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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABA - Abscisic Acid (abszcizinsav)

ABRE - ABA-responsive element (abszcizinsav érzékeny elem)

ABRC - ABA-responsive sequence complex (abszcizinsav érzékeny szekvencia komplex)
AREB/ABF - ABRE-binding protein (ABRE ko6t6d6 fehérje)

bp - base pair (bazis par)

bZIP - basic leucine Zipper Domain (bazikus leucin cipzar domain)

Cor/Lea - Cold-responsive/Late-embryogenesis-abundant (hidegre valaszado/ embriofejlodés

késoi szakaszaban kifejez6d6 gének)
CBF - C-repeat binding factor (C- ismétl6d6 szekvenciahoz kot6do faktor)

DRE/CRT - Dehydration-Responsive Element/C-repeat (dehidratacié érzékeny elem/C-

ismétl6do szekvencia)

DREB - DRE binding protein (DRE elemhez k6t6d6 fehérje)
DHN - Dehydrin (dehidrin)

EST - Expressed Sequence Tag (kifejez6d6 szekvencia)

PEG - Polyethylene-glycol (polietilén-glikol)

QTL - Quantitative Trait Loci (mennyiségi tulajdonsagok 16kusza)
ROS - Reactive Oxygen Species (reaktiv oxigén formak)

RT-PCR - Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (reverz transzkripci6 polimeraz

lancreakico)
RWC - Relative Water Content (relativ viztartalom)
TF -Transcription Factor (transzkripcids faktor)

WIN/SHN1 - WAX INDUCER/SHINEI (viasz indukalo/shinel)
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1. BEVEZETES

A n6vény helyhez kotott életmodjabol fakadoan fokozottan ki van szolgaltatva a kiilonféle
korokozok és kartevok mellett a kedvezdtlen kornyezeti tényezdknek is. Mind az alacsony,
mind a magas hémérséklet illetve a csapadékhidny is elOnyteleniil hat az alapvetd élettani
funkciokra ¢és produktivitasra. A vizhidny az egyik leglimitalobb tényezé a ndvények

produktivitasaban.

Egyre égetobb problémat okoz az emberiség szdmara az éghajlatvaltozassal torténd
versenyfutds. A népességndvekedés mellett a csokkend tendencidt mutaté megmiivelhetd
foldtertiletek és a korlatozott vizellatas is tovabb sulyosbitja a helyzetet. Ezért kulcs szerepet
jatszik a vizforrasok ésszerli felhasznaldsa, beleértve a tarozok, csatornarendszerek kiépitését,
és a vizkészletek megérzését. Ugyanezek a koriilmények olyan termesztett novényfajtak
nemesitését siirgetik, melyek terméshozama a valtozo kornyezeti feltételek mellett is stabil

marad.

A vizhidny hatdsdra a csokkend ozmotikus potencial hatassal van a ndvény minden
folyamatdra, a membran tulajdonsagokra, fehérjekonformaciora, a kloroplaszt szervezddésére,
az enzim aktivitasokra, a novekedésre. Mindezek tovabb novelik a mas stresszre valo
fogékonysagot és csokkenthetik a terméshozamot. A fotoszintetikus aktivitds csokkenése és a
gyorsabb levél szeneszcencia is hatranyosan érintik a hozamndvekedést. A vizhianyos Stressz
masik hatasa, hogy csokkenti a transzspirdciot, a tdpanyagok felvételét és a transzlokaciot,
redukalja az asszimilaciot, a sejt novekedést és megnyulast. Ezek a folyamatok jelentdsen
befolyasoljak a termésmennyiséget a f6 gabonandvényiink, a kenyérbtiza (Triticum aestivum

L.) esetében is.

Ahhoz, hogy ndvelni tudjuk a haszonndvények szarazsaggal szembeni toleranciajat
elengedhetetlen, hogy megértsiik a fiziologiai, biokémiai és génszabalyozasi haldzatok
alapjait. A modern molekularis biologia vivmanyaival lehetéségiink nyilik arra, hogy
betekintést nyerjiink azon utvonalakba, amelyek stressz esetén aktivalodnak. A stressz
indukalhat6 gének €s transzkripcids faktorok miikodése transzgénikus technikdk révén modell
novényekben is vizsgalhato, mint amilyen példaul az Arabidopsis thaliana (ludfii). Ezen tal
fontos még azon anyagcseretermékek szerepének a felderitése is, amelyek kozvetleniil

hozzajarulhatnak a szarazsag tolerancia kialakulasdhoz.
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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 eltéré szenzitivitasukat eredményezi elégtelen vizellatas
esetén. Ehhez élettani és biokémiai méréseket illetve génexpresszios vizsgalatokat végeztiink.
Misodsorban kutatasaink soran tanulmanyoztuk egy, a ludfii viasz boritottsagért felelds gén

(SHN1) buza homoldgjat (TaSHN1) normal vizellatasnal és vizhiany esetén is.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A vizhidny hatdsa a névényi novekedésre

A szarazsagstressz (vizhianyos stressz) a novénytermesztésben az egyik leggyakoribb
abiotikus stressz faktorok kozé tartozik. A viz hianya kihat a természetes vizkorforgasi
ciklusra a fold és a légkor kozott, ami végsé soron befolydsolja a csapadék mennyiséget.
Aszaly akkor kovetkezik be, amikor a talajnedvesség szintje és a relativ partartalom a
levegében alacsony, mikdzben a hémérséklet magas. A vizhianyos stresszt a csokkent
vizutanp6tlasbol szarmaztatjak, amely kihat a novény novekedésére, életfunkcidira, valamint

a termés mennyiségére és mindségére is (Akinci és Losel, 2012).

Azonban a novények képesek megbirkozni a szérazsag stresszel kiilonb6zd genetikai
¢s adaptiv mechanizumusaik atal. Ezek révén olyan fizioldgiai ¢és biokémiai fejlédésen

mennek keresztiil, mely a vizet jobban hozzaférhetdvé teszi (Ali et al. 2014).

Szinte minden ndvényi folyamatra kozvetve vagy kozvetleniil kihatdssal van a
rendelkezésre allo vizmennyiség. A legtobb ndvény életciklusa soran ki van téve révidebb
vagy hosszabb vizhianyos stressznek, amelyhez kiilonb6z6é mechanizmusokkal igyekeznek
alkalmazkodni. Néhanyuk konnyebben alkalmazkodik a valtoz6 kornyezethez, mint masok,
elényhoz jutva a versenytarsakkal szemben. A hozamot er6sen korlatozza a vizhidny a vilag
szamos részén. A novények fiziologiai valaszait és termésmennyiségiiket stressz esetén a faj,
fajta, a talaj tipusa, a rendelkezésre all6 tapanyagok és az éghajlat is befolyasolja. A
termesztésben potencialisan résztvevo foldteriiletek nagy része vizhianyos (Akincr és Losel,

2012).

A nbvény szamara kiemelt fontossaggal bir az elérhetd vizkészlet, ugyanis a legtobb
lagyszara novény friss sulyanak a 80-90%-at viz adja, a fasszartiak frisstomegének pedig
atlagosan tobb mint 50%-at teszi ki. A vizellatas korlatozott a vildg szdmos részén, ahol a
produktivitas csak ugy novelhetd, ha olyan ndvényeket termesztiink, amelyek jol adaptalodtak

a kedvezdtlen koriilményekhez.

A kutatok egyik célja megérteni és feltdrni azokat a t0lélési mechanizmusokat,
amelyek ndvelik a novények szarazsag toleranciajat azokon a teriileteken, ahol korlatozottak
az ontozési lehetdségek, illetve ahol a szaraz periddusok gyakoriak. A nemesitési torekvések

tobbnyire a hozam novelésére iranyulnak, olyan magas hozamu genotipusokra, amelyek

10
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képesek talélni a sz€élsdséges kornyezeti valtozasokat, kiilondsen azokban a régidokban, ahol a

vizhiany gyakori.

Vizhiany esetén a stressz kezdetben csak napkdzben, atmenetileg jelentkezik *’ciklikus
vizstresszként’’, este viszont a novény vizhaztartasa normalizadlodik a parologtatas

mértékének csokkenésével.

A gabonafélék kiillonbozd mechanizmusokkal igyekeznek ellendllni a vizhianyos
stressznek. Rambal és Debussche (1995) szerint a stressz indukalt valtozasok elsésorban a
gyokeret és a xilémet érintik. Az enyhén vizhianyos névények gyokérzete gyakran sokkal
mélyebbre hatol a foldben, mint azoké, amelyeket rendszeresen 6ntdztek. A talaj fokozodod
kiszaradadsakor a gyokér szuberizacid ¢és/vagy a finom gyokérrendszer karosodasa
kovetkeztében csokken a gyokér vizfelvételi képessége, ami mérsékli a vizszallitast a

transzspiralo levél felé.

A vizhianyos stresszre adott ndovényi valaszok nagyon kiilonbozéek lehetnek, ezek
alapvetden a fajtol, fajtatol és a stressz sulyossagatol fiiggnek. A talaj kiszaraddsa magéval
vonja a s6 koncentracié novekedését és a mechanikai ellenallas fokozodasat is a gyokerek
szamara. A vizhiany jelentdsen befolyasolja a novekedést, egész ndvényi szinten nézve a
gyOkér-hajtas aranyt. Ha a vizellatottsag cs6kken, a hajtas novekedése gyakran jobban gatolt,
mint gyokéré. Szinte minden névényi folyamatra kozvetve vagy kozvetleniil kihatassal van a
vizhidny. A szdvetek kémiai és fizikai komponenseinek modositasaval a stressz negativan

befolyasolhatja pl. a gylimolcsok izét és a fak keménységét (Akinci és Losel, 2012).

Ismert, hogy a vizstressznek a morfologiai bélyegekre olyan hatasai vannak, hogy a
biomassza aranyban is valtozasok tortének. Kutatok arr6l szamoltak be, hogy bar a vizstressz
csokkenti gyokér megnyulast és a levélteriilet kiterjedését is, de ezek nem egyforman
érvényesiilnek. A levélndvekedés altalaban 1ényegesen gyorsabban csokken, mint a gyokére, a
fotoasszimilatumok szallitasanak aranya a gyokér iranyaban né. A vizstressz a kontrollhoz
képest jelent6s elmaradast idézett el6 a magassagban, a levélszamban, a levél feliilet indexben
€s a szaraztomegben tobbek kozott gyapot novényeknél és a Cucurbitaceae csalad néhany
fajanal (Akinci és Losel, 2012).

A kovetkezd abra a ndvény szdrazsag stresszre adott molekularis, cellularis valamint élettani

valaszait foglalja dssze (1. abra):

11
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1. abra: Az egyes szervekben végbemend, vizhidny okozta valtozasok. Csokkend
vizpotencial kovetkeztében elsdként a gydkérben ndvekszik meg az ABA szintézise, mely egy
sor lancreakciot indit el a ndvényben: sztdbma zarast, fotoszintézis gatlast, csokkend szénhidrat
eléallitast, ami végiil a sejtosztddast és sejtmegnyulast akadalyozza a hajtasban. Ennek
eredményeként a ndvekedés lassul. A reproduktiv szervekben a tdpanyag ellatas csokkenését,
magkezdemény abortalast és pollen sterilitast idézhet el a szarazsag (Forrds: Barnabas et al.

2008).
2.2. A novények felosztasa a vizhidnyos stresszre adott valaszaik szerint

A novények szarazsagra adott vélaszai osztalyozhatdak ugy, mint: 1) rovid tava
valtozasok, amelyek foként élettani valaszokkal kapcsolatosak (pl sztoma szabalyozas); 2)
akklimacié a rendelkezésre allé vizmennyiséghez (oldott anyagok felhalmozasaval torténd
ozmotikus potencial szabalyozasa és morfologia valtozasok); 3) adaptacid a vizhianyos
stressz koriilményekhez (6roklodo fizioldgiai mechanizmusok és specifikus modosulasok az

anatomiaban, felépitésben) (Akinci és Losel, 2012).

Azok a novények, amelyek vizhidnyos stressz hatdsara gyors szaporodasba kezdenek

¢s a magok révén biztositjak a kovetkezd nemzedék talélését, a stresszt elkeriilok kozé

12
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tartoznak. A kiszdradast elhalasztok vagy a viz felhasznalasi hatékonysaguk tekintetében
jobbak mas fajtaknal, vagy azért tudnak tobb szaraz tomeget felhalmozni, mert nagyobb
mennyiségii vizhez képesek hozzajutni a mély gyokérzetiik révén, mint a sekély gyokérzetet

fejleszto fajok, genotipusok.

A dehidratacio toleransak ugyanolyan vizfelhasznalasi hatékonysaggal birnak, mint a
szarazsagérzékeny novények, de alacsonyabb szoveti hidrataciés szinteken is képesek
novekedni. A tolerans genotipusok nagyobb eséllyel ¢€lik tal a vizvesztést, a stresszt kovetd

rehidratacidjuk pedig hatékonyabb, mint az érzékeny novényeké.

A dehidratacid toleranciat egy olyan tulajdonsadgként definidlhatjuk, ami lehetdvé teszi
a novénynek, hogy a dehidratalt allapotot elviselje, és hogy e koriilmények kozott is képes
legyen megdrzi egyes funkcidit. Mar a mag embridja rendelkezik ezzel a tolerancidval,
viszont csirdzas utan elvesziti azt. Sz¢élsOséges desszikacio utan is egyes novények képesek
feléledni, mely sajatossdgot a kutatok igyekeznek feltdrni és atiiltetni haszonndvényekbe,

hogy javitsak azok stressztiirését. (Blum A., 2005).

A vizhidnyos koriilmények alapvetdéen a ndvény ’fitneszére” hatnak, amely a
mezbgazdasagi kultarak produktivitasira van végsé soron kihatassal. fgy az a faj/fajta
nevezhet0 szdrazsdg tolerdnsnak, amelynek a hozama stabilnak mondhato ilyen helyzetekben

(Akinci és Losel, 2012).
2.3. Novényi stratégiak vizhiany esetén

A novények olyan fiziologiai és Okologia stratégidkat alakitottak ki, hogy a stressz
elkertilésével vagy az arra valo tolerancia altal birk6zzanak meg a vizhidnnyal. Kramer és
Boyer (1995) a ndvények szarazsag tolerancia stratégiait a kovetkezOk szerint csoportositotta
1) gyors egyedfejlédés a szarazsag kovetkeztében, vagy reprodukcid inditasa a rehidratacio
utan, 2) a dehidratacio késleltetése mély gyokérzet fejlesztése révén, 3) a transzspiracio elleni

crer

novekedés folytatodasa.

Azon széarazfoldi novényeket, amelyek alkalmazkodtak a mérsékelt vizellatashoz
mezofitaknak nevezzilk, mig a szaraz koriilmények kozott éloket pedig xerofitdknak. A
novények sulyos és/vagy ismételt vizhiany esetén képesek xeromorfoldgiai bélyegeket

fejleszteni. A fej6dé novényeknél ilyenek az egységnyi levél feliiletre esd sztomak szamanak
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novekedése, a kisebb méretli gazcserenyilasok aranyanak emelkedése, az epidermalis és
mezofill sejtek és levél szOrok striiségének a novelése valamint a levélerezet stirliségének

novelése, tovabba a kiilsé epidermalis sejtfal és a kutikula megvastagitasa (Akinci és Losel,
2012).

A levél adaptacioja a kornyezethez az egyik f6 valasz, amely segitségével a ndvény sikeresen
at tudja vészelni a vizhidnyos iddszakot. Morgan (1980) ramutatott arra, hogy né¢hany fajta
levelének hossziranyban torténé bepondorodése csokkenti a levél napsugarzasnak kitett
felilletét, amely fontos lehet vizvesztés szabalyozasa szempontjabol és ez valtozasokat

eredményez a levél sejtjeinek turgoraban.

A vizhiany a turgor csOkkenésével, azaz hervadassal jar egyiitt, ezen kiviil megall a sejtek
novekedése, bezarodnak a sztomak, csokken a fotoszintézis és még sok mas alapvetd
anyagcsere valtozas torténik. Larcher (1995) szintén megallapitotta, hogy csokken a levelek

novekedése vizhianyos feltételek kozott, a sztomak siirlibben alakulnak ki az epidermiszen.

