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A munka elé6zményeli, kitiuzott célok

Az emelkedd homérséklet kovetkeztében nd a szarazsag és egyre nagyobb
tertileteket foglal el, koztiikk a mezdgazdasagra alkalmas foldeket is. A novekvo
élelmiszerigény miatt viszont fontos, hogy a termesztett novények a
sz€lsOségessé valt éghajlati koriilmények kozott is a vart, vagy akdr anndl jobb
terméshozamot adjanak.

A burgonya (Solanum tuberosum) a negyedik legnagyobb mennyiségben
termesztett élelmiszerndvény a vildgon, azonban igen érzékeny a szdrazsigra.
Az elmult években a molekuldris bioldgiai eszkozok fejlodésével és a
transzformécios technologidknak koszonhetden olyan transzgenikus ndvények
1étrehozasara is lehet6ség nyilt, amelyekben a stresszre adott kiillonbozd
fiziologiai, biokémiai €és molekuldris védlaszokat génexpresszids szinten is
befolyasolni tudjuk.

A trehal6z egy nem redukdlé diszacharid, ami nagy mennyiségben
megtaldlhat6 a sivatagi novényekben és szdarazsag sordn ozmoregulator szerepet
jatszik (IORDACHESCU és IMAI 2008; JAIN és ROY, 2009). A trehaléz
szintéziséért felelés gének bevitelével és expresszdltatisival fokozhaté a
novények szdrazsag stressz tolerancidja (YEO et al., 2000; CORTINA et al.,
2005; KARIM et al., 2007; MIRANDA et al., 2007). STILLER és munkatarsai
(2008) az ¢leszté TPSI génjét juttattdk be sikeresen marker mentes
transzformécioval Desirée burgonyafajtdba. A TPS/ transzgenikus novények
szarazsagtiirobbek voltak, mint a kontroll ndvények, azonban ndvekedésiik
optimdlis koriilmények kozott elmaradt a kontrollétdl, alacsonyabb volt a szén-
dioxid fixdciés ratdjuk és a sztdmaszdmuk is. De megvéltozott a
fotoszintézisben és a szénhidrdt anyagcserében szerepet jatszo gének
expressziGja is (KONDRAK et al., 2011, 2012). A génexpressziés valtozasok
metabolikus véltozdsokkal is jarnak, ami moddosithatja a novény beltartalmi

értékeit. Ezért dolgozatom elso részének célja:



1. A TPS1 gént expresszal6 T1, T2 és a vad tipusii vonalak leveleinek és
gumoinak beltartalmi és metabolit szintii 6sszehasonlitiasa ontozott

és szarazsag stressz korillmények kozott.

A ndvényeknél a ,,priming” jelensége megnovekedett védelmi kapacitast jelent.
A meger6sodott immunvédelem kivalthatd nekrotizald patogénekkel vagy egyes
rizobaktériumokkal, de szerves és szervetlen vegyiiletekkel is (PRIME-A-
PLANT GROUP, 2006). A ,priming” soran bekovetkezd ,,immunvédelem”
szorosan Osszefiigg a ,,pathogen-related” (PR) fehérjékkel ¢és az azokat kodold
PR génekkel. A PR génekhez hasonlé expresszioval rendelkeznek a PRLIP
(patogenezishez kothetd lipaz) gének is (JAKAB et al., 2003). Bizonyitott, hogy
a B-amino-vajsav (BABA) tobb novény fajban is képes a ,,priming” kivaltasara
(JAKAB et al., 2001). JAKAB és munkatarsai (2005) Arabidopsis-on szarazsig
¢s sotlirés javitasara is eredményesen alkalmaztdk a BABA kezelést.
Megfigyelték, hogy tobbek kozott a PRLIPI és PRLIP2 gének expresszidja is
megemelkedik a BABA, a szalicilsav valamint patogén fert6zés hatésara
(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 Gabor és munkatarsai altal eldallitott PRLIP2
gént tartalmaz6 pPZP111 plazmidot felhaszndlva, a PRLIP2 gént bevissziik a
burgonydba, bizva abban, hogy a PRLIP2 expresszéltatdsaval fokozni tudjuk a
burgonya szarazsagtlird képességét. Ezért dolgozatom masodik részének célja:

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

2. Az adott transzgén beépiilésének és kifejezodésének bizonyitasa
molekularis médszerekkel.

3. PRLIP2 transzgént expresszalo vonalak szarazsagtiiré képességének
vizsgalata iiveghazi koriilmények kozott.
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Anyag és médszer

Novényanyag

A TPS1 gént expresszidld burgonyavonalak beltartalmi vizsgélatdhoz a
STILLER és munkatdrsai (2008) daltal létrehozott T1 és T2 transzgenikus
vonalakat, valamint a S. tuberosum cv. White Lady magyar burgonyafajtat
hasznaltuk. A PRLIP2 gén expresszaltatdsit S. tuberosum cv. Desirée holland
burgonya fajtan végeztiik.

