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1. A KUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A kozonséges buza (Triticum aestivum L.) igen érzékeny a szarazsagstresszre, kiilonosen
a reproduktiv fazisban. A blza széarazsagtoleranciaja Osszetett tulajdonsag, amelyet tobb

tényez6 hataroz meg, ami a genotipustol €s kornyezeti koriilmények kdlcsonhatasaitol fiigg.

A kutatok egyik célja megérteni és feltarni azokat a talélési mechanizmusokat,
amelyek novelik a novények szarazsag tolerancidjat azokon a teriileteken, ahol korlatozottak
az ontozési lehetdségek, illetve ahol a szaraz periodusok gyakoriak. A nemesitési torekvések
tobbnyire a hozam ndvelésére irdnyulnak, olyan magas hozamt genotipusokra, amelyek
képesek tulélni a sz€élsOséges kdrnyezeti valtozasokat, kiilondsen azokban a régidkban, ahol

a vizhiany gyakori.

Ahhoz, hogy megértsiik a szarazsagra adott valaszok molekuldris mechanizmusait,
elengedhetetlen a szarazsagtolerancia molekularis szinti kutatdsa. Jelenleg tobbféle
lehetdség koziil valaszthatunk, melyek révén novelni tudjuk a buza szarazsaggal szembeni

ellenallosagat, stabil hozam mellett.

A szarazsag elsddlegesen a sejtnovekedésre és a fotoszintézisre van kihatéssal. Ez
utobbi meghatirozza a szemtermés mennyiségét a buzanal. Altalanosan elfogadott az a tény,
hogy ha a levelekben képes fennmaradni a fotoszintézis kiilondsen, ha ez a zaszlos

levelekben torténik, az nagymértékben kihatassal van a hozamra.

Jellemz6 tovabba, hogy novekszik a viasz kutikularis lerakodasa is vizdeficit idején.
Azok a ndvények, amelyek stressztoleransak, gyakran eleve vastagabb kutikularis
viaszbevonattal rendelkeznek, mint a mérsékelt égdévon ¢€lok, utodbbiak emiatt is

érzékenyebbek a stresszre (Shepherd és Griffiths, 2006).

Amikor a novényt valamilyen stressz éri, Ujraprogramozza metabolikus és élettani
folyamatait, amelyeket jelatviteli események halozata idéz eld. A folyamat eredményeként a
sejtmagban bizonyos gének kifejezédése meg fog valtozni, tobbek kozott az Gn. dehidrin
géneké. A vizvesztés karos kovetkezményeinek elkeriilésében segitséget nyujtanak azaltal,
hogy részt vesznek a membranok stabilizalasaban stresszhatasok alatt (Graether és

Boddington, 2014). Gyokfogo tulajdonsaguk is ismert, a dehidrin fehérjék képesek



csokkenteni az oxidativ karosodast, amelyet vizhianyos stressz okoz a ndvényben (Rorat,

2006).

A gének ,,mesterszabalyozo6i” transzkripcids faktorokként (TF) ismeretesek. Szamos,
kiilonb6z6 tipusu TF volt megtaldlhatd a stresszekre indukalhatdé gének kozott, ami azt
sugallja, hogy tobbféle transzkripcionalis szabalyoz6 mechanizmus miikodik a szarazsag-,

hideg- vagy magas séstressz jelatviteli utvonalakban (Kauzo et al. 2003).

A novények vizhidnyos stresszre adott valaszai koziil az egyik legmarkansabb az
abszcizinsav (ABA) bioszintézise. Az ABA {6 szerepe, hogy szabalyozza a novény
vizegyensulyat és ozmotikus stressz tolerancidjat. Az ABA sztdmazarast indukal vizhiany

alatt, megel6zve ezzel az intracellularis vizvesztést. (Mittler et al. 2010).