A vizhiany altalaban noveli a viasz lerakodast a levél feliiletén és vastagabb kutikulat

eredményez, ami az epidermisz vizvesztését mérsékelheti (Akinci és Losel, 2012).

2.4. A novények vizhidnyos stresszre adott fiziologiai valaszai
2.4.1. Vizhiany hatasa a fotoszintézisre

A fotoszintézis a vizhidnyra mérsékelten érzékeny életfolyamat, a novekedésnél
érzékenyebb, a 1égzésnél ellenallobb e tekintetben. A novény igyekszik alkalmazkodni a
szarazsadghoz kiilonb6z6 akklimatizacids valaszok révén, melyek tobbek kozott védd hatas
gyakorolnak a fotoszintézisre. Igy a novény képes fenntartani a dehidratalt allapot ellenére a

szén asszimilaciojat (Chaves et al. 2009).

A gabonafélék koziil a buza (Triticum aestivum L.) a szarazsagra érzékeny fajok kozé
tartozik, kiilondsen szemfeltoltédés idején. Szamos kutatd beszamolt arrdl, hogy a viragzas
utdni széarazsag a blUza szeneszcencigjat stimuldlta és novelte a tarolt szénhidratok
remobilizaciojat a szarbol és a levelekbdl a szemekbe. A levél szeneszcenciajanak jele a
klorofill bomlasa és a fotoszintetikus aktivitas csokkenése. A fotoszintézis a f6 metabolikus
folyamat, amely meghatarozza a szemtermés mennyiségét a buzanal. Altalanosan elfogadott

az a tény, hogy ha a levelekben képes fennmaradni a fotoszintézis kiilondsen, ha ez a zaszlos
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levelekben torténik, az nagymértékben pozitiv Kihatassal van a hozamra. A Klorofill a
fluoreszencidjat gyakran hasznaljak a fotoszintetikus apparatus miikodésének kovetésére a
ndvény vizstresszre adott valasza kozben. Szamos kutatd ugy tartja, hogy a korlatozott
elérhetd viz mennyiség valdsziniileg nincs szignifikans hatassal a kettes fotokémiai rendszere
(PSII) a buzaban vagy a durum buzaban, viszont mas kisérletek arrél tantskodnak, hogy
sotétadaptalt allapotban a PSII maximalis hatasfoka (Fv/Fm) csokkent a zaszlos levelekben

stlyos aszaly esetén (Guoth et al. 2009).

A Kklorofill fluoreszencia indukcié nyomon kovetése alkalmas arra, hogy megfigyeljiik
a buza fajtakat vizhianyos kortiilmények kozott, ezt tovabbi modszerekkel lehet kombinalni a

szarazsag tolerancia pontosabb értékelése végett (Guoth et al. 2009).

A vizhianyos stressz csokkenti a fotoszintézist azaltal is, hogy a fényhasznositas
szempontjabol hatékony teriiletek zsugorodnak, igy az egységnyi levél feliiletre esd
fotoszintézis aranya is csOkkenni fog. A vizhiany a levél novekedését mérsékli, illetve

fokozza a levelek oregedését, mely szintén gatolja a fotoszintézist (Akinci és Losel, 2012).

A ndvényeknél tobb tényezd is okozhat Sztomazarddast, ezek kozott van a levél
vizpotencialjanak csokkenése is. A fotoszintézis gatlasa legegyszeriibben a sztoma zarassal és
a bels6 CO2 koncentracié csOkkenésével magyardzhatd, mivel stressz esetén a sztomak
zartsaga sokkal nagyobb mértékii, mint normal koriilmények k6zott. A fotoszintézis gyakran a
sztoma konduktanciaval parhuzamosan vagy jobban is csokkenhet. Vizhidnyos stressz esetén
a magasabb rendli n6vényekben a fotoszintetikus rata gyorsabban csokken, mint a 1égzés. A
vizellatas csokkenésének korai hatdsa a levelekben altalaban részleges vagy teljes sztdma
zarddas, igy lényegesen csokken a CO2 mozgasa az asszimildlo levelekbe és ezaltal akar

tizedrészére csokkenhet a fotoszintetikus rata (Akinci és Losel, 2012).

A fotoszintézis és a levél vizellatottsaga kozotti kapcsolatot Quick et al. (1992) azzal
magyarazzak, hogy a szantofoldi korilmények kozott CO2 gazdag kornyezetben a
fotoszintézis maximum értéket mutat reggel, ami késObb a nap folyamén a csokkend
vizpotencial és novekvo levél vizgéznyomas deficit miatt egyre alacsonyabb lesz (Akinci és
Losel, 2012).

A szédrazsag megakadalyozhatja a CO2 belépését a levelekbe, tovabba befolyasolhatja

a CO2 megkdtését a karboxilacios folyamatok gatlasa révén, ami a nettd fotoszintézis rata
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csokkenését eredményezheti. Szamos kutatds igyekszik feltdrni azt a kapcsolatot, ami a
levelek fotoszintetikus apparatusanak fluroreszencias jellemez6i és a membran lipidek foto-
oxidacios folyamatai kozott van. Az eredmények azt sejtetik, hogy a PS II fény energia

rendszer atalakuldsa és reaktiv oxigén formék szorosan kothetdek a stresszhez (Li et al. 2015).

2.4.2. A prolin szerepe szarazsag alatt

A prolin aminosav felhalmozddasa és szerepe bizonyos kornyezeti stresszekre adott
valaszok soran széles korben ismert a magasabb rendli novényekben. Védovegyiiletként
szerepel az ozmotikus stressz elleni védelem beallitasaban, hozzajarul a szubcellularis
struktarak stabilitasahoz (példaul membranok és lipidek esetében), szabadgyokfogd és
pufferolja a cellularis redoxpotencialt a stressz alatt. Kompatibilis ozmotikum, azaz
felhalmozodasa a citoplazméaban nem karositja az enzimek miikodését, enyhiti a citoplazma
savasodasat és fenntartja a megfeleld6 NADP*/NADPH aranyokat. Ezen kiviil ismeretes, hogy
a prolin példaul a sostressz valasz gének expresszidjat indukalja, amelyek promoterében
prolin valasz elemek (PRE) vannak. Vizdeficit vagy sdstressz esetén a prolin a citoszolban
akkumulalodik, ahol hozzéjarulhat a citoplazma ozmotikus potencidljanak beallitdsahoz. Az
ozmotikus tolerancidban betoltott szerepe, illetve ennek mechanizmusa azonban még
kérdéses. Mig szamos tanulmany azt mutatja, hogy pozitiv kapcsolat van a prolin €s a stressz

crcr

kovetkezménye és nem a toleranciahoz vezet6 valasz része (Ashraf et al. 2007).

A prolin vizoldhatdsaga rendkiviil jo, szilard hallmazallapotban kristalyos ionracs szerkezetli
vegyiilet. A citoplazmaban hidrotopikus tulajdonsaga révén segit a sejteknek megbirkézni az

ozmotikus stresszel szemben (Srinivas és Balasubramanian, 1995).

A prolin bioszintézisében két enzim jatszik Kkulcsszerepet, a pirrolin-5-karboxilat
szintetaz (P5CS) illetve a pirrolin-5-karboxilat reduktaz (P5CR). Transzgénikus dohannyal
végzett kisérletben, amiben a P5CS-t tultermeltették, a prolin mennyiség novekedése mellett a

ndvény szarazsag és sostressz toleranciaja is megndtt (Ashraf et al. 2007).

A vizstressz eldidézheti egyes metabolikus faktorok szignifikans valtozasat, ugymint a
klorofill tartalom csokkenését és a prolin felhalmozodasat. A szabad prolin akkumulacid és
cukor magas koncentaricoja adaptiv mechnizmusokat jelent a névényben az abiotikus stressz

alatt (Ali et al. 2014).
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A prolin akkumulacidja stressz alatt szamos novényfajban Osszefiigg a stressztoleranciaval,
ugyanis megfigyelték, hogy a Kkoncentraciéja magasabb lehet a stressztolerans
genotipusokban, mint a stresszérzékenyekben. Példaul, mig a sotolerans lucerna gyokérben
gyorsan megdupldzodott a prolin koncentracid sostressz idején, addig a soéérzékeny
novényekben a valasz lasst/késleltetett volt. A prolin felhalmozodasat nemcsak a szalinitas
indukalja, hanem a szarazsag is. A vizhianynak kitett rizs ndvényekben a prolin koncentracio
a levelekben szintén emelkedést mutatott. A prolin szarazsag indukalt akkumulécidja
Osszefiigg a prolin prekurzorok (glutaminsav, ornitin, arginin) mennyiségének novekedésével
is. Bizaban azt talaltak, hogy a prolin felhalmozddasa szignifikansan nagyobb mértékii volt a
szarazsag tolerans fajtakban, mint a szenzitivekben (Ashraf et al. 2007).

Nayyar és Walia (2003) kiilonb6z6 buza fajtakkal folytatott kisérlete soran vizstressz hatasat
szimulaltak polietilén-glikol kezelés révén (PEG-6000), mellyel -1,5 MPa ozmotikus
potencialt idéztek eld. A tolerans genotipusokban a prolin szint felhalmozodasa jellemzden
gyorsabb volt, mint a fogékony fajtakban.

A prolin vizsgalatokkal kapcsolatban szdmos olyan tanulményt talalunk, ahol
bizonyitast nyer, hogy az abiotikus stresszre megemelkedik a szintje a ndvényekben, viszont
az, hogy mely mechanizmus(ok) szabalyozzdk a bioszintézisét még tisztazatlan. A
rendelkezésre all6 informaciok fényében ugy tlinik, hogy a prolin akkumulacidja mind ABA-
fiiggé mind ABA-fliggetlen jelatviteli Gtvonalak altal kozvetitett. Az ozmotikus stresszre
valaszként ABA akkumulédlédik a novényben, amely szabdlyozza a PSCS gén expressziojat,
ami részt vesz a prolin bioszintézisében. A P5CS gén ABA-kozvetitett indukcidjaban
szarazsag- és sostressz alatt az abszcizinsav mellett a kalciumnak is bizonyitottan szerepe van

(Ashraf et al. 2007).

A stressztolerancia javitasara iranyuld transzgénikus kisérleti megkdzelitések koziil
sikeresnek mondhaté a prolin dohanyban vald tultermeltetése, melynek kovetkeztében
szignifikansan csokkent a szabad gyokok szintje, és ami ndvelte a toleranciajat 200 mM

NaCl-al szemben (Ashraf et al. 2007).

Arabidopsis-szal és babbal végzett kisérletek soran vizsgaltdk a P5CS ¢és P5SCR
génjeinek expressziojat a dehidratacio alatt. A ladfiinél a PSCS mRNS szintjének novekedése
a szaritas kezdete utani két 6ran beliill mar kimutathatd volt és tiz 6rdig tovabbi novekedést
mutatott. Amikor a ndvényeket visszadntozték tiz ora elteltével, a transzkripcids szint 6t 6ran

beliil lecsokkent, végiil visszatért a nem kezelt novények szintjére. Hideg stressz esetén
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viszont a PSCS mRNS szintjének csak minimalis emelkedését figyelték meg az alacsony

hémérsékleti kezelés kezdetétdl szamitott 24 6ra multan.

Egyes vizsgalatok szerint a PSCR gén expresszidja nem mutatott szignifikans novekedést
dehidratacio alatt, magas sotartalomra vagy ABA kezelésre. Verbruggen et al. (1993) kozlése
alapjan viszont soval kezelt Arabidopsis-ban a PSCR mRNS szintje 6tszorosére nétt a
levelekben ¢és kétszeresére a gydkerekben, a nem kezelt novényekkel szemben. A PSCR gén
expresszios szintje azonban még ekkor is nagyon alacsony volt a P5SCS mRNS mennyiségével
Osszehasonlitva. Ez az eredmény azt jelentheti, hogy a prolin bioszintézisében stresszhatas
alatt is a P5CS gén terméke lehet meghatarozo.

Savouré és munkatarsainak (1997) kutatésai szerint a PSCS gén hideg vagy ozmotikus stressz
indukalt expresszioja ABA-fliggetlen, még akkor is, ha e gén atirasa exogén ABA kezeléssel
eldidézhet6. Kifejez6dését ozmotikus stressz indukalja mind vad tipusnal mind ABA-hianyos
(abal) és ABA-érzéketlen (abil és abi2) Arabidopsis mutansoknal. Ez a megfigyelés azt
bizonyitja, hogy dehidratacio alatt a PSCS génjének expresszidjat két utvonal indukalhatja, az
egyik ABA-fliggetlen, a masik ABA-fliggé (Yoshiba et al. 1997).

A prolin gyors felhalmozodasa foként stlyos szdrazsag stressz esetén torténik. Habar
akkumulacidja nem feltétleniil j6 indikatora a vizhiany mértékének, de a genotipusok kozotti
kiilonbségtételre illetve esetleg a szarazsagtolerancia meghatarozasra alkalmas. Rendszerint
pozitiv korrelaciot talalnak a kutatok a prolin akkumulacidja és szarazsagtolerancia foka
kozott, habar mas esetben negativ kapcsolatot is kimutattak. A felhalmozodas szerepében
alapvetden a szdrazsdggal szembeni adaptacidt latjak, igy kompatibilis ozmolitumként, a
citoplazma pH-janak szabalyozojaként miikodik, védi a fehérjéket denaturaciotol valamint az
enzim inaktivaciot is képes megel6zOoni. Habar egyes javaslatok szerint a prolin
akkumulacidja csupan tiinet és nem teljesit védelmi funkciokat szarazsag stressz alatt (Van

Heerden és De Villiers, 1996).

Néhany kutatds szerint, mely soran egy szarazsagtolerans ¢és egy mérsékelten
széarazsagtolerans Oszi blza fajtat vizsgaltak vizhidnyos koriilmények kozott, azt talaltak,
hogy a prolin felhalmozodas kezdete eltér a genotipusoknal. A prolinszintek kozott
mennyiségbeli kiilonbségek is vannak, az fokozottabban halmozddik fel a viragzas elétt, a
virdgzas alatt pedig kevésbé. Ezt azzal magyaraztik a kutatok, hogy a viragzas elétt a turgor-

kapcsolt folyamatok, nevezetesen a sejt novekedés és levél megnyulas vélhetéen noveli a
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novény érzékenységét a stresszel szemben, ezaltal a prolin felhalmozodassal elérhetd védelem

itt jelent6s lehet a n6vény szamara (Van Heerden és De Villiers, 1996).

2.4.3. A kutikularis viaszok szerepe vizhianyos stressz esetén

A kozonséges buza (Triticum aestivum L.) igen érzékeny a szarazsagstresszre,
kiilonosen a reproduktiv fazisban. A blza szarazsagtoleranciaja dsszetett tulajdonsag, amelyet
tobb tényezO hataroz meg, ami a genotipustol és kornyezeti koriilmények kolcsdnhatasaitol
fiigg. Tovabba a kutikula szignifikansan hozzajarul a sztomas transzspiraciohoz, amikor
korlatozottan all rendelkezésre viz. Ennek a rétegnek a mikromorfologiai vondsai ¢€s
tulajdonsagai hatassal lehetnek a vizvesztés mérséklésére, a szarazsagtoleranciara. A
gabonafélék kutikulajanak fontos szerepet tulajdonitanak ebben a vonatkozasban, amit Gjabb

kutatasok is alatimasztanak (Jager et al. 2014).

A levél transzspiracidja sztdmas €s kutikularis 6sszetevobdl all. A sztomas transzspiraciot a
sztomakonduktancia teszi lehetévé, aminek egyik f6 szabédlyozdja a rendelkezésre allo viz. A
kutikularis parologtatast a levélfeliilet fizikokémiai jellemz06i befolyasoljak, ugy mint a viasz
vastagsaga, mikrostrukturaja, foként a levélfeliillet vizateresztd képessége és
transzporttulajdonsagai révén. Stlyos vizhidny esetén a sztomdk bezarodnak, a sztdma
konduktancia visszaesik és csak a kutikulan at torténd vizvesztés marad fent (Shepherd és

Wynne Griffiths, 2006).