Burgonyatranszformacio

A transzgenikus burgonya novényeket DIETZE és munkatarsai (1995) modszere
szerint, Agrobacterium-kozvetitette levél transzformécioval Aallitottuk eld. A
transzformacidhoz az A. tumefaciens ALGO (HOOD et al., 1984) ¢és
C58C1(pGV2260) (DEBLAERE et al., 1985) torzseket hasznéltuk.

Szarazsag stressz hatasanak vizsgalata

Az iiveghazi kisérletekhez 6 hetes in vitro ndvényeket iiltettiink ki cserepekbe.
Négy hétig optimalis koriilmények kozott tartottuk Oket, majd megkezdtiik a
periodikus szdrazsidg stressz kezelést a novényeken. Az 0Ont6zott kontroll
novényeket folyamatosan 70%-os talajnedvesség mellett neveltiik. A tobbi
novényt egészen addig nem Ontoztiik, amig a vad tipusu kontrollon a hervadas
tiinetei nem jelentkeztek. Ekkor visszalocsoltuk a stresszelt ndvényeket és
optimalis koriilmények kozott tartottuk 1 héten keresztiil, majd djra megvontuk
toliik a vizet. Egy tenyészidd alatt 4-7 szdraz periddust éltek dt a novények.

A novények fenotipizalasa

Figyeltiik a biomassza véltozasat, a novények- és a levelek alakjit, méretét, a
vizmegvonds alatt a levelek hervadésat, cserepenként mértiikk a guméhozamot (a
felszedett gumok sulydnak [g] atlaga/cserép), szemrevételeztiik a gumok szinét
€s alakjat, a tdrolds sordn a csirdzasi képességet €s a csirdzds kezdetének

1d6pontjat.



Analitikai médszerek

A metabolit kivonatok készitését és szarmazékolasat burgonya levélbodl és
gum6ébol SCHAUER és munkatdrsai (2004) moédszere szerint végeztiik. A
kivonatok metabolit Osszetételét gazkromatografids tomegspektrometridval (GC-
MS) vizsgaltuk. A metabolitok azonositdsa a NIST 11 tomegspektrometrids
szoftverrel illetve az interneten szabadon elérheté Golm Metabolome Database
segitségével tortént a vegyiiletek tomegspektruma és jellemzo retencids ideje
alapjan.

A trehal6z-6-foszfat (T6P) mennyiségi meghatdrozdsa LUNN és
munkatarsai (2006) médszere szerint tortént, némi mennyiségi valtoztatdssal. A
novények keményitd tartalmat YU ¢&s munkatarsai (2001) nyoman mértik. A
burgonyagumokbol az dsszfehérjét BRADFORD (1976) mddszere alapjan hatdroztuk

meg. A szdrazanyagtartalom meghatdrozdsahoz a megmosott és meghdmozott gumdkat

univerzalis apritdval ledaréltuk és 80°C-on szdritottuk 24 6ran keresztiil.

Az adatok fékomponens analizisét (PCA) a Multibase Add-Ins program
segitségével  végeztik (www.numericaldynamics.com). A MANOVA
(Multivariate ANOVA) statisztikai értékeléshez az IBM SPSS Statistics 19
programjat hasznaltuk.
Molekularis biolégiai modszerek
A bakterialis plazmidok tisztitisait SAMBROOK (1989) alkalikus lizis médszere
alapjdn végeztiik. A plazmidokat 30 ul reakci6 térfogatban, a gyarté (Fermentas)
altal leirt pufferrel és homérseékleten BamHI restrikcids enzimmel emésztettiik.
A megfeleld fragmentumokat a gélbdl szikével kivagtuk, és QIAEX II Gel
Extraction Kittel vagy MinElute Gel Extraction Kittel (QIAGEN) tisztitottuk.
Az izolalt fragmentumokat a BamHI restrikciés hasité helyen emésztett
pBluescript II KS klénozé vektorba épitettiik. Az E. coli sejtek transzformal4sat
INOUE et al. (1990) mddszere alapjan végeztiik.