Munkank elsédleges célja két szarazsagtolerans (Plainsman V. és Mv Emese) illetve két
szarazsagérzékeny (GK Elet és Cappelle Desprez) buza fajtanal fellelni azon fiziologiai és
molekularis bélyegeket, amelyek az eltérd szenzitivitdsukat eredményezi elégtelen vizellatas

esetén.
A fajtak kozotti kiilonbségtétel céljabol a kovetkezd vizsgalatokat végeztiik:

e szarazsag alkalmaval szintetizalddé ozmoprotektdnsok meghatarozéasa

e avizhiany gazcserére gyakorolt hatasanak mérése

e egyes, szarazsag esetén varhatdban megnyilvanulo gének kifejezodésének vizsgalata

e azon transzkripcids faktorok felkutatasa, amelyek szabalyozhatjdk az elébbiekben
emlitett gének kifejez0dését

e adesszikacios valaszokban kulcsfontossagl abszcizinsav hormonra valo érzékenység

meghatarozasa

Azonositani és klonozni kivantunk tovabba egy bluza gént, amely a szarazsagtiirésben
Iényeges viaszboritottsag kialakulasaért felelds lehet. Meg kivantuk hatarozni az ilyen jelolt
gén kifejezddését kifejlett buza novény szerveiben, valamint vizhidnyos stressz hatdsa alatt a

zasz10s levelekben.



2. ANYAG ES MODSZER
A Kkisérletekben felhasznalt névényanyag eléallitasa

A szarazsagtirés vizsgalatahoz a bizamagokat fold-homok-tézeg keverékébe (3:1:1,
v/v/v) vetettiik, majd 7 hét 2 °C-on torténd vernalizacidt kovetden a csirandvények PGV-15
novényneveld kamrakban (Conviron, Winnipeg, Kanada) nevelkedtek, Oszi klimatikus
program (T1) alatt (Jager et al. 2015). A szarazsagstresszt teljes vizmegvondssal idéztiik eld.

A kontroll ndvények 21°C-on nevelkedtek, 10/14 6ra vilagos/sotét megvilagitasi ciklus alatt.

A PEG-el torténé ozmotikus stressz kezeléshez vald kisérleti anyag eldallitasahoz a
vetdmagokat ecléneveltiik Petri-csészékben fényszobaban, majd hajtassal és gyokérrel
rendelkezd csiranovényeket tiz nap letelte utdn hidropénids rendszerben, Hoagland-

tapoldatban (pH: 5,8) neveltiik tovabb (Hoagland és Arnon, 1950).

Az ozmotikus stressz kivaltasara a Hoagland-tapoldatba névekvd koncentracioban 8
wiv %-0s, 12 wiv %-0s, 15 w/v %-0s majd 18 w/v %-0s 6000-es molekulatomegii polietilén
glikolt (PEG, Duchefa) hasznaltunk, a kontroll csoport kizarélag Hoagland tapoldatban
fejlodott. A stressz kezelést a tapoldatra helyezést kovetd 10. napon kezdtiikk és a PEG

crer

A novényanyag nevelését az in vitro ABA kezeléshez, Kurahashi és munkatarsai 2009-

ben kozolt publikacidjara tamaszkodva végeztiik. A Kontroll csoport desztillalt vizes, mig a

cre

abszcizinsavval telitett szlir6papirokon fejlédtek ugyanazon koriilmények kozott (23 °C).
Fotoszintézisre jellemz6 paraméterek miiszeres mérése szarazsag kezelt buzakon

A novényi gazcsere vizsgalata LCi miszerrel tortént, kétnaponta a vizmegvonasi
periodus alatt. Genotipusonként 6t cserép ndvényeinek egy zaszlos levelén, mivel az marad

a legtovabb metabolikusan aktiv.
Relativ viztartalom (RWC) meghatarozasa

A leveleket ért ozmotikus stressz mértékét a relativ viztartalom vizsgalatan keresztiil
kovettiik a 18%-o0s PEG kezelést kdvetoen, melyhez a levél kozepérdl 2 cm-es szegmenseket

hasznaltunk. Majd meghataroztuk azok relativ viztartalmat.



Statisztikai elemzés

Az eredmények kiértékeléséhez statisztikai probat alkalmaztunk, hogy megtudjuk
van-e szignifikans kiillonbség az egyes mérések kozott. Az abszcizinsav gyokérndvekedés
gatld hatasara vonatkozo adatokat Welch féle ANOVA teszttel értékeltiik ki. A levél RWC
eredmények adatait a Microsoft Office 2013 Excel program T-prébajaval elemeztiik, mely
soran meghatdroztuk a kezelések hatdsat az egyes genotipusokra nézve. A qRT-PCR alapjan
kapott expreszios szintek kozotti kiilonbség szignifikancidjanak meghatarozasdhoz One-way

ANOVA és post-hoc Tukey HSD tesztet alkalmaztunk.
Teljes RNS izolalas, RNS koncentraciok kiegyenlitése és cDNS iras

A kétféle (ABA-, szarazsag-) kezelésnek alavetett illetve a nemstresszelt
novényanyag RNS kivonasa TRI Reagent-el (Molecular Research Center, Inc.) tortént. Az
RNS-eket a NanoDrop-pal mért koncentracio értékek alapjan egyenlitettiik ki. Az RNS-ek

cDNS-¢ valo atirasara a Fermentas First Strand cDNA Kit-et alkalmaztuk.