A stlyos viz deficit alatt, amikor a sztomak zart allapotban vannak, a vizvesztés nanoméretli
diffuzios utvonalakon keresztiil torténik, a kutikulan keresztiil. Ez az utvonal hosszi lanca
alifas viaszok kozott halad, amelyeket a kutikula membran kutin matrixan beliil a viz szdmara
atjarhatatlan viasz kristaly részek hatarolnak. Az Utvonal atjadrhatésaga meghatirozza a

kutikula permeabilitasat.

Az epikutikuldris viaszok mechanikai eltavolitdsa megndvelte a viz atjarhatdsagat a kutikuldn
keresztiil példaul Lycopersicon esculentum-nal ¢és Prunus avium gyimolesnél. A
megnovekedett viaszlerakodast Osszefliggésbe hoztdk az alacsonyabb parologtatassal nem

ontdzott Sorghum bicolor névényeknél (Cameron et al. 2006).

Jellemzd, hogy novekszik a viasz kutikuléris lerakddasa vizstressz esetén, ez altalaban

néhany napon belill kovetkezik be. Azok a ndvények, amelyek stressztoleransak - ilyenek az
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arid koriilmények kozott élok - gyakran eleve vastagabb (vagy/és konnyebben vastagodo)
kutikularis viaszbevonattal rendelkeznek, mint a mérsékelt égovon él6k, utobbiak emiatt is
érzékenyebbek a stresszre (Shepherd és Wynne Griffiths, 2006).

A kutikularis lipidek bioszintéziséért felelos gének még csak részben vannak felderitve a
gabonafélékben, habar e folyamatok egyes szabalyozd génjeinek funkcidja mar ismert
ladfiilben. Wang és munkatarsai (2012) példaul az Arabidopsis WIN/SHN1 kutikula képzodést
szabalyozo génnel ortolog rizs OsWRI transzkripcios faktort vizsgaltak. Az OsWRI1 kodlcson
hat az OsLACS2 ¢és OsFAEL-L viaszgének promoéterében talalhatdé DRE és GCC
motivumokkal, igy kozvetleniil szabalyozza azokat. Az OsWRI taltermeld és RNS
interferencia alapjan csendesitett vonalakkal, valamint gazkromatografias vizsgalatok soran
sikeriilt aldtdmasztani, hogy a gén a viasz bioszintézis pozitiv szabalyozo6jaként miikddik
kozre, kovetkezésképpen hozzajarul a vizvesztés mérsékléséhez és a szarazsagtolerancia
novekedéséhez.

A kutikula vizpermeabilitasa azonban nincs egyszeri Osszefiiggésben a kutikula
Vastagsagaval vagy a viaszboritottsaggal. A kutikula atjarhatésagat a kornyezeti koriilmények
is befolyasoljak. Ilyen példaul a homérséklet — a permedbilitds novekszik, amikor a levél

feliiletének homérséklete 15°C-rol 30°C-ra né (Shepherd és Wynne Griffiths, 2006).

A kutikula struktaraja és miikodése a gazcsere optimalizalasat szolgéalja a vizvesztés
elkeriilése érdekében. A novények életében kihivast jelent olyan hatarold feliilet kialakitasa,
amely korlatozza a vizvesztést. A kutikula képes ezt a feladatot ellatni. Jellemzden a
leveg6vel érintkezd hajtast teljesen beboritd, vékony (0,1-10 um) lipidekbdl képz6dé polimer
matrixot (kutin), poliszacharidokat és szerves oldoszerrel leoldhatod lipideket (kutikularis
viaszokat, terpenoidokat) tartalmazo folyamatos membranként ismeretes (Riederer és

Schreiber, 2001).
2.5. Ozmotikus stressz karosito hatasa ellen védo fehérjék

Az aminosavak ¢€s a fehérjék bioszintézisének valtozéasairdl gyakran tesznek emlitést
kiilonboz6 tanulmanyokban, amelyekben megallapitottak, hogy a vizhianyos stressz ezekben
kiilonb6z6é valaszokat idéz elé a ndvénytdl és a stressz szintjétdl fliggden. Dasgupta és

Bewley (1984) ramutatott arra, hogy a vizhiany altalaban csokkenti a fehérjék szintézisét az

crcr
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kovetkeztében a levél méretének novekedését, tovabba akadadlyozhatja néhany specifikus

fehérje szintézisét is.

Treshow (1970) is azt a kovetkeztetést vonta le a kisérleteibdl, hogy a vizhianyos
stressz gatolja az aminosavak hasznositasat és a protein szintézist. Eredményei szerint a valin
szintje novekedett, a glutaminsav ¢és az alaninszintek csokkennek, mig a szabad aszparagin
10-100-szorosara novekedett szarazsagstressz alatt. Késébbi kutatasok azonban kimutattik,

hogy az ozmotikus stressz egyes védéhatasu fehérjék termelddését specifikusan indukalja.

A novényt fejlddésének tobb fazisdban érheti ozmotikus stressz. Egy ilyen fejelddési fazis az
embridallapot, amikor a magfejlédés késdi stddiumaban az embri6 erds deszikkéciot szenved
el. A vizvesztés karos kovetkezményeinek elkeriilésében segitséget nyujtanak az un. LEA
(Late Embryogenesis Abudant) fehérjék, amik ekkor nagy mennyiségben termelddnek, és
képessé¢ teszik az embridt a kiszaradds toleralasara. A LEA fehérjék tobb konzervalt
motivumot tartalmaznak. Az osztdlyozéasi rendszertdl fliggben hat vagy hét csoportra
oszthatjuk Oket. Jellemzden gazdagok Ala, Gly és Ser és néhany egyéb hidrofob
aminosavban. Ezekre a proteinekre jellemzd, hogy hidnyzik a kialakult madasodlagos
struktarajuk, ezért nem rendezett térbeli szerkezetli fehérjéknek is nevezik 6ket (Graether és

Boddington, 2014).

A LEA fehérjék egyik csalddja a magfejlodés mellett szarazsdg esetén is indukalodo
dehidratacios fehérjék (dehidrinek). A dehidrinek jol jellemzett fehérjék (pl. arpa, kukorica,
borsd és Arabidopsis fajokban), amelyeknek mennyisége vizhidny esetén megndvekszik.
Tobb bizonyiték is mutat arra, hogy fontos szerepet toltenek be a ndvény védelmében

vizdeficit alatt.

A dehidrinek kifejezddése Osszefiiggésbe hozhatd szamos abiotikus stresszel, mint a vizhiany,
sO és hidegstressz, de stresszmentes koriilmények kozott is megtorténhet. Ozmotikusstressz
hatasara a karosodott membranokon keresztiil elektrolitok szivargasa indul meg a
citoplazmabol a kornyezetbe. Szamos esetben magas dehidrin expresszidsszint mellett
alacsony elektrolit szivargasi szintet figyeltek meg. Ez 0Osszhangban van azzal az
elképzeléssel, hogy a dehidrinek részt vesznek a membranok stabilizaldsaban stresszhatasok
alatt. Ezen tal Hara et al. (2003) megfigyelése szerint a dehidrinek hatassal vannak a
lipidperoxidacidora is, ugyanis egy mandarinbdl szarmazé dehidrin  (CuCOR19)

megakadalyozta a liposzomék oxidaciojat a reaktiv oxigénformak hatéstalanitésa altal. Ujabb
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kutatasok szerint a dehidrinek hagyomanyosan elismert szerepei mellett részt vehetnek a
stresszfiiggd génszabalyozasban is. Ezt az alapjan allithatjuk, hogy a Medicago truncatula
MtCAS31 dehidrinje kolcsonhatott az ICE1 transzkripcios faktorral, amelynek révén csokkent

a sztomasirliség, a szarazsagtiirés pedig nétt (Graether és Boddington, 2014).

2.5.1. A dehidrinek Kkifejezodése az egyedfejlodés soran és elhelyezkedésiik a

sejten beliil

Néhany dehidrin (DHN) foként a magok érése soran fejezddik ki. Ezen beliil a
RAB18-at (Y2SKo>-tipus) Arabidopsis-ban, a RAB17-et (DHN1; YSK?>) a kukorica (Zea mays)
embrié minden részében illetve az érett mag endospermiumaban mutattak ki. Borsé esetében
a DHN-COG (SK?) dehidrin a sziklevélben a kozép- és késéi embridgenezisben, illetve a
dehidratalt magokban expresszal. Az ismert dehidrinek legtobbje a vegetativ szovetekben
normdl ndvekedési koriilmények kozott is megtaldlhatd, valamint a virdgban is kifejezodik.
fgy példaul az Arabidopsis ERD14 (SK2) és ERD10 (LTI29, SKa-tipus) a gydkércsticsban, a
gyokér szallitoszovetében, szarban, levélben és virdgzatban lokalizalt. Més dehidrinek,
példaul a biza WCOR410 (SK3) felhalmozodasat foként a gyokér szallitoszoveteiben, a
levelekben és a viragzatban mutattdk ki. De ismeret az el6fordulasuk specifikus sejt

tipusokban is, mint amilyen a pollen zsak sejtjei, vagy a sztdbmazaré sejtek (Rorat, 2006).

A mag érésének természetes velejardja a dehidraticio; a dehidrinek az érett mag
kiilonbozd szoveteiben talalhatdak meg. Amikor viszont kornyezeti stressz (szarazsag,
alacsony hémérséklet vagy magas sotartalom) vezet a cellularis dehidratacidhoz, akkor
szintén megnohet egyes DHN-ek kifejezddési szintje. Tovabba olyan szovetekben is
megjelenhetnek, ahol normal fejlédési koriilmények kdzott nem nyilvanultak meg. Példaul az
Arabidopsis ERD14 és ERD10 (LTI29) dehidrinek, amelyek elsédlegesen a fentiekben mar
leirt helyen lokalizaltak, hidegstressz esetén mas szovetek sejtjeiben is megjelennek. Hideg
akklimatizalt arpaban a P-80 nevii dehidrin talalhatd6 meg. Buzaban a WCS120 DHN (Ke)
protein csalad foként a buza viragzat szallitoszoveteiben lelhet6k fel hideg akklimatizalt
egyedeknél. Ezek nem mutathatok viszont ki érett xylémben és a hajtds apikalis
merisztémaban vagy lateralis gyokér primoridumban. Mas buza dehidrinek (WCOR410; SK3)
viszont els6ként hideg akklimatizacié alatt fejezOdnek ki a gyokér szallitoszovetekben, a

levelekben és a viragzatban (Rorat, 2006).
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A fentiek alapjan elmondhatjuk, hogy a dehidrinek olyan fehérjék, amelyek a
generativ vagy vegetativ szervek szoveteiben, normal koriilmények kozott illetve dehidratacid

kovetkeztében is kifejezddhetnek a novényekben.

A dehidrinek sejten beliili lokalizacidja részben Gsszefliggésbe hozhatod a kiilonb6zo
motivumok meglétével vagy hianyaval, valamint azzal is, hogy az expressziojukat milyen
abiotikus stressz idézte el6. Szamos helyen megtalalhatoak a sejtben, legfoképpen a
citoplazmaban ¢és a sejtmagban. Tovabba eléfordulnak még a mitokondriumban,

kloroplasztiszban és feldtisulhatnak a plazmamembran kézelében.

Erdekes modon a motivumok eléfordulésa és a fehérjét indukald abiotikus stressz
kozott kapcsolatot mutattak ki. A K, SKy és KnS fehérjék nagymértékben termelddtek
hidegstressz esetén, az egyéb tipusok kifejezddése pedig vizhianyra és soOstresszre né meg

(Graether és Boddington, 2014).
2.5.2. A dehidrinek funkcidja

A dehidrinek széles korben elterjedtek a novényeknél, mint dehidratacié hatasara
kifejez6do6 fehérjék. Ismeretes, hogy normal koriilmények kozott is kimutathatoak a vegetativ
szovetekben, ami azt sugallja, hogy lényeges szerepiik lehet a novekedés alatt. A kérdés
inkabb az, hogy mennyiben kiilonbozik az egyes dehidrin tipusok szerepe és miikddése a

kiilonboz6 szovetekben a ndvekedés soran, valamint vizhianyban.

A dehidrinek kiilonboz6 csoportjai specifikus funkciét mutatnak in vitro: Az YSK:
tipusuak lipidekhez kotddnek, a KsS-tipustiak szabadgyok fogd aktivitast mutatnak, a KS-
tipusuak fém-koto aktivitastiak, mig a SKn- és Kp-tipusuak az alacsony hdmérséklethez valo
akklimatizacioban jatszhatnak szerepet. A dehidrinek fagyvédo, lipid- és fémkotd képességiik

illetve antioxidans aktivitasuk révén is ismertek a névényeknél (Rorat, 2006).

Mint fehérjék, alapvetden a stabil masodlagos térszerkezet hianya jellemzi dket, de a
célmolekuldhoz vald kapcsolodaskor felvesznek egy térszerkezetet. A DHN-ekre jellemzé
motivumok koziil a K-szegmens hasonlit a lipid-k6td A2 tipusu amfipatikus a-helix
szegmenshez, amely az apolipoproteinekben ¢és a-szinukleinben taldlhatd meg. Az a-
szinuklein protein kotddik a savas foszfolipidekhez és a kisméretli vezikulakhoz, amit az a-

helikalis szerkezet stabilizacidja kisér. A K-szegmens indukalt a-helikalis szerkezete, ami
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hasonlit az A2 tipusi amfipatikus a-helixhez, hidrofob kdlcsonhatasok révén kotddik a
membranokhoz és a denaturalt fehérjékhez. Azt feltételezik, hogy a dehidrinek feliiletaktiv
anyagként miikodnek, egyiittmiitkddnek a kompatibilis oldott anyagokkal, hogy megelézzék a
szegmens amfipatikus o-helix konformacidja révén valosulhat meg, in vitro koriilmények
kozott bizonyitottak. Cirkularis dikroizmus vizsgalat soran Vigna unguiculata egy kb. 35-kD
molekula tomegii dehidrinje (Y2K) natrium-dodecil szulfatban (sodium dodecil sulfate — SDS)
amfipatikus a-helikalis format mutatott. A mérések szerint SDS nélkiil, nativ allapotban a
polipeptidek olyan szerkezeti jellemzOket mutattak, ami a stabil masodlagos struktira

hianyara utalt; csak véletlenszertien volt megtalalhaté orsé konformacio (Rorat, 2006).

A dehidrinek esetenként a sejtorganellumok, Ggy mint a mitokondrium és a
kloroplasztisz, membranjahoz kiviilr6l asszocialva voltak megtalalhatoak. Azonban szamos
mas helyen is el6fordulnak a sejtben beliil, igy az endoplazmatikus retikulumban,
vakudlumban, a fehérje és lipid testekben, a plazmalemma bels6 oldalan stb. FOként azokban
a szovetekben és szervekben halmozoddnak fel, amelyek ki vannak a téve a hirtelen
viztartalom valtozasnak, példaul a sztoma zard sejtek, a viragriigyek kiilsé sejtsorai, a

lagyszari novények epidermisze €s fasszara novények kérge (Kosova et al. 2010).

A Vigna unguiculata 35-kDa dehidrin expresszidja korellalt a hideg stresszel szembeni
toleranciaval csirandovényeknél, habar nem taldltak egyértelmii Osszefiiggést az
elektronszivargas tekintetében, vagyis a jelenség nem volt magyardzhatd a membranok

védelmével.

A dehidrineknek vannak szabadgyok fogd tulajdonsagaik is. A Citrus unshiu-bol
szarmazd CUCOR19 a KsS-tipusu dehidrinhez tartozik. Ez a fehérje transzgénikus dohanyban
novelte a hideg toleranciat, meggatolta a liposzomak peroxidacidjat, amiben kozrejatszhatott a
megnovekedett glutation, prolin és cukor tartalom is. Kutatisok szerint a dehidrinek
hozzajarulnak a hideg akklimatizacidhoz, ugyanis a gyokfogd képességiik révén védik a
membran rendszereket hideg stressz alatt. A lipid peroxidacioval szembeni védd szerepiikre
példaul a CuCOR19 esete mutatott ra. Ez a fehérje gazdag glicin, hisztidin és lizin
aminosavakban, amelyek a hidroxil gyokokkel reagalni képesek. fgy e gyokfogé tulajdonsaga
révén a protein képes csokkenteni az oxidativ kdrosodast, amelyet vizhidnyos stressz okoz a

novényben (Rorat, 2006).
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Egy masik citrus dehidrin, a CuCORI15 (K-tipus) fém-koté képessége is ismert, ugyanis a

polipeptid egy specialis fém-ko6t6 domént tartalmaz.