A novények leveleibdl a genomi DNS izoldlasait SHURE és munkatarsai

(1983) mddszere alapjdn, az 0sszRNS-t pedig STIEKEMA és munkatdrsai



(1988) nyomdn izolaltuk. A PCR reakcié elegyet 50 ul végtérfogattal
készitettiikk, 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), 1xPCR Taq
pufferrel és 1 U Taq polimerdz enzimmel. A denaturdlds 95°C-on tortént (5
perc), majd a reakcié 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 elongaltuk 72°C-
on. Az RT-PCR-hez 400 ng 0sszRNS-bdl cDNS-t szintetizdltattunk a High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kittel (Applied Biosystems), amib6l 40
ng-nyit hasznaltunk fel a PCR-hez.

Eredmények

A TPS1 transzgenikus burgonya vonalak osszfehérje, keményité és

metabolit analizise

Levélanalizis

A vegetativan szaporitott S. tuberosum cv. White Lady és a TPSI génnel
transzformalt T1 és T2 vonalakat (STILLER et al., 2008) in vitro tenyészetbdl
cserepekbe iiltettiik és hosszd nappalos, természetes fényviszonyok mellett,
optimdlis koriilmények kozott tiveghdzban neveltiik. Négy héttel a kiiiltetést
kovetden a novényeket két csoportba osztottuk. Vonalanként harom ndvényt
optimdlis talajnedvesség mellett neveltiink tovdbb, mig hdrom novényt
szarazsag stressznek tettlink ki. Két héttel a vizmegvonast kovetden, négy oraval
napfelkelte utdn a novényekrdl levettiik az Gsszes asszimilalo levelet. A teljes
kisérletet haromszor megismételtiik, ¢és igy harom fiiggetlen kisérletbdl

szarmaz6 hdrom bioldgiai mintasorozatot kaptunk.



Ontozott koriilmények kozott a vad tipusid (VT) novények leveleinek keményitd

tartalma joval magasabb volt, mint a T1 és T2 vonalaké. Szdrazsdg stressz

hatasara a

VT keményitdtartalma

65%-kal

csOkkent

az

optimalis

kortilményekhez képest, mig a transzgenikus vonalaké alig véltozott (1. dbra/a).
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1 49 004 | ooqs | 734 3.4 32 240 84 14.4 106
2 185 002 | 10844 | 995 3 3 156 95 17 101
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1. dabra: A vad tipus (VT) és a TPSI transzgenikus vonalak (T1, T2) leveleiben mért keményité és
metabolit valtozasok. A szoras értékek harom fiiggetlen bioldgiai ismétlésbdl szarmaznak. A harom
fiiggetlen kisérletben az 6nt6zott VT-ben mért koncentracidkat az dbra (k) részében tiintettiik fel. Ezeket
az értékeket tekintettiik 100%-nak. A két csillag a P<0.01, az egy csillag a P<0.05 (z-proba) szintl
szignifikdns eltérést jeloli az 6ntozott VT kontrollhoz képest. O, ontozott; S, stresszelt; h.ekv., hexéz

ekvivalens



A novények leveleiben 0sszesen 22 vegyiiletet tudtunk azonositani GC-MS-sel.

A VT novények levelében a stressz hatdsdra az inozitol szint mintegy
4.4—szeres emelkedést mutatott (1. dbra/d), mig a T1 és T2 vonalakban ez az
emelkedés kisebb volt (T1: 3.2-szeres, T2: 2.6-szoros). A magas inozitol szint az
alacsony keményitd szinttel 6sszhangban valtozott (1. abra/a,d).

Stressz hatasara minden vonal levelében ugrasszertien megemelkedett a
prolin szint (1. dbra/e). Mivel a VT-ben és a TPSI novények levelében egyarant
megndtt a prolin mennyisége, viszont a VT nodvények kevésbé tirték a
szarazsagot, mint a TPSI novények, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
prolin nem jatszik kdzvetlen szerepet a ndvények szarazsagtiird képességében.