RT-PCR és Valés idejii PCR (qPCR)

A célgénekkel folytatott kisérletek eldtt, a cDNS koncentracid kiegyenlités
sikerességérdl kontroll primerekkel végzett RT-PCR 1tjan gyézddtiink meg.

A folyamat soran kapott termékeket 1,5%-o0s agar6z gélben valasztottuk el és GelGreen
festéssel tettiik lathatova. A fragmentumok molekulatomeg meghatarozasahoz markerként a
lambda f4g DNS-ének Pstl enzimmel tortént emésztését hasznaltuk fel.

Valoés idejii PCR-t egy Corbett Research gyartmanyt Rotor Gene 6000 késziilékkel

végeztik.

Genomi DNS kontaminacio ellenorzése

A cDNS-eket tovabbi vizsgalatnak vetettiik ala, mellyel a genomi DNS maradvanyok
meglétérdl kapunk informaciot. Ezzel az eljarassal kiszlirhetd, hogy csak azokrol a génekrdl
kapjunk képet, amelyek az adott pillanatban megnyilvanulnak, s amelyekrdl érett mRNS
keletkezik.

Az Arabidopsis WIN/SHN1 (WAX INDUCER/SHINE1) génnel homolég buza gén

kivalasztasa adatbazisok segitségével illetve annak klonozasa



A kutatocsoportunk célja a buza kutikula kialakulds potencidlis szabalyozojanak
meghatarozasa és jellemzése volt a transzkripcids faktorok WIN/SHN csaladjanak tagjai

kozott (Jager et al. 2015).

A BLAST program segitségével kerestink a ladfii  WIN/SHN1 génhez
(NP_172988.1) hasonl6 szekvenciakat az NCBI Triticum aestivum EST adatbazisban.

A klénozas soran az RT-PCR-el felszaporitott baza gént (TaSHN1) elséként
restrikcids enzimmel hasitottuk. Az igy nyert inszertet pBluescript KSII vektorba ligaltuk. A

kovetkezod 1épés a ligatum Escherichia coli baktériumba torténd transzformalasa volt.

Annak érdekében, hogy a klénozott DNS szakaszt tartalmazé vektort hordozé baktériumokat
kiszelektaljuk a baktérium telepek koziil, agar lemezeket készitettiink Ampicilin 100pg/ml
¢s IPTG X-Gal felhasznalasaval. A transzformacié révén kapott elegyet ezekre az
antibiotikumot tartalmaz6 agar lemezekre szélesztettik ki. A megjelend Ampicillin
rezisztens, fehér szinii koloniakat ezutan tovabb vizsgaltuk, hogy a klonozni kivant inszertet

valdban tartalmazzak-e.

A génexpresszios adatok analizise

A real-time PCR eredmények kiértékelése a Cr (Threshold cycle = Cy) értékkel
rokonithatdé TOP (,,Take Off Point”) pontok alapjan tortént. Ezen értékeket alapul véve,
meghatarozhatdak kiilonbségek az egyes mintak kozott.

Az eredményeket relative kvantifikaltuk, az alabbi egyenletet felhasznélva:
ACt = Cr(célgén) - Cy (referencia)
ahol a ACt értéke megadja szdmunkra a kontroll és kezelt mintak kiiszobérték-ciklusszama
kozotti kiilonbségeket. Ezt kovetden az expressziobeli kiillonbség megallapitasa a kettdnek
az igy nyert érték szerint negativ hatvanyra emelésével tortént:
9 -ACT
fgy megkaptuk, hogy a referencia génhez (TaL) képest mekkora a vizsgalt gének

expresszios szintje.
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3 abra: Intercellularis CO, koncentracié (Ci) Gk Elet fajtanal
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4 abra: Intercellularis CO; koncentracio6 (Ci) Cappelle Desprez fajtanal.