A dehidrinek stressz toleranciahoz valé hozzajarulasa tehat sokréti. Szamos tanulmany
eredménye pozitiv korrelaciot mutat a dehidrin transzkriptumok vagy fehérjék
felhalmozodasa, illetve a fagy-, szarazsag- és sostresszre vald tolerancia Kkozott.
Fagytolerancia esetében a krioprotektiv tulajdonsagot a fagy-érzékeny enzimekre gyakorolt
védé hatassal magyaraztak. A Citrus unshiu CuCOR19 dehidrin a katalazt és laktat
dehidrogenazt védi a fagy inaktivalo hatdsatol, ami még hatdsosabb volt cukor, glicin betain,
prolin vagy BSA jelenlétében. Ugyanennek a fehérjének a taltermelése dohanyban kissé

csokkentette az ionszivargast hideg és fagy stressz alatt (Rorat, 2006).

Fellelhetdk olyan tanulmanyok is, amelyek szerint nem minden esetben jelenik meg a
dehidrinek fagyvédd hatdsa. Transzgénikus dohanyban a spendét CAP85 (Ki1) dehidrinjét
expresszaltattdk tal, de a transzgénikus novény fagytolerancidja nem mutatott szignifikdns
javulast. Hasonléan Arabidopsis esetében, amiben a RABI8 (Y2SK>) gént tultermeltették
vagy antiszensz modszerrel gatoltdk, a beavatkozasok azonban nem véltoztattdk meg a
novények faggyal szembeni tiirképességét. Puhakainen et al. (2004) eredményei szerint a
ladfti a LTI29 (ERD10, SKs-tipus) és LTI30 (Ke) DHN gének taltermeltetetése viszont ndvelte

az alacsony hémérsékleten valo ttlélést, hozzajarulva a fagytoleranciahoz (Rorat, 2006).

2.6. Az abszcizinsav (ABA), mint n6vényi hormon

A vizdeficit karosan hat a novény vegetativ és reproduktiv novekedésére, a sejtek
jelentds hatassal van: A sejtek/levél kiterjedése redukalodik, az anyagcsere aktivitdsa
csokken, a stressz sztoma zarast idéz eld, gatolja a fotoszintézist, eldsegiti a levél dregedését,
destabilizadlja a membréanokat, a vakuélumokbol kidramlo ionok sejtmérgezést idéznek eld.
Mivel a fotoszintetikus reakciocentrumban az elektronok nem tudnak a szabalyos moddon
tovabbadddni és athelyez8dni a NADP™ iranyaba, igy a rendszer reaktiv oxigén formakat és
szabadgyokoket general. Ezek sulyosan karosithatjak a sejt makromolekuldit és metabolitjait,
melynek kovetkeztében példaul a fehérje szintézis gatolodik, oxidalodhatnak a fotoszintetikus
pigmentek illetve a membran lipidjeinek peroxidacidja kovetkezhet be. Mindezen folyamatok

végsd soron sejthalalt okozhatnak, ami az egyed pusztulasaval jar. A stressz hatdsara
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termel0dd abszcizinsav (ABA) ezt hivatott kivédeni, kiilonb6z6 hatdsmechanizmusai révén a

novény nagyobb eséllyel vészeli at a vizhianyos idészakot (Mittler et al. 2010).

Az ABA egy széles korben elterjedt fitohormon, amely megtalalhaté az edényes
novényeken kiviil a mohékban, valamint példdul néhany noévényt fert6z6 gombéban is. A
hormon egy 15 szénatomszamu terpenoid szarmazék, amelyet 1960-ban fedeztek fel, és mint
novekedési inhibitor komponenst hataroztak meg. Felfedezésekor Osszefliggésbe hoztak a
rigy-dormancia elinditasaval, fenntartasaval és a gyapot termés levalasanak elGsegitésével

(Taiz et al. 2010).

A novények vizhidnyos stresszre adott valaszai koziil az egyik legmarkdnsabb az ABA
bioszintézise. Szarazsdg esetén a hormon koncentracidja Otvenszeresre is megnoéhet, amely
kiemelkedd a tobbi hormon szintjének valtozasaihoz képest. Az ABA f0 szerepe, hogy
szabalyozza a ndvény vizegyensulydt és ozmotikus stressz tolerancidjat. Az ABA
sztomazarast indukdl vizhidny alatt, megeldzve ezzel az intracellularis vizvesztést. Ez a
hormon szerepet jatszhat még hideg- és sostressz esetén is. Az abszcizinsav tehat nagy
szerepet tolt be a vizdeficites koriilményekhez valo alkalmazkodésban, eldsegiti a kiilonb6zo

crer

(Mittler et al. 2010).

Az ABA bioszintézisben szdmos gén terméke szerepel, ABA receptorokat illetve
’downstream’”  jelut komponenseket is tobb gén kodol. A ndvényben kiilonbozd
stresszszignalokra valaszként az ABA Dbioszintézisben szerepet jatszd, béta-karotin
bioszintézisért felelds enzimek génexpresszidja indukalodik. Az abszcizinsav bioszintézis
egyik génjét, a 9-cisz epoxikarotinoid dioxigenazt tultermeltették Arabidopsis-ban
(AtNCED3) ami megnovelte a dehidratacios stressz elleni toleranciat. Ugyanennek a génnek a
csendesitése pedig szenzitiv fenotipust eredményezett a transzgénikus novényeknél. Ez azt
jelentheti, hogy az AtNCED3 fontos szerepet tolt be a stressztlirésben, valdsziniileg az ABA

akkumulacion keresztiil szarazsag idején (Roychoudhury et al. 2013).

Az abszcizinsav és az egyéb kiilonb6zd stressz szigndlok kolcsonhatnak, kozos
’cross-talk’” elemiik van. A citokinin és az ABA antagonista hatastiak a sztdma nyitést,
transzpiraciot ¢és fotoszintézist illetéleg. Mig az elébbi szintje csokken, addig az utdbbié
novekszik szarazsag alatt. E két hormonon kiviil még a gibberelinsav, az auxin, a szalicilsav,

az etilén, a jazmonsav ¢és a brasszinoszteroidok is fontos szerepet toltenek be az abiotikus
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stresszre adott valaszokban. A szinergista és az antagonista hormon akcidk és koordinaciok
valamint a hormon bioszintézis utvonalak kozos szabdlyozasa nagy jelentdségii a novény
szamara, hogy akklimatizalodjon az abiotikus stresszkoriilményekhez (Blumwald és Mittler,

2010).

Buza esetében a vizhianyos stressz megnoveli a zaszlos levelekben az ABA szintet és

crer

et al. 2009).

Az exogén ABA kezelés megndveli a klorofill veszteséget, noveli az eldretartalékolt
szén remobilizalasat a szarbol az endospermiumba és ndveli a szemtOomeget. Mas
tanulmanyok viszont az ABA szemnoOvekedésre gyakorolt karos hatasarél tanuskodnak,
ugyanis az ABA gatolhatja az endospermium sejtosztodasat. Mivel az endospermium
sejtszama csokken, ez maga utin vonja a buza szemtomegének redukciojat, aminek
kovetkeztében romlik a mag taroldkapacitésa is. Més tanulményok arrdl is beszdmolnak, hogy
a folyamatosan magas ABA szint a sejtosztodas idején megakadalyozza a cukor felvételét a

szemekbe, ezaltal a szemtoltddésre is negativ hatassal van (Guo6th et al. 2009).

Egyes vizsgalatok szerint az endospermium keményitd bioszintézisében résztvevd enzimek
(pl. a keményitd lancok elagazasaért felelds enzim) aktivitasa és az oldhatdé keményitd
szintézise megnd szarazsag stressz alatt és ez Osszefliggést mutatott az ABA szinttel. Ezzel
szemben az ABA felhalmozodasra szelektalt genotipusok hozama szarazsag stressz alatt nem

lett jobb, st rosszabbnak mondhat6 az atlagosnal.

A gabonafélék a szarazsagra a viragzas kezdetén és a viragrészek pre-meiotikus

differencialodasakor a legérzékenyebbek.

Megallapithato volt, hogy a kérnyezeti tényezOk hatassal vannak a tartalék fehérjék
felhalmozddasara is. A megnovekedett ABA szintek negativ hatassal lehetnek a keményit6
tartalomra, de kedvezden befolyasoljak a tartalék fehérjék felhalmozodasat (Guoth et al.
2009).

Osszegzésként elmondhato, hogy a szdrazsag, mint negativ kdrnyezeti tényezd, kedvezotleniil
hat a hozamra. Igy a szelekcional fontos kritériumnak szamit a szarazsagra vald tolerancia,

ami a gabonaf¢lék esetében nagy gazdasagi jelentdségii.

27



10.14751/SZIE.2017.042

2.6.1. ABA jelatvitel a zardsejtekben

Vizhiany alatt az ABA koncentracioja dramaian megné a levelekben, ami
sztomazarast eredményez. Ez a turgornyomdasban bekovetkez6 csokkenés hozadéka, amelyet
er6s K* és anion kidramlas idéz eld a zaro sejtekbdl. A plazma membran K* csatornai csak
akkor vannak nyitva, amikor a plazma membran depolarizaltta valik. Az ABA képes ilyen
allapotba hozni a membrant azaltal, hogy megndveli a citoszdlikus Ca™ koncentraciot, amely
két uton kovetkezhet be: 1) a Ca™ ionok atmeneti bearamlasanak elidézésével a plazma
membranon keresztiil 2) a Ca™ ionok felszabaditasaval a bels6 tarolokbol (endoplazmatikus
retikulum vagy vakudlum). Ennek eredményeként megné a citoszol Ca™ koncentracidja 50-
350 nM-rél akar 1100 nM-ra (1,1 uM) is, mely kovetkeztében megnyilnak a Ca-aktivalt anion

csatornak a plazma membranban (Blumwald és Mittler, 2010).

Az anion csatornak hosszabb nyitva tartasa lehetévé teszi a negativ toltésii CI” és malat®
ionok nagyobb mennyiségli kijutdsat a sejtbol, melynek hatasdra annak elektrokémiai
gradiense csokken, a membran depolarizalddik, és ez elidézi a K* csatorndk kinyitasat.
Tovabba ismeretes, hogy az ABA képes a citoszolt pH 7,7-r6l 7,9-re emelni, amely tovabb
serkenti a K* csatorndk nyitva tartasat. Az abszcizinsav képes gatolni a plazmamembran H*-
ATPazt, tovabb megtartva ezaltal a depolarizaciét. A plazmamembran proton pumpa
gatlasdhoz a citoszol megemelkedett Ca™ koncentracidja és a sejtplazma lugosodasa is
hozzajarul.

A zar6 sejtek szignal transzdukciojaban protein kinazok és foszfatazok is részt vesznek. A H'-
ATPazok aktivacioja protein kinadzok altal torténik, amely a zardsejt plazmamembran
potencial csokkenéséhez vezet (polarizacio). A protein foszfatazok a specifikus H*-ATP4azok
aktivaciojaban modositasokat végeznek, amelyek az anion csatornak mitkddésében okoznak
tovabbi valtozasokat. Tehat megallapithatd, hogy a jelatvivdé proteinek foszforildlasa és
defoszforilalasa fontos szerepet jatszik a zard sejtek ABA jelatviteli Gitvonalaiban (Zeiger et
al. 2010).

2.6.2. ABA jelatviteli utvonalak

Mint az ismeretes, szdmos stressz esetén a novényben emelkedik az ABA szint, amely
kiilonboz6  jelatviteli utvonalakat aktival, aminek eredményeként bizonyos gének

expresszalodnak. Viszont 1éteznek olyan stressz valaszhoz vezet6 jelutak is, melyek a hormon
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részvétele nélkil mikodnek. Ez alapjan megkiilonboztetiink ABA — fliggd és — fiiggetlen
jelatvitelt.

ABAindukalta gének kodolhatnak példadul ozmolitok bioszintéziséért, detoxifikalasért
felelos enzimeket, egyes LEA fehérjéket, ion transzportereket, csatorna fehérjéket,

aquaporinokat, transzkripciods faktorokat, portein kindzokat és foszfatazokat.

A legtobb ABA- indukalhaté gén promotere tartalmaz egy konzervalt 8 bp hosszusagu cisz-
hat6 szekvencidt, amelyet abszcizinsav ¢érzékeny elemeként (ABRE, PyACGTGG/TC)
ismeriink ¢és egy ACGT motivumot, ami a szintén a promoéter régioban talalhato.
Osszehasonlitva négy rizs Rab16 gén promoter szekvenciajat, két erésen konzervalt régiot
talaltak, az egyik az 5’-GTACGTGGC-3’, a masik pedig az 5’-CGG/CCGCGCT-3’ volt. Az
ABRE elemek altalaban a stressz-indukdlhaté gének *’upstream’’ régidiban vannak és mas
GC-gazdag szekvenciaval hatnak kolcson, amit csatlakoztatd elemnek (coupling element, CE)
neveznek. Az ABRE ¢és a CE kevesebb, mint 20 bp tavolsagra vannak egymastol, egyiitt
alkotjak az abszcizinsav-érzékeny szekvencia komplexet (ABRC) (Roychoudhury et al.
2013).

Léteznek olyan transzkripcios faktorok (TF), amelyek kolcsonhatnak az ABA ttvonal
jelatvivé komponenseivel. Ezek gyakran a bazikus leucin cipzar (bZIP) TF csaladba
tartoznak, amik az ABRC-hez kotédnek és szabalyozzak a stressz-indukalhatdo gének
expresszidjat. A bZIP-ABRE rendszer egy ABA-fliggé stressz szignaltranszdukcids utvonal.
Az Arabidopsis AREBI/AREB2, AREB2/AREB4 ¢és AREB3 TF-ok jellemzdéen
dehidrataciora és magas sotartalomndl fejezddnek ki a vegetativ szovetekben, viszont a
magban nem. Ha transzgénikus ludfiiben taltermeltették az AREBI1 aktiv formdjat, a névény
ABA tulérzékenységet mutatott illetve megnétt a szarazsag toleranciaja (Roychoudhury et al.
2013).

Egy masik kisérlet soran transzgénikus dohanyban expresszaltattak tal a Rab16A gént, ami
egy sotolerans rizs fajtabol (Pokkali) szarmazott. A Rab16A kifejezodése a rizsben viz- és
sostresszre valamint ABA-ra indukaltnak mutatkozott, a transzgénikus dohany sotoleranciaja

pedig megnétt (Roychoudhury et al. 2013).

Egyes széarazsag-, magas sO- ¢s hideg-indukalhatdé gének [RESPONSIVE TO
DEHYDRATION 29A  (RD29A)/ COLD-REGULATED78 (COR78)/ LOW-
TEMPERATURE-INDUCED 78 (LTI78)] promotereivel kapcsolatban azt talaltak, hogy az
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ABA-érzékeny elem (ABRE) mellett egy masik nagy cisz-hatd6 motivumot is tartalmaznak,
ami a dehidratacio-érzékeny elem (DRE)/C-repeat (CRT), amely szintén részt vesz a stressz
indukalhaté génexpresszioban. Mig a DRE/CRT motivum az ABA fiiggetlen jelatvitelben
szerepel, az ABRE és DRE/CRT elemeket is tartalmaz6 promoterek ABA-fiiggd és-fiiggetlen

génexpresszio soran is mitkodésbe 1épnek, valaszolva az abiotikus stresszre.