A raffinézt csak nagyon kis mennyiségben tudtuk detektélni a levelekben
ontozott koriilmények kozott, viszont nagyon erds mennyiségi emelkedést
tapasztaltunk szarazsag stressz hatdsara (5.5-11-szeres kiilonbség), és ez a VT
novények levelében még kifejezettebb volt, mint a TPSI ndvények levelében (1.
abra/f). Habar mind az inozitol, mind a raffin6z mennyisége megemelkedett
szarazsag hatasara, valdszinlileg mas szerepet tolt be ez a két vegyiilet a
novényben a stressz sordan. Mig az inozitol tartalmat a szarazsag illetve a TPS/
gén altal okozott esetleges transzkripcids/biokémiai  valtozdsok is
befolyasolhatjdk (KONDRAK et al., 2011, 2012), addig a raffinéz
felhalmozdéddsat inkdbb a vizhidny okozhatja a novényekben. LEGAY és
munkatéarsai (2011) szintén azt tapasztaltak, hogy szdrazsig stressz hatdsara
megemelkedik a raffinéz koncentricidja a szdrazsdggal szemben tolerdns
burgonyaklénok leveleiben.

A szachar6z szint egyik vonalban sem, még a kezelések ellenére sem
véltozott (1. abra/j). Azt feltételezziik, hogy az 4llandoé szachar6z koncentracid
fenntartdsa érdekében a novény a keményitd szintézist visszafogja és inkabb a

szachardz szintézishez juttatja a megkotott szént és az energiat.



Gumdanalizis
A gumdk vizsgdlatdhoz 4j novényi tesztet inditottunk. Az in vitro szaporitott

novényeket egy honapon keresztiil optimalis koriilmények kozott neveltiik, majd
két csoportra osztva a novényeket megkezdtiik a szdrazsdg stressz kezelést. Egy
tenyészidd alatt (kb. 4 honap) hét szaraz periodust éltek at a novények. A
tenyészido végén a gumokat felszedtik a novények aldl, és két csoportra
osztottuk. Az elsd csoportot megmostuk, meghamoztuk, majd ledaraltuk,
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -70°C-ra tettiik felhasznédldsig. A
masik csoport gumodit szobahdmérsékleten, sotétben taroltuk 12 hétig és csak
azutan dolgoztuk fel Oket. Az egész novényi tesztet kétszer, egymdstol
fiiggetleniil megismételtiik.

A gumok felszedése utan az elsé megfigyelésiink az volt, hogy a TPS1
vonalak gumoi hosszukasak, ellentétben a VT gumok ovalis/gdmbolyi alakjaval
(2. abra/a). Optimdlis koriilmények kozott a transzgenikus vonalak gumdszdma
(2. abra/b) és tomege is kb. 50-60%-kal kisebb volt, mint a VT kontrollé (2.
abra/c). A stressz kovetkeztében a VT novényeken sok, kisméreti gumod
képzodott (2. abra/a,b) és a gumoOhozam a felére csokkent (2. é&bra/c). A
transzgenikus vonalakndl a stressz az optimdlis koriilményhez képest nem
emelte meg a gumodszamot és a gumohozamban sem okozott akkora csokkenést
(20-40%), mint a VT-ben (2. dbra/b,c).

A VT vonalak guméi 12 hét utdn elkezdtek csirdzni, a transzgenikus
vonalak gumoin viszont még nem volt csirakezdemény (2. abra/a). Hat honapos

tarolas utan ez a csirdzasi idébeli kiillonbség még szembetiindbb volt (2. dbra/d).
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2. abra: A vad tipusd (VT) és TPSI
(T1, T2) vonalak gumdszdma,
guméhozama  ontozott  (O)  és
szdrazsdg stressz (S) koriilmények
kozott. (a) 12 hétig tarolt gumok (b) a
novények gumoészdma az 6ntozott VT
%-4dhoz viszonyitva (c) a novények
gumoéhozama az 6nt6zott VT %-dhoz
viszonyitva (d) 6 hdnapig, sotétben
tarolt gumdék. A szérasokat két
fliggetlen novényi tesztb6l szarmazd
adatok 4tlagdbol szamoltuk. Mindkét
kisérletben hét oOnt6zott és nyolc
stresszelt novény volt. Az o6ntozott VT
névények atlagos gumoészama az elsd
kisérletben 3.9 a mdsodikban 4.0, mig
a gumoéhozam 11.8 és 17.6 g volt. A
csillag a P<0.01 (z-proba) szintl
szignifikdns eltérést jeloli az ontozott
VT kontrollhoz képest.

