was changed neither in WT nor in 7PS/ leaves.

6. The drought stress induced the accumulation of proline and raffinose in both WT and
TPS1 leaves. Since the WT plants had lower water content than the TPS/ plants we
concluded that the elevated levels of proline and raffinose cannot prevent the plants from
wilting.

7. Under optimal growth conditions, the tuber yield of T7PS! lines was lower than that of the

WT, however, periodic drought resulted in smaller yield loss in T7PS/ lines than in WT.
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8. The TPSI expression altered the shape of the tubers and increased the duration of the
dormancy period compared with WT.

9. A total of 33 compounds were detected in the tubers out of which the concentration of 28
compounds was significantly affected by the expression of TPSI (13 compounds),
storage (18 compounds), drought stress (14 compounds) and the combination of stress
and storage (7 compounds).

As an alternative approach we have tried to improve the drought tolerance of potato by
,»priming”. Previously, it was found that the protection caused by ,,priming” in Arabidopsis is
connected to the PRLIP (pathogenesis related lipase) gene expression (JAKAB et al., 2003).
Therefore, we decided to transfer the PRLIP2 gene of Arabidopsis into potato and to examine its
effect on the drought tolerance of the potato.

1. The PRLIP2 gene was cloned into a binary vector and transferred from E. coli into the A.

tumefeciens strains ALGO and C58C1(pGV2260).

2. Solanum tuberosum cv. ’Desirée’ leaves were transformed with the generated
Agrobacterium strains. On selective media, the shoots and roots were regenerated, in
vitro.

3. Efficiency of transformation was tested by PCR using PRLIP2 and nptIl primer pairs.

4. According to the expression level of the transgenes detected by RT-PCR, the transgenic
plantlets were sorted into high-, medium- and low expression level categories.

5. For further investigation, five lines containing the PRLIP2 gene and three control lines
transformed with “empty” vector were chosen. The selected lines had different
expression levels of the transgenes.

6. The pleiotropic effect of the transgene and the drought tolerance of the selected lines
were tested in greenhouse. Four drought periods were generated during the whole
growing season. Two out of the five tested PRLIP2 lines showed improved drought
tolerance. However, the expression of PRLIP2 did not prevent the plants from the yield
loss under stress conditions.

7. The tubers were collected and stored at room temperature. The expression of the PRLIP2
gene did not influence the dormancy of the tubers.

8. The rooted tubers were planted into pots in the greenhouse and the developed plants
were tested again under periodic drought conditions. Two PRLIP2 lines grew slower
than WT, however, no correlation between the expression level of the transgene and the

growth habit of the plants could be established.
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