A cisz-haté dehidratacio-valasz elem (DRE) promoéter motivum fontos szerepet jatszik a
génexpresszio szabalyozasokban az ozmotikus stresszre adott valaszokban. A DREB1A

transzkripcids faktor példaul specifikusan koleson hat a DRE-vel és stressz tolerancia gének

crer

Az ABA-fiiggs és -fliggettlen Gtvonalakat az 2. bra foglalja Gssze.
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SZARAZSAG
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2. abra: ABA-fiiggd és -fiiggetlen szignaltranszdukcios utvonalak. Az ABA-fliggd Gtvonal
soran a MYB/MYC, AREB/ABF, DREB ¢s NAC transzkripcios faktortok felismerik ¢és

kapcsolodnak a valasz gének Cis-hatéd elemeihez és indukaljak azok expresszidjat. Az ABA-
fiiggetlen utvonal esetében mas transzkripcios faktorok és gének jatszanak szerepet, amelyek
aktivalasdhoz nem sziikséges a hormon. Mindkét esetben a folyamat eredményeként olyan
géntermékek keletkeznek, melyek hozzajarulnak a novény taléléséhez szarazsag idején. Az
abszcizinsav képes kozvetleniil eldidézni a sztomak zdrasat azaltal, hogy hat a kalcium
szintekre, amely megnyitja a Ca™ - aktivalt csatornakat. Ez tovabbi folyamatokat indukal a
membranban, amely turgor csokkenést valt ki, ami végiil pedig a 1égrések zarasat okozza.

(forras: Blumwald és Mittler, 2010; Roychoudhury et al. 2013 nyoman, atszerkesztve).

2.7. Génkifejezodés szarazsag stressz alatt

A széarazsag stressz szdmos fizioldgiai és biokémiai véalaszt idéz eld a ndvényben. Ide
tartoznak a sztdbma zaras indukaldsa, a sejtndvekedés és fotoszintézis galtasa €és a 1€gzés

aktivalasa. A novények reagédlnak és adaptalodnak a vizhidnyhoz mind cellularis mind
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molekuléris szinten, igy példaul ozmolitokat és prolint halmoznak fel. A kiilonbozo

funkcidval rendelkezé géneket vagy indukalja vagy éppen gatolja a stressz (Shinozaki és

Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Az abiotikus stresszek, mint amilyen a szarazsag, hideg, s6 és nehézfémstressz,
megbontjdk az ozmotikus ¢és ionhomeosztazist, tovabba a proteinek és a sejtmembran
struktirak karosodasat okozzak. A karosodds soran a ndvény stresszszignalokat termel,
amelyek receptorokhoz kapcsolodnak, és *’stresszinformaciéva’” alakulnak at a protein kinaz
haldzat altal, amely bizonyos valaszgének aktivaciojat valtja ki. A folyamat végén, a cellularis
homeosztazis helyreall, a fehérjék és a sejt membranok regeneralodnak. Ezekben a
folyamatokban tobb hormon, illetve jelatviteli Gt is részt vesz, amelyek egylittmikddése

»’cross-talk’’ révén valosulhat meg (Hu et al. 2010).

A vélaszfolyamatok sokrétiiek lehetnek, megnyilvanulhatnak példaul az epidermisz struktira
valtozéasaiban, amely fontos lehet az abiotikus stresszel szembeni védekezés szempontjabol. A
valasz fehérjék miikodése révén képes a novény tulélni a kedvezdtlen kornyezeti tényezoket
(Hu et al. 2010).

Amikor a ndvényt valamilyen stressz éri, Ujraprogramozza metabolikus ¢és élettani
folyamatait, amelyeket jelatviteli események halozata idéz el6. A folyamat a stressz
észlelésével kezdddik, amit a ndvény a szigndlok kozvetitésével akklimaciot célzo valaszokra
fordit le. Eredményiil a sejtmagban bizonyos gének kifejez6dése meg fog valtozni. A
valaszok koOzott a sztoma zarosejteknek kiilonosen nagy jelentéségiik van, mivel
kulcsszereplok a novény vizgazdalkodasaban. Az ozmotikus stressz megeldzése, amelyet
szarazsag valt ki, fligg a sztdbmas és kutikularis vizvesztés minimalizalasatol és a vizfelvétel
maximalizalasatol. A vizvesztést a sejtek ozmotikus védekezéssel is elkeriilhetik
(Roychoudhury et al. 2013). A prolin, betain, szabad aminosavak, cukrok, cukor alkoholok,
alkaloidok, stb. ozmotikusan aktiv komponensek. Fiziologiai mikodésiik révén részt vesznek
a sejt nyomaspotencial megtartasaban, a proteinek ¢és sejt strukturak stabilizalasban és ROS
semlegesitésében. Jelentdségiiket a bioszintézisiikben kulcs szerepet jatszo enzimek tul-
expresszalasaval bizonyitottak (Hu et al. 2010). A kompatibilis oldott anyagok felhalmozasa
mellett a viz- és iontranszport rendszer (vizcsatorna proteinek €s membran transzporterek)
valtozasai is védik és stabilizaljak a sejt struktirdkat a deszikkaciotol és a karosodastol. A

sejtes védekezés tovabbi elemei az antioxidans és detoxifikdlé enzimek, mint amilyen a
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glutation S-transzferaz, katalaz, szuperoxid dizmutaz stb; a zsirsav metabolizmus bizonyos
enzimei, proteinaz inhibitorok, ferritin és lipid-transzfer proteinek; LEA, ozmotin és fagyvédo
fehérjék stb. Ezek a sejtszintli valtozasok a szabalyzo TF-ok atirasanak valtozasai mellett a
szigndl transzdukcié ’downstream’’ génjeinek a szabdlyozdsa révén is megtorténhetnek

(Roychoudhury et al. 2013).

A jelatviteli lancokban szamos protein kindzt (MAPK, kalcium-fliggd protein kinaz
stb.); protein foszfatazt és proteazt azonositottak. Az elséként indukalt TF-ok kélcsonhatnak a
’downstream’’ stressz-szabalyozott jelatviteli és valasz gének promotereinek cis elemeivel,
amelyek a valaszold gének expresszidjat szabalyozzak, ezaltal segitve eld a ndvény stressz

toleranciajat (Roychoudhury et al. 2013).

A génexpressziot szabalyozd molekularis mechanizmusok fiiggnek a kromatin
struktarajatol is, azaz hogy milyen a transzkripcidt végzé RNS polimerdz komplex
hozzéaférhetdsége a DNS-hez, beleértve a nem-kodolé RNS-eket, hisztonban torténd
valtozasokat, hiszton modosulasokat és DNS metilaciot is. A DNS metildcidban és/vagy
hiszton kodban torténd valtozasok Osszefliggenek a génexpresszio valtozasaival, amelyet a
névény a kiillonbozd stresszekre adott valaszok soran generdl. A hiszton amino-terminalis
végek kémiai modosuldsai a nukleoszoma atszerkesztését idézik eld, ami eldsegitheti a

stresszindukalt transzkripciot az RNS plolimeraz II altal (Roychoudhury et al. 2013).

2.7.1. A transzkripcios faktorok szerepe a stressz toleranciaban

Szamos transzkripcids faktor bizonyult stressz indukalhatonak, ami azt mutatja, hogy
az atirdst szabalyozdé mechanizmus miitkodhet a szarazsdg, a hideg vagy a sdstressz
szignaltranszdukcids utvolakban. Ezek a faktorok szabalyozhatjak a stressz indukéalhatd gének

expressziojat akar kozvetve vagy kozvetleniil is (Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

A tolerancia vagy érzékenység egy nagyon Osszetett jelenség, mivel a stressz a
novényt tobb fejlédési allapotaban érheti. Az abiotikus stressztolerancia genetikai
meghatarozottsaga tobb faktor altal szabalyozott; a kiilonbozd kornyezeti tényezOhdz valo

adaptacio egy komplex jelleg.

Az abiotikus stressz, gy, mint a szarazsag, homérséklet és a so6 csokkenti a

kozonséges bliza (Triticum aestivum L.) hozamat. Ilyen koriilmények kozott a novényi sejtek
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drasztikus fiziologia, biokémia és metabolikus valtozasokon mennek keresztiil, amelyek
sejtszinten a stressztolerancia emelkedéséhez vezethetnek. A stressztolerancia kifejlédése
hatterében 4all6 mechanizmusok része, hogy egyes Cor (cold-responsive)/Lea (late-
embryogenesis-abundant) gének indukalodnak. A Cor/Lea fehérjék hozzajarulnak a
stressztolerancia kialakulasdhoz, ami a stresszvédd sejtes komponenseknek koszonhetd. A
Cor/Lea gének nemcsak alacsony hoémérsékletre valaszolnak, hanem koziilik tobb
szarazsagra ¢s abszcizinsavra is indukalodik. Az alacsony hdmérséklet- és szarazsag-indukalt
gének mind C-repeat (CRT)/dehydration-responsive element (DRE), mind ABA-responsive
element (ABRE) motivumokat tartalmaznak a promoterjiikben; ezen cis elemek funkcioit
fliggetlenek tartjak. Alacsony homérséklet és ozmotikus stressz hatasa alatt a Cor/Lea gének
expresszigja a CBF/DREB és AREB/ABF csaladba tartozo transzkripicos faktorok altal
szabalyozott (Kurahashi et al. 2009).

Az ABA a kornyezeti stresszre adott valaszokban kulcsszerepet jatszd ndvényi
hormon. Egyes Cor/Lea gének expresszidja dsszefligg a fagy és szarazsag toleranciaval, tobb
koziiliik kiils6 ABA-val is indukalhat6. Az Arabidopsis-nak ezen Cor/Lea génjeinek promoter
régioiban ABRE szekvencidk vannak. Az ABRE motivumokhoz dimerként kotédnek az
AREB/ABF proteinek (a bazikus leucin zipzar région keresztiil; bZIP) és aktivaljak az ABA-

fliggd génexpressziot.

A CRT/DRE, ABRE ¢és mas stressz-€érzékeny motivumok a buza Cor/Lea gének 5’
upstream régidiban talalhatoak, példaul a Wdhn13 és Wrab17 gének esetében is. A buza CBF
homolégok példaul a TaCBF, TaDREB1 és WCBF2 transzkripcids faktorokat kédolnak,
amelyek CRT motivumokhoz kotédnek. A CBF (core binding factor) homoldgok koziil a
TaDREBL1 egyértelmiien szarazsag és ABA hatasara fejez6dik ki. Buzaban a Cor/Lea gének
expressziojat CBF/DREB és bZIP transzkripcios faktorok serkentik, és kozponti szerepet

jatszanak az abiotikus stressztolerancia kialakulasaban (Kurahashi et al. 2009).

Vizhiany hatasara aktivalodd egyes gének promoter régioinak vizsgalata ABA-fiiggetlen
expressziot mutatott. Ezen inditd szakaszok DRE/CRT elemet tartalmaztak (A/GCCGAC
szekvencia). A ludfiit DREB1/CBF és DREB2 fehérjék az AP2/ERF TF csaladba tartoznak. A
DREBI1/CBF fehérje specifikusan kdlcsonhat a DRE/CRT motivummal és nagyszamu stressz-
véalasz gén expresszidjat ellendrzi. Szarazsag, so- és fagytolerancidban javulast mutatott az a

transzgénikus ludfii, amelyben a DREBI/CBF TF-t taltermeltették, habar ez a konstitutiv
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expresszio fejlodési rendelleneségeket is okozott. Mas kutatasok soran, a stressz-érzékeny
RD29A promoter hasznalataval a ndvény stressztoleranciajat novelni lehetett anélkiil, hogy a
beavatkozas novekedésbeli hibakat okozott volna. Erdekes modon a fagy tolerancia nagy
hatastt QTL-jeit a ludfiiben, diploid buzaban (T. monococcum) és arpaban a DREB1/CBF
gének kozelébe térképezték és a DREB1/CBF gének expresszios szintje 6sszefliggésben volt a
fagy toleranciaval. Transzgénikus ludfiiben a DREB1 gén és rizsben az OsDREBI1 gén erds
kifejezése megndvelte a szarazsagra, magas sotartalomra €s hidegstresszre vald toleranciat,
habar fejlédésbeli elégtelenségeket okozott. Megfigyelték, hogy megemelkedett az
ozmoprotektansok (szabad prolin és oldhaté cukor) szintje a transzgénikus rizsben. Ez azt
valosziniisiti, hogy a DREB1/CBF regulon funkcidja konzervalt rizsben és ludfiiben, valamint
hogy a DREB1/CBF-tipusu gének alkalmasak lehetnek a kiilonbdz6 kornyezeti stresszre valo
tolerancia novelésében transzgénikus egyszikii valamint kétszikii novényekben is (Kauzo et
al. 2003).

2.7.2. A szarazsagstresszre adott valaszokban szerepet jatszo transzKkripcios

faktorok kozotti kolcsonhatasok

Szamos gén transzkripcios szinten valaszol szarazsagra, miként hidegstresszre is

(Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki, 2000) €s igy vesznek részt a tolerancia kialakitasaban.

Microarray technologiaval végzett transzkriptom analizissel feltartak néhany gént, amelyek
indukalddtak abiotikus stressz altal. Ezek két nagy csoportra oszthatoak. Az egyik csoport
olyan géntermékeket kodol, amelyek kozvetleniil védik a sejtalkotokat a stressz karos
hatasaival szemben, mig a masik csoport termékei szabdlyozzak a génexpressziot é€s
szignaltranszdukcidt a stressz valaszokban. A molekularis és genomikai analizisek azt
mutatjak, hogy tobb kiilonbdzd transzkripciondlis szabalyozd rendszer vesz részt a stressz-
vélasz genetikai szabalyozasaban. Néhanyban ezek koziil részt vesz az ABA stresszhormon,
mig masokban nem. A stressz-indukalt valaszgének expresszioja tehat lehet ABA-fiiggd vagy
attol fliggetlen. Néhany gén mind szérazsagra mind hidegstresszre indukalddik, ami azt
mutatja, hogy a szarazsag és hidegstressz jelatviteli utvonalak kozott parbeszéd, > crosstalk”

all fenn (Kauzo et al. 2003).

A kutatok microarray technoldgia segitségével megallapitottak, hogy az ismert szdrazsag-

indukalhat6 gének tobb mint a fele kifejez6dott magas s és/vagy ABA kezelés hatasara, ami
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azt bizonyitja, hogy szignifikans atfedés all fenn a szarazsag, sostressz ¢s ABA valaszok
kozott. Ezzel ellentétbe, a szarazsag-indukalhato géneknek csak kb 10%-a indukalodott
hidegstresszre is. Szamos, kiilonb6z6 tipusu TF volt megtalalhato a stresszekre indukalhato
gének kozott, ami azt sugallja, hogy tobbféle transzkripciondlis szabalyozd mechanizmus
milkodik a szarazsag-, hideg- vagy magas sostressz jelatviteli utvonalakban. E stressz-
indukalhat6 TF-ok tartalmazzak a DRE-kot6 fehérje (DREB) csalad tagjait, az etilén-érzékeny
elem koté faktor (ERF), a cink-ujj, a WRKY, MYB, a bazikus helix-hurok-hélix (bHLH), a
bazikus-domén-leucin cipzar (bZIP), a NAC és a homeodomén TF csaladokat. Ezek a TF-ok
egylittesen vagy kiilon szabdlyozhatjak a stressz indukdlhatdé a jelatviteli haldzatokat és

géneket (Kauzo et al. 2003).

2.8. A buiza szarazsagtiirését meghatarozo tényezok

A szarazsagtlirés tobb gén altal meghatdrozott (poligénes) kvantitativ (mennyiségi)
tulajdonsag. Egy poligénes jelleg fenotipusos kifejezédését nagymértékben befolyasolja a
kornyezet. A kromoszémakon azokat a régidkat, ahol a mennyiségi tulajdonsagok
kialakitdsaban szerepet jatszd gének helyezkednek el, mennyiségi jellegeket meghatirozo
l6kuszoknak, roviden QTL-eknek nevezziik. Jellemzden egy nagy (major) illetve tobb kis
(minor) QTL felelés egy adott tulajdonsagért. A szarazsagtoleranciat altalaban kis hatasu
QTL-ek befolyasoljak.

A blzanemesités torténhet hagyomanyos modszerekkel illetve géntechnologiat
felhasznalva. Mindkét eljaras célja elsésorban a mindség javitdsa, a hozam nodvelése és a

stresszekkel szembeni ellendllosag fokozasa.