A tarolas soran koriilbeliil 20%-kal emelkedett a

gumoOk  szdrazanyagtartalma a  vizvesztés
kovetkeztében. Sem a keményitd, sem az
Osszfehérje  mennyiségében nem  taldltunk

kiilonbséget az optimdlis koriilmények kozott
nevelt novényekrdl szarmazo VT és TPSI gumok
kozott. A stressz viszont csokkentette a gumodk
keményité szintjét, illetve novelte Osszfehérje
tartalmukat. A tdrolds viszont mindkét anyagnak
emelte a szintjét, ami arra utal, hogy a gumok
még a tarolds alatt is metabolikusan aktivak
voltak. Kivancsiak voltunk arra is, hogyan
véltozik az egyes metabolitok koncentricidja a
tarolds alatt. Ezért a frissen felszedett és tarolt
A

gumokban 33 metabolitot tudtunk detektalni.

gumokat megvizsgaltuk GC-MS-sel is.
Tizenharom olyan anyagot taldltunk, amelyek

mennyiségi  kiillonbséget mutattak a TPS/
gumoOkban a VT gumdkhoz képest. Ezek koziil az
aszparagin mennyisége mind Ont6zott, mind
stresszelt koriilmények kozott magasabb volt a
TPSI-, mint a VT gumokban, de a tarolds sordn
csak az optimdlis koriilmények kozott fejlodott
gumoOkban emelkedett meg a szintje. A tarolds
hatdsara a fenilalanin szintje az 6ntozott novények
viszont a stresszelt

gumoéiban emelkedett,

gumOkban nem vdltozott, talin még

vagy
csokkent is. A vizhianyban fejlédott gumok prolin



tartalma er6sen megnétt az optimalis koriilmények kozott fejlddott gumaok prolin
tartalmdhoz képest. Ezt a jelenséget mir mdsok is kimutattdk burgonya
gumoéban, és 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 gumdk glutamin és glutaminsav tartalma is a kétszeresére
emelkedett a stressz hatdsdra. 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 munkatirsai (2008)
szant6foldi  kisérletekben mutattak ki jelentds novekedést a glutamin és
glutaminsav mennyiségében a kiilonb6zd kezelések hatasara.

Megvizsgdltuk azt is, hogy a transzgén befolyédsolja-e a gumék T6P
tartalmat, illetve hogy az Osszefiiggésben all-e a nyugalmi id6 hosszaval, de azt
a valaszt kaptuk, hogy nem, mert a 7PS/ expresszié nem emelte meg a gumok

T6P koncentricidjit.

PRLIP2 gént expresszalé transzgenikus burgonyavonalak eldallitasa és jellemzése

PRLIP2? gént expresszalo transzgenikus burgonyavonalak eldallitasa

A PRLIP2 gént a pPZP111 novényi transzformdciodra alkalmas bindris vektorba
klonozva a Pécsi Tudomanyegyetemrdl kaptuk Dr. Jakab Gabort6l. A plazmid
inszertjét  ellendrzés  céljabol  attettik  pBluescript ~ vektorba  és
megszekvenaltattuk. A pPZP111::PRLIP2  plazmidot  hdromsziilés
keresztezéssel E. coli-bol A. tumefacierns ALGO és C58C1(pGV2260) torzsekbe
vittiik at. Az Agrobacterium-okkal két napig fertdztiik a Desirée leveleket, majd
kalluszképzd ¢és hajtas regenerald taptalajra tettiik. A hajtasokat levagtuk és

szelektiv taptalajban gyokereztettiik (3. abra).
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3. abra: Levéltranszformacié (a) Agrobacterium-mal transzformélt levelek
kalluszindukdl6 (CIM) és (b) hajtasindukdls (SIM) téaptalajon. (c) szelekcids
taptalajon gyokeresedd feltételezhetden transzgenikus novények

A PRLIP2 gén bevitele mellett kontroll transzformaciét is végeztiink az ,,iires”
pPZP111 vektorral.

A transzformdci6 igazoldsara DNS-t izolaltunk az in vitro ndvényekbdl
€s PRLIP2 illetve nptll génre tervezett primer parokkal ellendriztiik, hogy
sikeresen beépiilt-e a célgén. A transzgén(ek) expresszids szintjének
meghatdrozdsdra azokbdl az in vitro ndvényekbdl, amelyekbdl PCR-rel ki
tudtuk mutatni az nptll illetve a PRLIP2 gének jelenlétét, RNS-t izoldltunk és
RT-PCR analizist végeztiink.