A diagramok alapjan elmondhat6, hogy a Plainsman V tolerdns fajta esetében a levél belsd
terében mért CO, koncentracio a kontrollhoz képest jelentds csokkenését figyelhettilk meg
az elsé stressz kezelés végén. Ezzel szemben a tobbi genotipusnal (cvs. Mv Emese, GK Elet,
Cappelle Desprez) ez nem volt jellemzd.

Ez az ellentét vélhetden a szarazsag tolerdns Plainsman V ndvények fenntartott
fotoszintetikus aktivitasaval magyarazhato, amely igy nagyobb aranyban elhasznalja a levél

belsd légterének szén-dioxid;jat.



Biiza csiranovények kezelése PEG-el

A polietilén-glikollal torténd kezelés végén mért relativ viztartalom (RWC) meghatarozasa
megmutatja, hogy a vizsgalt levélben a kontrollhoz és a tobbi fajtahoz képest milyen a

viztartalom valtozasa.

A varakozéasunkkal ellentétben a genotipusok koziil a Plainsman V tolerans fajtanal
tapasztaltuk az egyik legalacsonyabb relativ viztartalmat 18%-0s PEG kezelést kdvetden
(harom biologiai ismétlést alapul véve, ebbdl egy jellemzét mutatok be) 5. abra. Az
érzékeny fajtak esetében a Gk Elet magasabb RWC% szinteket mutatott a szenzitiv Cappelle

Desprez-hez viszonyitva.

Buza fajtak RWC% értékei 18%-0s PEG kezelés utan
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5. abra: Relativ viztartalom értékei szazalékban kifejezve kontroll koriilmények kozott
és ozmotikus stressz hatasara (Atlag és +/- SD értékek vannak abrazolva. A kontroll és kezelt

értékek kiillonbsége ** Szignifikans P < 0,01 szinten, *** Szignifikdns P < 0,001 szinten)
Csiranovények novekedésének vizsgalata eltéré koncentracioju abszcizinsav oldatokon

A csirandvény gyokér hossz novekedés gatlas mérése egy egyszerli modja a kiilséleg
alkalmazott ABA iranti érzékenység jellemzésének (Thole et al. 2014). Ez alapjan jartunk el

a kisérletiinkben (6. abra).



Csirandvények relativ gyokér hossza ABA kezelés hatdasdra
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6. abra: A csirandvények gyokérhossz novekedésének vizsgalata kontrollként szolgalo
Atlag és +/- SD értékek vannak abrazolva. A kiilonbozd betiivel jeldlt értékek szignifikansan

eltérnek egymastol p< 0, 05 valdszinliségi szinten.

Az exogén ABA kezelésnél az alacsonyabb koncentracioknal figyelhettiink meg
kiilonbségeket. A Gk Elet fajta gyokérzete szignifikinsan kevésbé érzékeny a 10 és 20 pM
ABA hormonkezelés novekedés visszatartd hatasara, a tobbi genotipussal szemben.
Hasonloképpen viselkedtek a genotipusok az ismétlésként végzett tovabbi kisérletekben is.
A két szarazsag tolerans fajta és a Cappelle Desprez gyokérndvekedése alul maradt a Gk

Elettel szemben az alacsony ABA koncentraciok esetén.

Kontroll RT-PCR primerek alkalmazhatésaganak tesztelése szarazsagkezelt buzakban

A célgénekkel folytatott hiteles génexpresszios vizsgalathoz un. konstitutiv gének
hasznalatosak indit6 szekvenciaként, melyhez irodalmi adatok révén (Paolacci et al. 2009)

jutottunk hozza, s teszteltiik azokat a biza mintainkon (7. abra).



zasz10s levél zasz1os alatti zasz10s alatti kalasz szar
2. levél 3. levél

7. abra: Harom féle lehetséges kontroll primerrel végzett RT-PCR a bliza hajtas kiilonb6z6
szerveibll vételezett mintakon. Jelolések: L — Tal Ka, Kb; H — TaH Ka, Kb; U — ubiquitin
R3, F3 primerparok, marker (M sav).

A fentiek alapjan elmondhato, hogy TaH (*H) primer bizonyult a legstabilabban amplifikalo
szekvencianak, amely az irodalmi adatok szerint is j61 felhasznalhat6 a kés6bbi cDNS

kiegyenlitésre.