Ahhoz, hogy megértsilk a szarazsagra adott valaszok molekularis mechanizmusait,
elengedhetetlen a szarazsagtolerancia molekularis szintli kutatasa. Jelenleg tobbféle lehetdség
koziil valaszthatunk, melyek révén novelni tudjuk a buza szarazsaggal szembeni

ellenallosagat, stabil hozam mellett.

A ndvényben a tolerancia kialakuldsat tobb szinten is nyomon kovethetjiik: transzkriptom,
proteom és metabolom szinteken. Ezen analizisekkel meghatarozhatoak azok a gének,
amelyek szarazsagstressz soran indukalodnak és kapcsolatban vannak a jelatviteli és
szabalyozo utvonalakkal. Mindehhez hozzasegit a buza genom szekvencia szintli ismerete,

melynek révén ma mar konnyebben tudunk fényt deriteni az egyes gének funkciojara.
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A transzformécids technologia egy lehetdség, hogy megértsikk azokat a
hatdsmechanizmusokat, amelyek kozrejatszanak e tulajdonsag kialakitasaban. Ezen
moddszerek nemcsak a ndvény tulélését célozzdk meg, hanem a produktivitds megtartasat,

novelését is mérésékelt vizellatas esetén.

Szamos kutatds alapjan elmondhat6, hogy a szdrazsag toleranciat tobb , kishatast’’
QTL  befolyasolja. A géntérképezés ¢és funkciondlis genomikai technologidk a
széarazsagtolerancia molekularis vizsgalatanak 0j eszkozeinek tekinthetéek. A molekularis
markerek és/vagy a potencialis gének meghatarozasa segithet megérteni a szarazsaggal
szembeni ellenallosag molekularis alapjait, illetve azt felhasznalva molekularis médszerekkel
tamogatott nemesitést lehet végezni. Az utobbi tiz évben szamos olyan tanulmany sziiletett,
amelyekben a QTL-ek térképezésével tobb gabona esetében is olyan l6kuszokat azonositottak,

amelyek Osszefliggésbe hozhatdak a szarazsagtoleranciaval (Mir et al. 2012).

A transzkriptomika és funkcionalis genomika alkalmazasa is lehetdséget nyujt jobban
megérteni a stresszvalasz mechanizmusait a haszonnévényeknél. A szarazsagtolerancidban
szerepet jatszo gének transzkripcios profil meghatarozasara az EST szekvenciak (expressed
sequence tag/ kifejez6d6 szekvencia szakasz) alkalmasak. Az EST szekvencidk
bioinformatikai analizise (példdul BLAST programmal) segithet azonositani azokat az

igéretes géneket, amelyek a tolerancia kialakitasaban részt vehetnek.

Az ellenélloképesség novelhetd transzgénikus technologidval is, amikor egy, vagy
néhany génnel transzformaljak az adott novényt, melynek novekszik az ellenalloképessége a
stresszel szemben a gén(ek) kifejez6dése altal. A tudomany jelenlegi allasa szerint mar
képesek vagyunk transzgénikus buzat is eléallitani. Vendruscolo et al. (2007) talteremeltették
a prolin bioszintézisben kulcs szerepet jatsz6 gén cDNS-ét. A prolin felhalmozodas
eredményeként a transzformans buzak oxidativ stresszel szembeni védelme javult, és jobban

toleraltak a vizdeficites koriilményeket, mint a kontroll csoport.

Harsh Chauhan ¢és Paramjit Khurana (2011) portok kultaran Agrobacterium-kozvetitett
transzformaciot végeztek buzan, a szarazsag tolerancidban ismert modon szerepet jatszd arpa
HVAL gént felhasznalva. A regeneraciot kovetden a pozitiv haploidokat kolhicin kezelésnek
vetették ala, mellyel stabil transzgénikus dihaploid novényeket nyertek. Ezek jellemzden
gyorsabban csiraztak és a szdrazsag toleranciajuk is jobb volt, mint a nem transzgénikus

novényeké.
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Bahieldin et al. (2005), szintén a LEA fehérjék 3. csoportjaba tartozo HVAL génnel végzett
buza transzformaciot, melynek konstitutiv expresszioja javitott a biomassza produktivitason

¢s vizfelhasznéldson vizhianyos koriilmények kozott.

A hazai viszonylatban az aszalytlir6 buza fajtak koziill a GK Hunyad és GK Csillag
emlitheté meg, amelyeknek szarazsagtird képességét 2002-ben mar elismerte az Orszagos
Mezbgazdasagi Mindsité Intézet. Ujabb, nagy termOképességii és stressz tolerans fajtak
keriiltek bejelentésre 2003-ban és 2004-ben. Ezek a GK Almos, GK Nyar, GK Samén, GK
Szorény és GK Rabé voltak (Hoffman et al. 2006).

A dolgozatomban szerepld fajtak koziil agronémiai szempontbol a Gk Elet és Cappelle
Desprez vizhianyra érzékeny, az Mv Emese ¢és Plaisman V tolerans genotipusok;
kategorizalasuk a szarazsag stressz alatti terméshozam valtozasok alapjan torténik (Jager et al.
2014). Mas fizioldgiai paraméterek, mint a fotoszintetikus aktivitas és hormon szintek (Guoth
et al. 2009; Guoth et al. 2010) vagy a mikro- és makrosporogenezisek érzékenysége illetve a
megtermékenytilési folyamat, mind egyiittesen hatdrozzdk meg az adott buzafajta
érzékenységét a talajszarazsagra nézve (Gouth et al. 2010). Ennek fiiggvényében a tolerans
fajtdkkal magasabb hozam valosithatd meg szarazsdg idején is, szemben az érzékeny

genotipusokkal.
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3. CELKITUZES

Munkank céljaul azt thztik ki, hogy a hazai viszonyok kozott is egyre inkabb
sz¢€ls6séges iddjarasnak kitett kozonséges bliza egyes genotipusainak szarazsagra adott
valaszai kozott kiillonbségeket tegyiink. Valaszt kerestiink arra a kérdéskorre, hogy mi okozza
a vizdeficitre vald eltérd érzékenységet az altalunk vizsgalt két szarazsagtolerans (Plainsman
V. és Mv Emese) és két szarazsagérzékeny (GK Elet és Cappelle Desprez) fajta kozott. Ehhez

genetikai, biokémiai és novényélettani modszereket alkalmaztunk.
A fajtak kozotti kiilonbségtétel céljabol a kdvetkezd vizsgalatokat végeztiik:

e avizhiany gazcserére gyakorolt hatdsanak mérése

e indukdlt ozmotikus stressz  alkalmaval  szintetizalod6  ozmoprotektansok
meghatarozasa

e egyes, szarazsag esetén varhatoan menyilvanuld gének kifejezodésének vizsgalata

e azon transzkripcios faktorok felkutatasa, amelyek szabalyozhatjdk az elébbiekben
emlitett gének kifejezddését

e a desszikacids valaszokban kulcsfontossagu abszcizinsav hormonra valo érzékenység

meghatarozasa

Azonositani és klonozni kivantunk tovabba egy buza gént, amely a szarazsagtiirésben
Iényeges viaszboritottsag kialakulasaért felelos lehet. Meg kivantuk hatarozni az ilyen jeldlt
gén kifejezédését kifejlett buza novény szerveiben, valamint vizhianyos stressz hatasa alatt a

zasz10s levelekben.
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4. ANYAG ES MODSZER
4.1. Novényanyag

Kisérleteinket két szarazsagtolerans fajtara, a martonvasari nemesitésti Triticum
aestivum L. cv. Mv Emese-re illetve az amerikai eredetti T. aestivum L. cv. Plainsman V-ra
alapoztuk. Az Gsszehasonlitas érdekében tovabbi két szarazsagérzékeny genotipust vontunk
be a kutatdsunkba: a Gabonakutaté Nonprofit Kft. 4ltal nemesitett T. aestivum L. cv. GK Elet-

et és a francia eredet(i T. aestivum L. cv. Cappelle Desprez-t.

Az egyes kisérleteinkhez felhasznalt vetdémagokat az MTA Agrartudomanyi Kutatékdzpont

Mezb6gazdasagi Intézet Novényi Sejtbioldgiai Osztalya biztositotta a szamunkra.
4.1.1. A szarazsagtiirési kisérletekben felhasznalt buzak nevelése

A szarazsagtlrés vizsgalatahoz a blizamagokat f6ld-homok-t6zeg keverékébe (3:1:1,
v/v/v) vetettiik, majd 7 hét 2 °C-on torténd vernalizaciot kdvetden a csirandvények PGV-15
novényneveld kamrakban (Conviron, Winnipeg, Kanada) nevelkedtek, Oszi klimatikus
program (T1) alatt (Jager et al. 2015). A kisérletek a MTA ATK Mez6gazdasagi Intézet
fitotronjaban torténtek, ahol tars kutatd csoportunkat Jager Katalin vezette. A
minimum/maximum hémérsékletet 12.5/5.5 °C-r6l 21/14 °C-ig emeltiik viragzasig. Az
ont6zés rendszerint reggel tortént azonos térfogattal (150 ml/cserép/nap).
Mivel a Cappelle Desprez-nek a cimerhanyasa és viragzasa késobb torténik a tobbi
genotipussal szemben (elézetes kisérletek szerint), a fejlodési kiilonbségek kiegyenlitése
érdekében ezt a fajtat két héttel korabban iiltettiik (Jager et al. 2015).
A szarazsagstresszt teljes vizmegvonassal idéztiik eld, a novények fejlédési fazisait a Zadoks-
féle fenologiai kodrendszer (GS58) segitségével allapitottuk meg. A viragzas el6tt 3 nappal
kezdtiik a vizmegvondst, amit legalabb a nevelokézeg 10% -os viztartalmanak eléréséig
folytattunk (3. abra). Az els6 vizmegvonast kovetden két napig visszadntozést (150 ml)
véeztiink, majd egy masodik vizhianyos stressz kovetkezett 10 napig. A kontroll névények
21°C-on nevelkedtek, 10/14 6ra vilagos/sotét megvilagitasi ciklus alatt. Genotipusonként és
kezelésenként husz novényt neveltiink teljes fejlettségig, a végsé maximum/minimum
hémérséklet 32/18°C kozott volt (Jager et al. 2015).
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A kisérletet kétszer ismételtiik meg 2010-ben és 2011-ben, mindkét évben két bioldgiai

1smétlésben.

i: -+ PlainsmanV  ® MvEmese -4 GkElet -* Cappelle Desprez
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3. abra: A talaj viztartalma a szaritas két ciklusa alatt (Jager et al. 2014 nyoman,
atszerkesztve).

4.1.2. Novényanyag nevelése az in vitro ABA kezeléshez

Kurahashi és munkatarsai 2009-ben kozolt publikdcidjara tdmaszkodva végeztiik a
kisérleti anyag eldallitasat az ABA hatésat célzo vizsgalatunkhoz. A magokat 5 6ran keresztiil
csapvizben aztattuk a hidratacié végett, majd a nedvesedett magokat egy ¢jszakan at 4 °C-on
tartottuk. Ezutdn a magokat desztillalt vizzel atitatott sziir6papirokra helyeztiik Petri-

csészékbe, és egy napig 20 °C-on sotétben inkubaltuk.

A kontroll csoport desztillalt vizes, mig a kezelt vonalak novényei 10 uM, 20 uM és 50 uM

crc

koriilmények kozott (23 °C). Minden kezelésnél genotipusonként tiz magot hasznaltunk fel,
majd harom nap elmultdval lemértilk a csirandvények gyokérhosszat. A kisérletet harom

alkalommal ismételtiik meg.
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4.1.3. PEG-el torténé ozmotikus stressz kezeléshez valé kisérleti anyag eléallitasa

A vetdmagokat 3%-os hidrogén-peroxiddal kezeltiikk 5 percig a maghéj sterilizalasa
miatt, majd tobbszori Milli-Q vizes mosassal mentesitettiik annak maradvanyaitol. Ezt
kovetden desztillalt vizzel atitatott sziirdpapirral bélelt Petri-csészékbe raktuk a szemeket és
fényszobdba helyeztiik azokat. A mar hajtassal és gyokérrel rendelkezd csirandvényeket tiz
nap letelte utan hidroponias rendszerben, Hoagland-tapoldatban (pH: 5,8) neveltiik tovabb
(Hoagland és Arnon, 1950). A makro- és mikroelemekbdl térzsoldatot készitettiink, és ebbdl
mértiik ki a sziikséges mennyiségeket. Igy 10 1 tapoldathoz 1 1 makrotdrzsoldatot, 2,5 ml
mikrotorzsoldat valamint 100 ml Fe(Il)-EDTA torzsoldatot hasznaltunk fel. Az egyes

torzsoldatok Osszetevoi a kovetkezdek voltak:

Makrotorzsoldat:

5,055 g/L KNO3

11,81 g/L Ca(NOs3)2 . 4 H.0
4,932 g/L MgSOs4. 7 H20
1,361 g/L KH2PO4
Mikrotorzsoldat:

286 mg/L H3BO3

362 mg/L MnClz. 4 H20
22 mg/L ZnSO4. 7 H20

12 mg/L NazMoO4. 2 H,0
Fe(111)-EDTA torzsoldat:
4 g/L Fe(l11)-EDTA

Az algidk elszaporodasanak megeldzésére tetejiikon lyuggatott alufoliaval burkoltuk be a
tenyészedényeket (4. abra). Genotipusonként 40 névényt neveltiink (20 n6vény/800 ml) ilyen
vizkultaras koriilmények kozott. A tovabbi optimalis kiilsé kornyezet biztositasa érdekében a

kisérletet klimakamrakban végeztiik.
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4. abra: Buza novények vizkultiras rendszerben

Az ozmotikus stressz kivaltasara a Hoagland-tapoldatba novekvd koncentracidban 8 w/v %-
0s, 12 wiv %-0s, 15 w/v %-0s majd 18 w/v %-0s 6000-es molekulatomegii polietilén glikolt
(PEG, Duchefa) hasznaltunk, a kontroll csoport kizardlag Hoagland tapoldatban fejlodott. A
hetente ndveltiik folyamatosan.

Eldzetes kisérletek alapjan (nem bemutatott adatok) a stresszhatds optimalis megfigyeléséhez
elkeriilhetd a novények hirtelen sokkolasa, ami azok pusztulasdhoz vezetne.

Az anoxia elkeriilése érdekében akvariumi levegdztetd rendszert alkalmaztunk, az
elparolgott/parologtatott viz fogydsanak folyamatos poétlasa végett pedig a kontroll ill. PEG

tartalmu tapoldatokat heti két alkalommal utantoltottiik desztillalt vizzel.

4.2. Relativ viztartalom (RWC) meghatarozasa

A leveleket ért ozmotikus stressz mértékét a relativ viztartalom vizsgélatan keresztiil
kovettiik a 18%-os PEG kezelést kovetden, melyhez a levél kozepérél vett 2 cm-es

szegmenseket hasznaltunk.
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A relativ viztartalmat (Relative water content, RWC) a kovetkez6 egyenlet alapjan hataroztuk
meg: RWC = (FW — DW) * 100/(SW — DW). Ahol az FW a friss stly (Fresh weight, FW), az
SW a 4 oras, desztillalt vizben tortént aztatds utan mért viztelitett suly (Water-saturated
weight, SW), mig a DW 80°C-on tomegallanddsagig torténd szaritds utan mért szaraz suly

(Dry weight, DW) (Ristic €s Jenks, 2002).

Minden vonalb6l 15 darab novényt neveltiink, a kisérletet haromszor ismételtik meg. A

kapott RWC eredmények kozti kiilonbséget t-proba segitségével értékeltiik.

4.3. Prolin meghatarozasa vizhianyos blizaknal

A prolin tartalom meghatarozasa Bates (1973) publikacidja alapjan tortént. A -80 °C-
on tarolt mintakbol kimértiink kb. 100 mg-ot, amelyet eldorzsoltiink kvarchomok segitségével
3% szulfoszalicilsavat tartalmazé oldatban. Az igy nyert homogenizatumot 10 percig
maximalis fordulatszamon centrifugaltuk. A kapott feliiluszo 100 pl-éhez 200 pl 96%-0s
ecetsavat illetve 200 ul savas ninhidrint (2,5% (w/v), ninhidrin, 60% (v/v) 96%-0s ecetsavat,
40% (v/v) 6 M foszforsav) adtunk hozza. A mintakat 96 °C-on 1 6ran at inkubaltuk. Miutan
az elegyiink kéz melegre lehiilt, 1 ml toluolt mértiink hozza.