X 0 :‘: :‘\!vvig—::mm”—(\!m;:r
320562522522265828622 >
= dd=2 A0 &/ 3& 3 A3 aaEAI ISR %
PRLIPZ -
‘. 'g.ol-liél!!c!. v
nptII

4. abra: PRLIP2 és nptll gén expressziés szintjének kimutatdsa in vitro nvényekbdl RT-PCR-rel. M:
100 bp DNS méret marker, LA, LG: nptll és PRLIP2 transzgént tartalmazd vonalak, PA, PG: nptll
transzgént tartalmazé vonalak, pL: pPZP111::LIP2, pV: pPZP111, Des: nem transzformdlt Desirée
kontroll, MQ: destilled water. Pirossal jeloltiik a tovabbi kisérletekhez kivédlasztott vonalakat.

A 4. dbran pirossal kiemelt 6t PRLIP2 transzgenikus, és harom ,,iires” vektorral
transzformélt kontroll vonalat vélasztottuk ki - alacsony, kozepes, és erds

expresszids szinttel - a tovabbi kisérletekre.
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PRLIP?2 gént expresszdlo transzgenikus burgonyavonalak jellemzése

A PRLIP2 transzgént expresszal6 vonalak fenotipusos vizsgdlatat és
szérazsaggal szembeni ellendlld képességét iiveghdzi koriilmények kozott
teszteltik. Az LA6.1 és LA14.1 vonalak optimdlis koriilmények kozott kisebbre
néttek, mint a kontroll (5. é&bra/a) viszont kevésbé viselte meg Oket a
vizmegvonds, nem kopaszodtak tigy fel, mint a nem transzformdlt Desirée (5.

abra/b,c).

(a)

LAG.1 LAI4.1 Des

Sz LA 14.1

5. abra: Novényhdzban nevelt nvények optimdlis (a) és szdrazsag stressz
koriilmények kozott (b,c).
A tenyé€szid0 végén a novények alatt sok, apré méreti gumot talaltunk. A
stresszelt novények gumohozama atlagban minden vonal esetében alacsonyabb
volt, mint az Ont6zott novényeké.

Az elsO kisérlet soran megfigyelt fenotipusos valtozasok utdn Ujabb
novényi tesztet inditottunk, nagyobb novényszammal. Szdrazsag stressz hatdséara
minden vonalnak szignifikdnsan csokkent a relativ viztartalma (RWC) az
ontozott Desiréehez képest, ami arra utal, hogy a PRLIP2 gén expresszidja nem
tudja megvédeni a ndvények levelét a vizmegvonds okozta vizvesztéstdl. Az
LA6.1 vonalnak nemcsak stresszelt koriilmények kozott, hanem Ontozott
allapotban is alacsonyabb volt az RWC-je, mint a nem transzformalt kontrollé.
A tenyészidd végén ismét felszedtik a gumodkat. A masodik kisérletben az

LAG6.1 transzgenikus vonal gumohozama szignifikdnsan (z-préba, P<0.01)
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(b)

alacsonyabb volt, mint az
ontozott Desirée  kontrollé
(6. dbra/a). Akarcsak az elsd
kisérletben, most is aprébb
gumok voltak a stresszelt,
mint az Ont6zott névények
alatt (6. dbra/b). Az LAG6.1

és LA14.1 vonalak csirazo

gumoit a Desirée kontrollal

6. abra: Ontozott (a) és stresszelt (b) novények guméi 14 hét egyiitt cserepekbe iiltettiik.
szobahdémérsékleten tortént tarolas utan

Az LA14.1, de fdleg az LA6.1 ndvények fejlédése optimalis
koriilmények kozott elmaradt a kontroll Desirée-tdl (7. dbra). Mivel az LA6.1
vonalban volt a legerdsebb PRLIP2 expresszi6 (4. dbra), feltételezhetnénk, hogy
a PRLIP2 miatt novekszik lassabban a novény. Voltak azonban olyan vonalak
1s, mint pl,, az LAl.5, LGI12, LGI15.2, amelyekben az RT-PCR alapjén
erdsebben expresszalodott a PRLIP2, mint a LA14.1 vonalban (4. dbra) mégsem
mutattak novekedésbeli kiilonbséget. Ezért tehat egyelére nem tudjuk biztosan,
hogy a PRLIP2 okozta-e a megfigyelt fenotipusos véltozdsokat.