Genomi DNS szennyezés ellendrzése a cDNS mintakban

A sziiréshez olyan célszekvencia sziikséges, amely intront kell, hogy tartalmazzon,

amely az mRNS érése soran kivagodik. E szakaszok sziirése erre a célra tervezett
primerekkel végzendd, amely esetiinkben a TaG primer par volt (Ciaffi et al. 2006).
Mivel itt a genomi célszekvencia alapjan vart termék 618 bp, a CONS-rél képzddo termék
pedig 266 bp nagysagu, a gélen lathato (8. abra) fragmentek alapjan igy megallapithato volt,
hogy a cDNS-ek mentesek voltak a gDNS-t6l, nem tartalmaztak az intron szekvenciat (8.
abra).

M Plainsman V. My Emese Gk Elet Cappelle Desprez
mm 0. 20 A4S 6 8D TDANZR A UG S8 105 2 4. 6. o8 0. 2. |4 k6.0 B

8. abra: 2012 fitotron melletti szaritott mintak genomi DNS szlirése arra alkalmas

primerekkel



TaSHN1 gén kifejezodésének vizsgalata a buza kiilonb6z6 szerveiben

Az Arabidopsis génekhez valo hasonldosagot felhasznalva mas fajokban, esetiinkben buzaban

mint haszonndvényben is vizsgalodhatunk génszinten.

Szekvencia homologia alapjan BLAST program segitségével kivalasztottuk a buaza
adatbazisbol a jelolt géniinket (triDFLB: tplb0011gl4), arra primereket. Célunk a
szervenkénti megnyilvanulas tesztelése volt. amely mar ismert ludfiinél, ott foleg a

viragzatban torténik.

9. abra: A buza kiilonboz6 fejlédési fazisaiban vizsgalt TaSHN1gén expresszids mintazata.

Marker (M sav).

A gélképen jol latszik, hogy a szervek koziil a kaldszban nyilvanul meg a ludfii WIN/SHNI1
kutikularis viaszokat szabalyozé gén buiza homologja (TaSHN1) a "kaldsz magban’ fejlédési

allapotban.

Tehat elmondhatd, hogy a feltevésiink helytallo volt, az Arabidopsis-al homoldg bliza gén
szintén fOleg a virdgzatban fejezddik ki, ami azt valdsziniisiti, hogy ortolog, azaz hasonlo

funkcioval rendelkezik, mint a ludfiinél.
A TaSHNI1 gén kifejez6désének tesztelése vizhianyos buzakon

Mivel tanulmanyaim f6 irdnyvonala a buza szarazsagtiirésében feltételezhetden szerepet
Jatszo gének kutatdsa, igy kézenfekvd volt, hogy a szarazsagstresszelt biza ndvényekben is

teszteljiik az Arabidopsis WIN/SHN1-el homolog buza gént.



M _Plainsman V. Mv Emese Gk Elet Cappelle Desprez
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10. abra: TaSHNI1 gén primereivel (buSWk1 és buSWk2) végzett RT-PCR reakcid gélképe
szaritott mintakon (2012 a/ kisérlet). Marker (M sav).

A kisérlet soran 618 bp hossziisagl génszakaszt varunk, amely a fent latott 24. abran nem
detektalhatd. Az Osszes szaritdsos kisérlet esetében a gélképek ,,iiresnek’” mondhatoak
voltak, vagyis a gén nem nyilvanult meg fokozottan a vizvesztés hatasara (s6t két minta
kivételével egyaltalan nem). Mivel a szarazsagkezelt névények mindegyikén munkatarsaim
egyértelmiien kimutattdk a viaszoltsdg novekedését, feltételezhetjiik, hogy azért mads, a

TaSHN1 géntol kiilonb6zo szabalyozo gén lehet felelds.

A szarazsagstressz alatt kifejezodo szabalyozo és effektor gének tovabbi vizsgalata

A kovetkezOkben bemutatott kisérleteink arra irdnyultak, hogy az irodalmi adatok
alapjan szarazsagstressz alatt buzaban feltehetdleg megnyilvanuld gének kifejezddése
miként valtozik a vizhidnyos periddus alatt. Kivancsiak voltunk arra is, hogy az esetleges
valtozasok Osszefliggésbe hozhatok-e a fajta szarazsagtiirésének fokaval, illetve a dehidrin

gének ¢s a CBF transzkripcids faktorok kifejezddése kozott van-e osszefiiggeés.