Az igy kapott piros szinli terméket ODsz nm-en spektrofotométerrel megmértiik,
ehhez a toluolt hasznaltuk referenciaként. A prolin koncentrdcid meghatarozasahoz
kalibracids gorbét készitettiink ismert mennyiségli prolin tartalmakat alapul véve.

A kisérleteket harom ismétlésben végeztiink, ismétlésenként tobb parhuzamos mérést

felhasznalva.

4.4. Fotoszintézisre jellemzo paraméterek miiszeres mérése szarazsag kezelt bizakon

A ndvényi gazcsere vizsgalatdnak egyik eszkdze az infravords gazanalizis (Infra Red
Gas Analysis, IRGA), amely egy mérés soran tobb paramétert képes mérni (pl. a levelek
vizleaddsa, a fotoszintetikus szén-dioxid fixacio, sztoma konduktancia).

Az MTA Martonvasari Agrartudomanyi Kutatokézpont fitotronjaiban nevelt
szarazsagkezelt buzakon LiCor6400 késziilékkel (LI-COR Biosciences) végeztiink ilyen
iranyt vizsgalatokat. Az analizist a vizmegvonasi periddus alatt kétnaponta végeztiik el,

genotipusonként 6t cserép novényeinek egy zaszlos levelén, mivel az marad a legtovabb
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metabolikusan aktiv. A fotoszintetikus folyamatok tanulméanyozéasanak szempontjabol ez a
legmegfelelobb vegetativ szerv a kaldszosok korében.
A késziilék beallitasi paraméterei a kovetkezdek voltak: levegd bearamlas 500 ml/min,

a mérés 380 umol/mol 1égkori CO2 koncentracid mellett tortént.

4.5, Statisztikai elemzés

Az eredmények kiértékeléséhez statisztikai probat alkalmaztunk, hogy megtudjuk van-
e szignifikans kiilonbség az egyes mérések kozott. Az abszcizinsav gyokérndvekedés gatlo
hatasara vonatkoz6 adatokat Welch féle ANOVA teszttel értékeltiik ki. A levél RWC
eredmények adatait a Microsoft Office 2013 Excel program T-probajaval elemeztiik, mely
soran meghataroztuk a kezelések hatasat az egyes genotipusokra nézve. A qRT-PCR alapjan
kapott expreszids szintek kozotti kiilonbség szignifikancidjanak meghatarozasahoz One-way

ANOVA és post-hoc Tukey HSD tesztet alkalmaztunk.

4.6. Teljes RNS izolalas kiilonb6z6 btiza mintakbél

Buzak RNS kivonasdhoz kezdetben Viogene Plant Total RNA Extraction Miniprep
System-et hasznaltunk, azonban a gyenge kinyerése miatt elalltunk ennek tovéabbi
alkalmazasatol. Igy a mintdinkat végiil TRI Reagent-el (Molecular Research Center, Inc.)
izolaltuk, amely modszer eredményesnek bizonyult.

A kétféle (ABA-, szarazsag-) kezelésnek aldvetett ndvényanyag RNS kivondsanal
ugyanazt a protokollt kovettiik, némi eltérésekkel a gyartd utasitasaitol. Vizsgalatunkhoz a
buzak levelét Eppendorf csdvekbe gytijtottiik és a helyszinen fagyasztottuk, majd azt -80 °C-
on taroltuk a felhasznalasig.

Kinyeréskor steril dorzsmozsarban 200 mg mintdt homogenizaltunk folyékony
nitrogén felhasznaldsaval, majd ehhez hozzdmértiink 1 ml TRI Reagenst és attoltottiik
Eppendorf csovekbe. 10 perc szobahémérsékleten vald inkubalas kovetkezett, majd az eldre
4 °C-ra lehiitott centrifugaban 10 percig 12 000 rpm-en valasztottuk szét fazisokra a mintakat.
Az ezt kovetden keletkezett feliiluszot ) csovekbe toltottik, vigyazva hogy az alsé fazis
sejttormelékei ne keriiljenek at. Ezutdn kovetkezett a szerves oldoszerrel torténd kezelés,
amikor is 200 pl kloroformot mértiink ra a fels¢ fazisra. Intenziv vortexelés utan
15 percig 4 °C-on, a csoveket 12 000 rpm-en centrifugaltuk. Ennek soran a minta harom
részre valt szét, melybol a felsd vizes fazis tartalmazta az RNS-eket. Ezt uj Eppendorf

csovekbe pipettaztunk at, hozzamértiink 1:1 ardnyban izopropanolt, majd enyhe razatas utan
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10 percig -20 °C-on tartottuk. Az Gjabb centrifugalast kovetéen, ami 10 percig 12 000 rpm-en
és 4 °C-on tortént, a feliiluszot eltavolitottuk a rendszerbdl és a keletkezett RNS iiledéket 1ml
75%-0s etanollal mostuk. A mintdk alkohol maradvanyainak eltavolitdsa érdekében, attol
szaritas soran szabadultunk meg. Végiil az igy keletkezett csapadékot 50 pl Milli-Q vizzel

szuszpendaltuk fel.

Az izoldlt RNS mindségi ¢és mennyiségi elemzését NanoDrop ND-1000
spektrofotométer (NanoDropTechnologies, Inc. Wilmington, DE, USA) segitségével végeztiik
illetve gélelektroforézis révén is ellendriztik, mely sordn 1,5%-os TBE agaroz gélen
megfuttattuk a kivonatokat 100 V-os fesziiltség mellett. Az RNS kiegyenlitésnél kezdetben
csak a gélképekre hagyatkoztunk. Azonban ezt a modszert kovetve nem volt teljes mértékben
eredményes a koncentraciokiilonbségek kikiiszobolése. Igy tértiink ra késébbickben a
NanoDrop mindenkori hasznélatdra. Azon mintak esetében, amelyeknél az A260/A280 arany
nem volt kielégito, nem érte el az 1,7-es értéket, amely megfelel a fehérjéktdl valdo mentesség

mindségének, ujabb kivondsokat hajtottunk végre.
4.7. RNS koncentraciok kiegyenlitése és cDNS iras

A fentiekben vazolt elvarasoknak megfelel6 RNS-eket a NanoDrop-pal mért
koncentracio értékek alapjan adtuk a reakcioelegyekhez, hogy a mennyiségi kiilonbségeket
mar itt is kiegyenlitsiik. Az RNS-ek cDNS-¢ valo atirasara a Fermentas First Strand cDNA
Kit-et alkalmaztuk. Az adott ribonukleinsavhoz 1 pl Oligo(dT)18 Primer (0,5 pg/ul) adtunk és
DEPC-vizzel 12 pl végtérfogatra egészitettiik ki. A gyartd altal javasolt protokollt kovetve,
I mM dNTP, 20 U RiboLock és 220 U M-MuLV reverz transzkriptaz enzimet hasznaltunk
egy reakcidelegy elkészitéséhez. A kapott komplementer DNS-ken a tovabbiakban még 2,5x
higitast végeztiink MQ-val.

4.8. Az RT-PCR-hez felhasznalt primerek

A kontroll primerek (TaL, TaH) (1. tablazat) megtervezéséhez irodalmi ismeretekre
tamaszkodtunk (Paolacci et al.,, 2009). A ,housekeeping” ubiquitin génre specifikus
primerpart Szikriszt Bernadett munkatarsunk biztositotta a szamunkra.

A Wdhn13 célgénnel folytatott vizsgalathoz Fuminori et al. (2010) publikaciojaban

kozolt primer szekvenciak szolgaltak alapul (2. tablazat).
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A Cbfl4 és Cbfl5 génekre specifikus primereket Dr. Vagujfalvi Attila szolgaltatta a
szamunkra (MTA ATK Mez6gazdasagi Intézet, Novényi Molekularis Biologia Osztaly) (2.
tablazat).

A gélekbdl kinyert DNS fragmentumokat a Biomi Kft (G6dolls, Hungary)

segitségével szekvenaltattuk meg.

1. tablazat: Kontroll primerek

Primer neve Primer szekvencidja Termék hossza (bp) Szekvencia
azonositoja
5- TCGTCACCACCATCGAAACCA -3
TaH Ka, Kb 5' - GGAGAGCCAGTCAAGACCCTC - 3 398 Ta.2291
TalL Ka, Kb 5-GTAGCATTATGTTTGTGCCTTG-3'
5'-GGAGAGCCAGTCAAGACCCTCG-3' 350 Ta.2776
Ubiquitin 5-GCATGCAGATATTTGTGAAGACC-3' 403 AY862401

5'- CCACACCAGCAGAAGTTTGA-3'

2. tablazat: A célgének primer parjai

Primer neve Primer szekvenciaja Termék hossza (bp) Szekvencia
azonositoja

5- AGAACCAGTGTCAGATTTCCCT- 3
Wdhn13 5 - ATTCTGCAAAGTAGCGGGTC -3° 0t ABO76807

5-TTGTCTCAACTTCGCCGACT-3
Cofld 5.CCAAACCAGTGTCATTCAA-3' 247 AY 785901

5-GTGTCTCAACTTCGCCGACT-3'
Cbfis 5-ATGTGTCCAGGTCCATTTCC-3 336 EU076383

4.9. RT-PCR

A célgénekkel folytatott kisérletek elétt, a cDNS koncentraciéo kiegyenlités
sikerességérdl kontroll primerekkel végzett RT-PCR utjan gy6zddtink meg. Egy RT-PCR
reakcio 2 ul ¢cDNS-t, 1x GoTaq Flexi puffert, 0,6-0,6 uM primert, 1,5 mM MgCl,-ot, 0,15
mM dNTP-t, 1,25 U GoTaq DNS polimerazt tartalmazott, Milli-Q-val 20ul végtérfogatra
kiegészitve. Az RT-PCR reakciot az Eppendorf Mastercycler segitségével végeztik. Az
enzim hdaktivalasa 95 °C-on 2,5 percig tortént, majd a kovetkezd 1épesek ismétlodtek
harminc cikluson keresztiil: a DNS denaturacioja 30 masodpercig 95°C-on, primerek tapadasa
30 mésodpercig 60 °C-on és a polimerizacid egy percen keresztiil 72°C-on. A reakcio végét a

4°C-ra valo hiités jelentette.
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A folyamat sordn kapott termékeket 1,5%-0s agar6z gélben valasztottuk el és GelGreen
festéssel tettiik lathatéva. A fragmentumok molekulatomeg meghatarozasahoz markerként a

lambda fag DNS-ének Pstl enzimmel tortént emésztését hasznaltuk fel (,,M” sav).

4.10. Genomi DNS kontaminacio ellenorzése

A cDNS-eket tovabbi vizsgalatnak vetettiik ala, mellyel a genomi DNS maradvanyok
meglétérdl kapunk informaciot. Ehhez egy specialis pimer parral (3. tablazat) végzett RT-
PCR-t hasznaltunk (Ciaffi et al. 2006). Ennek az inditd szekvencianak az a kiilonlegessége,
hogy célgénje az amplifikalt régidban egy intront tartalmaz, amelynek az mRNS érése soran
ki kell vagodnia. Az intron az atirt mRNS-ben mar nem fog szerepelni, tehat a cDNS-en sem
fog megjelenni. Ebbdl kiindulva, ha a polimeraz lancreakci6 utani gélelektoroforézis képen
intron nélkiili, azaz 266 bp hosszsagu terméket kapunk, akkor biztosak lehetiink abban, hogy
a mintaink nem szennyezettek (genomi) gDNS-el. Ezzel az eljarassal kisziirhetd, hogy csak
azokrél a génekrél kapjunk képet, amelyek az adott pillanatban megnyilvanulnak, s

amelyekrdl érett mRNS keletkezik.

3. tablazat: A genomi DNS sziiréshez hasznalt primer par szekvenciai

Primer neve  Primer szekvenciaja Termék hossziisaga Célgén azonositéja
intronnal (bp)

TaG Ka 5-AAGAACATCCAGGAATACAAGG-3' 618 AJB68102

TaG Kb 5-TCTCCAAAGCAGAAACATCAAA -3

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

kivalasztasa adatbazisok segitségével illetve annak klonozasa

BLAST program segitségével kerestiink a ludfii WIN/SHN1 génhez (NP_172988.1)
hasonld szekvenciakat az NCBI Triticum aestivum EST adatbazisban. A legnagyobb egyezést
a Ta31753 és Ta44806 buza UniGene-ekkel talaltuk. Tovabbi keresést folytattunk a fenti
szekvenciakkal a Triticeae Full-Length CDS adatbazison. Az UniGene-ek szekvenciai egy
adott génnek feleltek meg, nevezetesen a tplb0011g14-nek, amely egy 227 aminosav hosszl
fehérjét kodol. Ezt a gént a tovabbiakban TaSHN1-ként (4. tablazat) neveztik, ami a
legnagyobb hasonlosagot a buza UniGene Ta44806-al mutatta. A kodolt protein 58.1%-ban
volt azonos az Arabidopsis WIN/SHNI1 fehérjével és 72.8 %-ban az ortolog rizs OSWR1
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transzkripcids faktorral. A lTadfli, buza és rizs szekvenciak tobbszoros szekvencia illesztését a

CLUSTAL W programmal (v. 2.1) végeztiik (Jager et al. 2015).

4. tablazat: A TaSHN1 gén primer parjai

Termék Célgén

Primer neve  Primer szekvenciaja Lore
hosszaa (bp)  azonositoja

buSWk1 5'-AGAGGATCCAACAATGGTACAGTCCAAGAAGAAGTTTCGC-3'

618 tplb0011g14
buSWk2 5'- GTGGAATTCTCAGATGACGAGGCTGCCTTCTTCACCG -3

A klonozas soran az RT-PCR-¢l felszaporitott DNS szakaszt (TaSHN1) els6ként
restrikcios enzimmel kell hasitani, hogy megfeleld ragadds végl inszertet kapjunk, mely

révén beépithetéveé valik a szakasz a vektorba.

Az RT-PCR soran felszaporitott buza gént pBluescript KSII vektorba torténd ligalasa az
alabbiak szerint tortént: els6ként az RT-PCR fragmentumot és a vektort BamHI és EcoRl
enzimmel emésztettiik. Az igy elokészitett DNS fragmensek 2-2 pl-éhez 5 ul ligaz puffert
illetve 1 ul T4 ligazt adtunk hozza. Utolsé 1épésként a végtérfogatot 50 pl-re egészitettiik Ki

MQ-viz hozzaadasaval.

A kovetkezé 1épés a ligatum Escherichia coli baktériumba torténd transzformalasa volt. A
ligalasi elegy 2 upl-ét 0,2 ml kompetens sejthez pippetaztunk, melyet el6zéleg jégen
felengedtiink. Ezutan a keveréket 30 percig jégen allni hagytuk. Ezt kdvetden 2 percig 42°C-
os vizflirdobe helyeztiik, majd 5 percre ujra jégre raktuk. Antibiotikum nélkiili 1 ml folyékony

taptalajjal 37°C-on 1 6ran keresztiil razattuk a mixet.

Annak érdekében, hogy a klonozott DNS szakaszt tartalmazé vektort hordozé baktériumokat
kiszelektaljuk a baktérium telepek koziil, agar lemezeket készitettiink Ampicilin 100pg/ml és
IPTG X-Gal felhasznalasaval. A transzformacio révén kapott elegyet ezekre az antibiotikumot
tartalmazé agar lemezekre volt sziikség kiszéleszteni. A megjelend Ampicillin rezisztens,
fehér szinli kolonidkat ezutan tovabb vizsgaltuk, hogy a klonozni kivant inszertet valdban

tartalmazzak-e.

4.12. Valés idejii PCR (QPCR)
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Azért, hogy megbizonyosodjunk a szemi kvantitativ RT-PCR eredmények
megbizhatosagarol, valos ideji PCR-t végeztiink a nem stresszelt, fiatal buza levélbol

cre

gyartmanyu Rotor Gene 6000 késziilékkel végeztiik.