(@)

LAe6.l

LA 141

7. abra: Az 6ntozott LA6.1 (a) LA14.1 (b) és Desirée (c) ndvények
13



Uj tudoméanyos eredmények

. Megallapitottuk, hogy a TPSI transzgén expresszid javitja a burgonya
szarazsagtiirését, de fenotipikus, gumohozam, metabolit és nyugalmi
allapot véltozast okoz.

A metabolit analizis, az alkalmazott statisztikai médszerek segitségével,
egyértelmilen rdmutatott arra, hogy az anyagcsere folyamatokat a
legkisebb genetikai véltozdsok, a kornyezet és az élettani folyamatok
elérehaladésa egyarant nagymértékben befolyasolja.

Burgonydban sikeresen expresszéltattuk az Arabidopsis-ban ,,priming”
hatdsara expresszal6dé PRLIP2 gént.

Kimutattuk, hogy a PRPLIP2 gént a burgonyidban megnyilvanitva
kaphatunk olyan vonalakat, amelyek szdrazsdg stressz koriilmények
kozott tovabb megtartjak leveleiket, de guméhozamuk nem jobb, mint a
kontrollé.

. A PRLIP2 gént erfsen expresszalo gumokban feltételezhetoen
metabolikus és/vagy hormondlis véltozdsok is vannak, mivel az ilyen
gumokbdl kihajtott novények fejlédése elmarad a vad tipust

novényekeétol.
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Kovetkeztetések és javaslatok

A TPS1 expresszio hatasa a burgonyara

1. A szdrazsdg stressz nem teljesen egyformdn befolydsolja a vad tipusi és a

TPS1 gént expresszalo T1 és T2 transzgenikus novények leveleinek metabolit

tartalmat:

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

Szérazsdg hatdsira a VT novények leveleiben nagyon lecsokkent a
keményitd mennyisége, mig a T1 és T2 vonalakban nem tapasztaltunk
ilyen erds valtozast.

A fruktéz, galaktéz és glikdéz mennyisége csak a VT novények

leveleiben nétt szarazsag hatasara.

2. A szdrazsdg stressz nem teljesen egyformdn befolydsolja a vad tipusi és a

TPS1 gént expresszalo T1 és T2 transzgenikus novények gumofejlodését és a

gumok metabolit tartalmdt

A TPS1 vonalak gumohozama kisebb volt, de a szdrazsag hatdsira
kevésbé csokkent, mint a VT-€.

A TPSI vonalak gumoi morfoldgiailag eltértek a VT novények gumoitdl.
A gumokban 33 metabolitot tudtunk detektdlni. MANOVA statisztikai
vizsgélat eredménye alapjan a TPS!] transzgén jelenléte kovetkeztében

13 vegyiilet mennyisége valtozott meg a gumdkban.

3. A tdrolds szinte teljesen egyforma hatdssal van a vad tipusi és a TPS1 gént

expresszdlo T1 és T2 transzgenikus novények guméoinak metabolit tartalmdra

A téarolds hatdsira a VT és TPSI transzgenikus gumodkban egyarant
megemelkedett az aszparagin szint.

Az optimdlis koriilmények kozott fejlodott gumok mannoz és fenilalanin
tartalma, a VT é&s TPSI transzgenikus gumokban egyarant,

megemelkedett a tdrolds hatdsara, mig a stresszelt novények gumdiban
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nem valtozott, vagy ellenkezdleg, inkdbb csokkent. A jelenség okat
egyeldre nem ismerjiik.
4. A TPS1 gén expresszidja befolydsolja a ndvények nyugalmi dllapotdt

e A TPSI vonalak gumoi késébb kezdtek el csirazni, mint a VT gumok.

e A viltozdsok nagy része, tendencidjit tekintve, hasonlé volt a tarolt
TPSI és VT gumoékban. Mivel a TPSI gumok joval késobb kezdtek el
csfrdzni, mint a VT gumodk, dgy gondoljuk, hogy ezek a véltozdsok
inkdbb a gumok ,0regedésével”, és nem a csirdzdssal hozhatok
Osszefiiggésbe.

e A gumék T6P tartalma nem mutatott szoros Osszefliggést a TPSI
expresszidval.