Kisérleteinkben transzkripcios faktorokat, nevezetesen a CBF-eket (C-repeat binding
factor) is vizsgaltunk, ugyanis e gének expresszidjat a dehidrin gén indukcidjahoz
kapcsoljak példaul a Brachypodium distachyon szarazsag tolerancia valaszaban (Ryu et al.
2014).
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11. abra: RT-PCR eredménye kétnaponta torténd mintavételezéssel a négy genotipusnal,

2011a/ kisérletben szaritott mintakon.

A Cbfl4, Cbfl5 és a Wdhnl3 gének az Mv Emesénél indukalodtak legerésebben és
kifejez6désiik kisebb volt Plainsman V és Gk Elet esetében a szaritasos kezelés kés6i
fazisaban (6-8 naptol). A Wdhnl3 alig detektalhatdé Plainsman V-nél és az Mv Emesénél
szintén alacsony szinten fejezOdik ki (11. dbra). Az mRNS mennyiségben csokkenés
figyelhet6 meg mindegyik génnél a Cappelle Desprez esetében. A Chfl4, Cbfl5 és Wdhn13
gén expresszios valtozasaiban jelentds, de nem szigoru parhuzamot vélhetiink felfedezni.
Kisérleteink megmutattak, hogy a Wdhnl3, Cbfl4 ¢és Cbfl5 nagy vonalakban
koordinalt indukcidja torténik vizmegvonas alatt, ami az Mv Emese fajtdban a
legerételjesebb. Ez az expresszid ugy tlinik, hogy két fazisu; a kezdeti kifejez6dés utan,

majd a teljes vizmegvonas utdn kb. egy héttel fejezddnek ki Gjra a gének.

Nem stresszelt, fiatal biza novényeken végzett expresszios vizsgalat a szarazsag stressz

valaszban vélhetéen szerepet jatszo génekkel
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12. abra: Csirandvényeken végzett génexpresszios vizsgalat



A csirandvényekben a Cbfl4 expresszalodott, a Cbfl5 nem, ami nem vart eredmény
volt a felndtt, szarazsag stresszelt novényeknél megfigyelt génkifejezddés ismeretében. A
fenti eredményeink azt sugalljdk, hogy a két gént kiilonb6z6 mechanizmusok
szabalyozhatjdk szarazsadg stressz alatt is. Lehetséges, hogy a stresszhormon szint
kismértékili ingadozasai indukaljak a Cbf14 és a Wdhn13 expressziojat a fiatal novényekben.
Kisérletiink kapcsolatot mutat a Cbhfl4 és Wdhn13 expresszioja kozott.
A Kkisérletet megismételtiik real-time PCR-el is, hogy megbizonyosodjunk a tapasztalt
génkifejez0dések mennyiségi viszonyait illetden, €s hogy a szemi kvantitativ RT-PCR

eredményeink valodisagat altalaban bizonyitani tudjuk (13. abra).
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13. abra: Csirandvényeken végzett qPCR eredménye. Atlag és +/- SD értékek vannak
abrazolva. A kiilonbozd betiivel jelolt értékek szignifikansan eltérnek egymastol p< 0, 05

valdszinliségi szinten.

A gPCR-el kapott eredmények nagy mértékben aldtdmasztjdk az RT-PCR-nél latott
expresszios mintazatot (29. abra). A legmagasabb expresszids szintet a Wdhnl3 gén
esetében a tolerans genotipusoknal lathatjuk (Plainsman V, Mv Emese). A Cbfl4 génnel
szemben a Cbfl5 génnél genotipustol fliggetleniil alacsony marad a kifejezédés. A qPCR
eredményeket szamszeriisitve elmondhatd, hogy a Plainsman V esetében a Wdhnl3
kifejez6dése 9x-es, mig az Mv Emesénél ez 8,5x-os a masik két fajtahoz képest (Gk Elet,
Cappelle Desprez).

A Wdhn13 és a Cbfl4 koexpressziojat tekintve elmondhato, hogy bar kifejezddési szintjiik
kozott vannak kiilonbségek, viszont a Cbfl5 standard érték koriili megnyilvanulasat alapul

véve, a Cbf14 kifejez6dési szintje mégis jelentdsnek mondhato.



3.1. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

o Kimutattuk, hogy a Plainsman V fajta zaszlds leveleiben vizhianyos stressz hatasara

a CO; koncentracio a vizsgalt tobbi fajtanal erételjesebben csokkent.

o Sikeriilt megbizhatéan miikodo kontroll géneket azonositani biiza RT-PCR ¢és qPCR
kisérletekhez, tovabba olyan genomi szennyezddés vizsgalatdhoz alkalmas
primerpart alkalmaztunk, mellyel sziirhet6é a genomi DNS kontaminacié buza cDNS

mintakban.

e Teljes vizmegvonas alatt a Wdhnl3 dehidrin és a Chfl4 és Cbfl5 transzkripcios
faktor gének nagy vonalakban koordindlt indukcidja tortént, ami az Mv Emese
fajtaban volt a legerételjesebb. A génexpresszio két fazisu volt, a kezdeti kifejezodés
utan a gének kb egy héttel ismét megnyilvanultak. A Wdhn13 gén expresszidja nem
stresszelt csirandvények levelében a tolerans fajtakra (Plainsman V, Mv Emese) volt
jellemzd. A Cbfl5 gén megnyilvanulasa egyik fajta csirandvényeiben sem volt

tapasztalhato stresszmentes kortilmények kozott.

e in silico azonositottuk és klonoztuk a kutikula fejlodésért felelés Arabidopsis
WIN/SHNL1 transzkripcios faktorral ortolog buza gént, és annak szervek szerinti
kifejez0dési mintazatat buzdban meghataroztuk. Tovabbi eredményeink szerint a gén

a vizhianyos sressz hatasara nem Iépett miitkodésbe egyik genotipus zaszlos

crer

e A vizsgalt tolerans és érzékeny buza genotipusok kozott, gyokérndvekedés gatlas
hatason alapulva, az Elet fajta abszcizinsavra valo relativ érzéketlenségét allapitottuk

meg.

4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
Vizhiany hatasa a gazcserére

Az éltalunk vizsgalt fajtak koziil a Plainsman V esetében figyeltink meg Ci értékének
csokkenését az els6 vizmegvonasos kezelés végén. Ezt az eredményt tdmasztjak ald a Fabian és
munkatarsai (2013) valamint Paul és munkatarsai (2016) altal végzett kisérletek is, amelyben
vizhidnynak tettek ki altalunk is vizsgalt bliza fajtakat. A szarazsagérzékeny Cappelle Desprez
fajta tekintetében sajat adataink illetve Fabian et al. (2013) eredményei kozott eltérés figyelhetd

meg, ugyanis ebben a genotipusban kisérleteink soran mi nem detektaltunk csékkenést a Ci



értékekben. Fabian és munkatarsai (2013) kutatasi eredményei tehat a Plainsman V fajta
tulajdonsagait tekintve egybevagtak a mi vizsgalatainkbol lesziirhetd kovetkeztetésekkel,
megerdsitik azt. A fentieket 0sszegezve feltételezziik, hogy az altalunk vizsgalt genotipusok
koziil a szarazsag tolerans Plainsman V novények az alkalmazott els6 vizhianyos periodus végén
feltehetéen tovabb képesek voltak fenntartani a fotoszintetikus aktivitast, ami magasabb szén-

dioxid fixaciot és alacsonyabb Ci értékeket eredményezett.
Ozmotikus stressz hatasanak vizsgalata

Szamos tanulmany sziiletett a vizhiannyal szembeni eltérd szenzitivitasu gabonafélék
ozmotikus stresszre adott valaszairol. Gudth és munkatarsai (2010) a szarazsag tolerans Mv
Emese illetve az altalunk is vizsgalt egyik érzékeny genotipus Gk Elet valaszait vizsgaltik
ozmotikus stresszre nézve, 400 mOsm-os polictilén-glikol mellett. Az Mv Emese
vizpotencialja kevésbé csokkent, de nem valtozott meg szignifikansan a stressz koriilmények
kozott a 21 napig folyd kisérlet soran. Szemben a Gk Elettel, ahol az eltérések
szignifikansak voltak. Tovabba a levél vizpontencidl értékek jellemzden alacsonyabb szintet

mutattak a kontroll névényekhez képest.

A kisérleteinkben kapott eredmények Osszhangban vannak a fentiekben felvazoltakkal,
miszerint a Gk Elet, szenzitiv fajtaként erdsebben reagilt az ozmotikus stresszre, mint a
tolerans Mv Emese genotipus. A Plainsman V tolerans fajtaként ismert genotipus az

ozmotikus stresszt nem tiirte jol, igy vélhetéen mas szarazsagtiirési modszert alkalmaz.
Csiranovények gyokerének novekedése eltéré koncentracidoju abszcizinsav oldatokban

Kisérleteink soran a GK Elet fajta esetében intenziv novekedés volt megfigyelhetd
10 és 20 puM-os hormon koncentracional, szemben a tobbi fajtaval. Ez az ABA-ra valo

érzéketlenség valoszinlileg hozzajarul a fajta alacsonyabb szdrazsagtiiréséhez.