DEBAST ¢s munkatarsai (2011) az erds, gumdspecifikus B33 prométer
segitségével nyilvanitottdk meg az E. coli trehal6z-foszféat-szintdz génjét, az
OtsA-t, a burgonydban. Ezek a B33-OtsA burgonyagumok is kés6bb csiraztak,
mint a vad tipus, viszont az OtsA expresszid szintje korreldlt a gumok T6P
tartalmaval, amibdl arra kovetkeztettek, hogy a T6P kozvetleniil vagy kozvetve,
de befolyasolja a nyugalmi periddus hosszat. A mi kisérletiink eredményebdl
viszont az kovetkezik, hogy nincs szerepe a T6P-nak a gumok nyugalmi
allapotanak fenntartasidban €s a femotipusos valtozdsok nem a TO6P szinttel,
hanem magdval a TPS1-gyel hozhatok Osszefiiggésbe. Erre utalnak ANTAL és
munkatarsai (2013) eredményei is, melyek kozvetett médon azt mutatjak, hogy
a TPS1 kapcsolatba tud 1épni az StubSNF1 protein kindz komplex StubGALS3
alegységével. Az SNF1 komplex a szén €s nitrogén anyagcsere kozponti
szabdlyozdja (COELLO et al., 2011), egyensulydnak felboruldsa az anyagcsere,
¢és ezzel Osszefiiggésben, a fejlédés megvaltozdsahoz vezet. Ha tehat a jovében
biotechnologiai modszerekkel szeretnénk javitani a burgonya széarazsagtiird
képességét, olyan gént kell valasztanunk, ami nem véaltoztatja meg alapvetden az

anyagcsere folyamatokat.
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A PRLIP2 expresszié hatasa a burgonyara

e A PRLIP2 gén expresszidja nem tudja megvédeni a ndvények levelét a
vizmegvonas okozta vizvesztéstol.

e A PRLIP2 expresszi6 nem tudja megakaddlyozni a gumoéhozam
csOkkenését stressz koriilmények kozott.

e A PRLIP2 expresszid6 a gumoOk nyugalmi dallapotdnak hosszdt nem
befolyésolja.

e Ot kiiiltetetett transzgenikus vonal koziil kettd optimalis kdriilmények
kozott kisebbre nd, mint a kontroll, de kevésbé viseli meg a
vizmegvonds, kevésbé kopaszodik fel, mint a kontroll.

Az RT-PCR vizsgalatok alapjan azonban nem taldltunk egyértelmii 6sszefliggést
a transzgén expresszi0 €s €s a megvaltozott fenotipus kozott. Mégis ugy
gondoljuk, hogy az észlelt elvdltozasokat a PRLIP2 expresszi0 okozza, mivel
annak valdszinlisége, hogy 0t megvizsgalt, fliggetlen transzgénikus vonalbol
kettd azonos, vagy legaldbb is nagyon hasonlé fenotipust mutasson, rendkiviil
kicsi. Ezért az expresszids vizsgédlatokat kvantitativ RT-PCR-rel szamszertisiteni
kellene. Az is nagyon sokat segitene a kapott fenotipus megértésében, ha ki
tudndnk mutatni, hogy a PRLIP2-nek lipaz aktivitdsa van, és ez korreldl valami
moédon a fenotipussal. Ez azért is érdekes lenne, mert Arabidopsis-ban a lipaz
expressziot sok esetben kapcsolatba lehetett hozni a morfogenezissel (MATSUI
et al., 2004; HONG et al., 2005), de megfigyelt€ék aktivitasukat biotikus és
abiotikus stressz-, valamint patogén fertzés, etilén és szalicilsav kezelés soran
is (JAKAB et al., 2003; NARUSAKA et al., 2003; LO et al., 2004).

A mi munkank ujszertisége abban all, hogy a lipaz génekhez tartozo
PRLIP2 gént bevittik és megnyilvanitottuk burgonyiban, és az igy kapott
transzgenikus novényeket tiveghazi koriilmények kozott teszteltiik ontdzott €s
széarazsag stressznek kitett dllapotban. Megéllapitottuk, hogy két vonal, a levelek
megtartdsat tekintve, ellendllobbd vélt a szdrazsiggal szemben, ami hasonl6

eredmény ahhoz, mint amit HONG €és munkatarsai (2008) kaptak a CaGLIP1
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megnyilvanitdsaval Arabidopsis-ban. A levelek megtartdsa a szarazsag okozta
korai szeneszcencia megakaddlyozdsara utal. Mivel ennek a két vonalnak a
vegetativ fejlodése is lelassult, tovabbi vizsgalatuk érdekes Osszefiiggések

felismeréséhez vezethet a ndvekedés/fejlodés és a szeneszcencia tekintetében.
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