A gyokér novekedés ABA gatlasara valo érzéketlenségét Guoth és munkatarsai is (2010)
megfigyelték a GK Elet fajtdknal. A kiilséleg alkalmazott PEG kezelés soran azt
tapasztaltdk, hogy az aranylag magas endogén ABA szint a GK Elet gydkér novekedését

kevésbé gatolta, mint a tolerdans Emese fajtanal.

rrrrrr

Ismeretes, hogy az Arabidopsis kutikula kialakuldsdban nagy szerepet jatszik a WAX
INDUCER/SHINE (WIN/SHN) fehérje, mely egy az APETALA2/ERF tipust transzkripcios
faktor (Aharoni et al. 2004). Broun és munkatarsai (2004) ludfilben vizsgaltdk a gén



kifejezodését. Az RT-PCR eredményeként a viragban talaltdk annak a legnagyobb kifejezodését

(a levélben és szarban megfigyelt kis mennyiségli géntermék mellett).

Szervenkénti kifejezodési vizsgalataink szerint a TaSHN1 gén kifejezddése a buza viragzatban
magas Vvolt. Mivel a viragrészek gyors fejlédése soran a kutikula komponensek és a viaszok
fokozott képzddése is jellemzO, az ebben szerepet jatszd gének magas expresszidja nem

meglepd.
A buza TaSHN1 gén kifejezodésének vizsgalata szarazsagkezelt buzanal

Buzaval folytatott kisérleteinkben szarazsag stresszt alkalmaztunk négy genotipuson.
Kivancsiak voltunk, vajon a stresszkezelés soran bekdvetkezd viaszfedettség ndvekedés
egylitt jar-e a TaSHN1 gén esetleges indukciojaval. Ezért a kontroll és stresszkezelt buzak
zaszl0s leveleibdl nyert mintakon a WIN/SHN1-el homolog biza génre (TaSHN1) specifikus
RT-PCR reakciot végeztiink. A génexpresszios vizsgalat eredménye az volt, hogy nem

kaptunk a tesztelt gén kifejezddésére utalo jelet egyik genotipus esetében sem.

Feltételezhetd, hogy buzanal is helytalldo hogy a TaSHN1 génen kiviil mas szabalyozé gének
illetve transzkripcios faktorok jatszhatnak jelentésebb szerepet a szarazsag stressz indukalt

kutikula gyarapodas folyamataban.
Szarazsag indukalta génexpresszio elemzése

A kivélasztott buza fajtakat az élettani méréseken kiviill génexpresszids
vizsgalatoknak is alavetettilk. Az altalunk vizsgalt genotipusokkal tobb publikdcioban is
talalkozhatunk, amik egybevagnak a Plainsman V és Mv Emese tolerans illetve a Gk Elet és
Cappelle Desprez szenzitiv tulajdonsagaval vizhianyos stressz esetén (Guoth et al. 2009;

Jager et al. 2014).

Kisérleteink azt mutattadk, hogy az Mv Emese fajtaban vizhianynal a Wdhn13, Cbfl4 és
Cbf15 gének nagy vonalakban koordinalt kifejezodése torténik. Ez a kifejez6dés ugy tiinik,
hogy két fazist, a kezdeti (nem egyontetli) expresszido lecsengését kovetden a teljes
vizmegvonas utan kb. egy héttel (a Cappel Desprez kivételével) Gjra indukalodtak a gének.
Ez a masodik valaszgén kifejez6dési maximum az Mv Emese fajta esetében volt a

legkifejezettebb.

A DHN ¢és a Cbf gének kifejez6dése kozott tobb mas esetben is parhuzamossagot mutattak
ki (pl. Kume és munkatarsai [2005] hideg stressz alkalmazasa soran). A Wdhn13 gént tobb

TF is szabalyozza. A Cbf gének részvétele szarazsagstressz alatt a Wdhnl3 gén



transzkripcionalis szabalyozdsaban jol egyezik az altalunk kapott eredményekkel. A

szarazsag stresszelt buza novényekben a Wdhn13 valésziniileg Cbf gének altal szabalyozott.
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