A gPCR reakcidelegy Osszetétele:
2x My Taq HS mix 6,25 pul
20x Eva Green fluoreszcens festék 0,62 ul

Forward és reverse primer 0,5-0,5 pul (0,6-0,6 uM)
cDNS-templat 0,75 ul
Milli-Q-viz 12 ul végtérfogatra kiegészitve

Az amplifikalas paraméterei a kovetkezoek voltak:
e denaturalas-héaktivalas 95 °C - 10 perc
e denaturalas 95 °C - 5 masodperc
e primer tapadas 60 °C 2 15 masodperc
e amplifikacié 72 °C > 20 masodperc

A reakcid 55 cikluson keresztiil ismétlodott. Ezutan az olvadaspont analizis (Melting Curve
Analysis) kovetkezett, mely lehetdvé teszi a PCR végtermék mindségi ellendrzését az
olvadaspontjuk (melting temperature - Tm) segitségével. Ennek soran a mintak felfiitése 66

°C-16l 99 °C-ig tortént, mely 0,5 °C-onként emelkedett.

A real-time PCR eredmények kiértékeléséhez az altalunk hasznalt késziilék Rotor-Gene 6000
Series Software 1.7 programot hasznaltuk, azon beliil pedig a ,,Comparative Quantitation
Analysis” funkciot alkalmazva. Ez a szoftver a Cr (Threshold cycle = Cr) értékkel
rokonithaté TOP (,,Take Off Point”) pontokat adja meg, mely a nyers fluoreszencia értékek
masodik derivaltjanak segitségével szamolja ki azt a pontot, ami a gorbe exponencialis
szakaszanak a kezdetét jelenti (McCurdy et al. 2008). Ezen értékeket alapul véve,
meghatarozhatoak kiilonbségek az egyes mintak kozott.

Az eredményeket relative kvantifikaltuk, az alabbi egyenletet felhasznalva:

ACt = Ct(célgén) - Ct (referencia)
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ahol a ACrt értéke megadja szdmunkra a kontroll és kezelt mintdk kiiszobérték-ciklusszdma
kozotti kiillonbségeket. Ezt kovetden az expresszidbeli kiilonbség megallapitasa a kettének az
igy nyert érték szerint negativ hatvanyra emelésével tortént:

2- ACT
gy megkaptuk, hogy a referencia génhez (TaL) képest mekkora a vizsgalt gének expresszios

szintje.
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5. EREDMENYEK
5.1. Szarazsagkezelt buza novények gazcesere paramétereinek mérése

Szémos stressz, ahogy vizhidny is, a nodvények ¢élettani folyamatai koziil a
fotoszintézisre is kihatassal van. A fotoszintetikus apparatus viszonylag védett a kornyezeti
hatasokkal szemben, de karosodas érheti stlyos vagy hosszantarté stressz esetén. Igy az erre
iranyuld miiszerrel vald mérés lehetéséget ad a stressz okozta karosodas meghatarozasara.

A CO; asszimilaci6 megkoveteli a sztomak nyitdsat, aminek elkeriilhetetlen
kovetkezménye a parologtatas (Kriedemann, 1999). A hatékony vizhasznositas, ami a levél
gazcseréje soran lehetové teszi a fotoszintézist, de megeldzi a kiszaradast, erds szelekcios
nyomasként érvényesiil a névények kdzott vizhianyos kornyezetben.

Fitotronjainkban szarazsagstressz alatt nevelkedett buzakon egymast kovetd két évben
végeztiink méréseket LiCor 6400 miszerrel. Ezek koziil az elsé év eredményeit kdzoljik
(azokbol is a Ci értékeit, 5A, 5B, 5C, 5D abra), ugyanis a masodik évjarattdl kezdve
méréseink a miiszer meghibasodasa miatt mar nem voltak értékelhetéek, a harmadik évi

vizmegvonasi Kisérletnél pedig mell6ztiik a miiszerrel valo vizsgalatot.
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5A abra: Intercellularis CO2 koncentracié (Ci) Plainsman V. fajtanal

Mv Emese

Okezelt

Bkontroll

500

450

400

(lowy209 jowwr) 19

5B abra: Intercellularis CO2 koncentracio (Ci) Mv Emese fajtanal
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5D abra: Intercellularis CO2 koncentrécio (Ci) Cappelle Desprez fajtanal
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A diagramok alapjan elmondhatd, hogy a Plainsman V tolerans fajta esetében a levél belsd
terében mért CO> koncentracid csokkenését figyelhettiik meg az elsé stressz kezelés végén.
Ezzel szemben a tobbi genotipusnal (cvs. Mv Emese, GK Elet, Cappelle Desprez) ez nem volt
jellemzé.

Ez az ellentét vélhetden a szarazsag tolerans Plainsman V névények fenntartott fotoszintetikus
aktivitdsaval magyardzhatd, amelyek igy elhasznaljak a levél bels6 l1égterének szén-dioxidjat.
A vizmegvonas mas mért paraméterei (a fotoszintetikus széndioxid asszimilacid, sztdbma
konduktancia, levél transzspiracio) nem mutattak szignifikans, jellemz6 kiilonbséget egyik
fajta esetében sem (nem bemutatott adatok).

Kutatocsoportunk koézremiikddé partnerei a vizsgalt novényeket részletes mikroszkopos
vizsgalatoknak is alavetették (Deak et al. 2011). Azt talaltak, hogy a szenzitiv fajtaknak
alacsonyabb a sztomasiiriisége, a zaszlos levelek kisebbek és igy itt a leveleken szignifikansan
kevesebb sztoma volt talalhatd (6ssz sztomaszam/levél). Az Gssz sztomaszam/levél érték a
szarazsag tolerans Plainsman V fajtanal volt a legalacsonyabb, és a szenzitiv Cappelle
Desperz-ben pedig a legmagasabb. Ezek az adatok dsszefiiggésbe hozhatdak a Ci érték ebben
fajtaban megfigyelt valtozasaval, bar a LiCor 6400 fotoszintézis méré miiszerrel kapott
eredményeink a gazcserenyalasok hatékonyabb zarasat és/vagy a magasabb fotoszintetikus

aktivitast kozvetleniil nem tdmasztottak ala ebben a fajtaban.

5.2. A szarazsagtoleranciaban feltételezhetoen szerepet jatszo gének vizsgalata
5.2.1. Szarazsag stresszelt buza névényekbdol torténé RNS izolalas

Az egyik 2011-es szaritasos kisérlet soran vett levelekbdl kinyert RNS-ek koziil
néhany agardz gélen vald futtatds eredményeit a 6. abran lathatjuk. A mintdk nagy

elemszdma ¢és a hatékonyabb izolalas miatt tobb napra osztottuk a kivonast.
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|
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6. abra: RNS mintak jellemz6é gélképe. A bemutatott mintak sorrendje a kovetkezo:

Ill
lll

=

Plainsman V 2. nap, Plainsman V 10. nap, Mv Emese 4. nap, Mv Emese 10. nap, Gk Elet 10.
nap, Cappelle Desprez 6. nap, Plainsman V 6. nap

A fentickben bemutatott abra alapjan az RNS intakt volt, ugyanakkor pontos mennyiségi
meghatarozasra és a kiillonbségek korrigalasara volt sziikség. Az RNS koncentraciok mérését
NanoDrop késziilék segitségével végeztilk el. Erre azért van sziikség, hogy majd a
célgénekkel folytatott kutatdsok soran valoban az expresszidbeli kiilonbségeket tudjuk
detektalni és ne a cDNS-ek kiegyenlitetlen koncentraciojabol adodo eltéréseket.

A kinyert RNS-ekrél mennyiségi meghatarozason til, mindségi informaciohoz is jutunk a
spektrofotometrias méréssel. Ezt a 260/280 nm-en illetve a 260/230 nm-en mért optikai
denzitasok (OD) aranyaval kapjuk. Tiszta RNS-nek tekinthetd a minta, ha az OD érték
260/280 nm-en 1,9-2,1 értékhatarok kozott mozog (5. tablazat). Az el6bbi esetben a
fehérjékkel vald szennyezettség mértékérdl bizonyosodhatunk meg, mig utébbinal a klorofill,
szerves oldoszer maradvanyok esetleges meglétérdl. Foként a fehérjékkel vald
szennyezettségnek lehet jelent6sége ennél a 1épésnél. Mivel a fenti elvarasoknak eleget tettek

a fenti kivonataink, igy ezekkel folytathattuk a kisérleteket.
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5. tablazat: A kivont RNS-ck mennyisége és OD adatainak aranya NanoDrop

spektrofotométer alapjan

Mintak ng/ul 260/280 nm
Plainsman V kontrol 2016,78 2,11
Plainsman V 2. nap 1180,7 2,11
Plainsman V 4. nap 1178,25 2,12
Plainsman V 6. nap 1708,59 2,1
Plainsman V 8. nap 650,87 2,02
Plainsman V 10. nap 1183,49 2,08
Plainsman V 12. nap 995,25 2,03
Mv Emese kontroll 677,32 2,1
Mv Emese 2. nap 28954 2,09
Mv Emese 4. nap 3663,55 1,91
Mv Emese 6. nap 655,73 1,97
Mv Emese 8. nap 423,84 2,06
Mv Emese 10. nap 1270,49 2,11
Mv Emese 12. nap 1218,26 2,09
Gk Elet kontroll 1090,98 2,1
Gk Elet 2. nap 973,48 2,11
Gk Elet 4. nap 2821,21 2,06
Gk Elet 6. nap 831,13 2,08
Gk Elet 8. nap 1143,05 2,16
Gk Elet 10. nap 1930,56 1,96
Cappelle D. kontroll 1357,87 2,1
Cappelle D. 2. nap 870,39 2,05
Cappelle D. 4. nap 287,93 1,97
Cappelle D. 6. nap 1286,15 2,12
Cappelle D. 8. nap 1602,16 2,07

52.2. Kontroll RT-PCR primerek alkalmazhatésaganak tesztelése

szarazsagkezelt buzakban

A célgénekkel folytatott hiteles génexpresszios vizsgalathoz olyan RT-PCR reakciok
sziikségesek, amelyek megbizhatéan amplifikaljadk az adott kontroll gén cDNS-ét, amely
minden szdvettdjban, a kdrnyezeti tényezoktol fliggetleniil fejezddik ki. Ez lehetdvé teszi az

Osszehasonlitast azon génekkel szemben, melynek Kifejez6dési szintjére kivancsiak vagyunk.
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Ezen un. konstitutiv géneken hasznalhaté indit6 szekvencidkhoz irodalmi adatok révén
(Paolacci et al. 2009) jutottunk hozza, s teszteltiik azokat a buza mintainkon. Az alabbi RT-
PCR futtatds 40 ciklusszammal tortént, ahol tobb lehetséges kontroll primer

alkalmazhatdsagat teszteltiik, melynek eredményét a 7. abra mutatja be:

Szemfejlodeés’ Kalasz magban/  Kalasz magban’  Kalisz magban/ Szemfejlodés/
zaszlos level zaszlos alatti zaszlos alatti kalasz szar
2. level 3. level

7. abra: Harom féle lehetséges kontroll primerrel végzett RT-PCR a buza hajtas kiilonbdz6
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 amplifikalé
szekvencianak, amely az irodalmi adatok szerint is jol felhasznalhatdo a késébbi cNDS
kiegyenlitésre. Ezt mas ilyen iranyu kisérleteink is alatamasztottak (8. abra). A TalL (*L)
primer par is e gélkép alapjan megfelelonek bizonyult a kiilonboz6 szovetekben 40
ciklusszdmnal. Ilyen magas ciklusszamnal azonban a c¢DNS koncentraciokban meglevd
esetleges kiilonbségek ellenére a termékek mennyiségei kiegyenlitddnek. Ezen kiviil a
szennyezOdések, nem cél szekvencia felszaporitasdnak a valdszintisége rendkiviil megnd.
Tovabba célunk volt olyan primer parra lesziikiteni a kort, amely alacsony ismétlésszam
mellett is megbizhatoan amplifikal. Mivel ezen inditd szekvencia kifejez6dése alapveten

gyenge, igy a ciklusszdm csokkentése is hasonl6 eredményt szolgéltatott.
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TaH primer pir
¢’

8. abra: TaH primer par tesztelése (ABA kezelt) buza mintakon, marker (M sav).

5.3. Polimeraz-lancreakcié TaH kontroll primer par alkalmazasaval szarazsagkezelt

mintakon

A génkifejez0dési vizsgalatban az eldzd kisérletek alapjan a TaH konstitutiv génre
specifikus primer part alkalmaztuk azonos mennyiségii RNS-bdl atirt CDNS kiegyenlitésére,
mely RT-PCR reakciok eredményét lathatjuk a 9. abran.

M Plainsman V. Mv Emese Gk Elet Cappelle Desprez
— U. ‘2 4: 6 B 32021200 224 60 8 1012 00 2. 4. 6. 8 10. 0. 2. 4 6 8.

b““-----“-..-.------...-\

9. abra: RT-PCR reakci6 TaH primerparral 2011 évi, kétnaponta vett szdrazsagkezelt
mintakon. Kontroll primerként a folyamatosan kifejez6d6 TaH génre specifikus primert

valasztottuk (marker: M sav).

A gélkép alapjan elmondhatjuk, hogy sikertilt elkeriilni a cDNS koncentracié kiilonbségeibol

adodo hibaforrast, ezért lehetdség nyilt a célgénekkel valo vizsgalatok megkezdésre.
5.4. Genomi DNS szennyezés ellendrzése a cDNS mintakban

Az amplifikdlandé mintdkat célszerli megvizsgdlni genomi DNS kontamindcid
szempontjabol, mellyel kizarhato, hogy a cDNS templat helyett genomi DNS amplifikalodjon
a PCR soran. 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).
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Mivel itt a genomi célszekvencia alapjan vart termék 618 bp, a cDNS-16] képzddd termék
pedig 266 bp nagysagu, a gélen lathato (10. abra) fragmentek alapjan igy megallapithaté volt,
hogy a cDNS-ek mentesek voltak a gDNS-t61, nem tartalmaztak az intron szekvenciat.

M Plainsman V. My Emese Gk Elet Cappelle Desprez
0. 2 A 65 -8 BN A4 b & 0z 2 A 6.- 8 0. 2. 145 k69 B

. v NS e e e .

10. abra: 2012 fitotron melletti szaritott mintak genomi DNS sziirése arra alkalmas

primerekkel

A tesztelt mintdk 2012 évjaratu szaritasos kisérletbdl szdrmaztak. Az itt kapott eredmény
alapjan, tovabbi kisérletek esetében (pl. 5.8. fejezet, 26. abra) mar nem végeztik el

ismételten ezt a szurést.

5.5. Csiranovények novekedésének vizsgalata eltéré koncentraciéju abszcizinsav

oldatokon

Az abszcizinsav tobb fontos szerepet is betolt a szarazsagstresszre adott valaszokban;
szabalyozza a novény vizgazdalkodasat a sztomazaras altal illetve olyan géneket indukal,
melyek a sejt dehidratacios toleranciajaban részt vevé proteineket kodolnak (Guoth et al.
2010). A csirandvény gyokérhossz novekedés gatlas mérése egy egyszerti modja a kiils6leg
alkalmazott ABA iranti érzékenység jellemzésének (Thole et al. 2014). A vizsgalat eltérd
tortént. A kisérletet harom ismétlésben végeztiik, melyek koziil egy jellemzot a 11. abran

lathatunk:
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Ahhoz, hogy statisztikailag értékelhessiik a latottakat, a gyokérhosszak lemérésére, és

novekedésiik dsszehasonlitasara volt sziikség (12. abra).
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12. abra: A csirandvények gyokérhossz novekedésének vizsgalata desztillalt vizben és

jelolt értékek szignifikdnsan eltérnek egymastol p< 0, 05 valdszinliségi szinten.

Az exogén ABA kezelésnél az alacsonyabb koncentracioknal figyelhettiink meg

kiilonbségeket. A Gk Elet fajta gyokérzete szignifikansan kevésbé érzékeny a 10 és 20 uM

ABA hormonkezelés novekedés visszatartd hatdsara, a tobbi genotipussal szemben.

Hasonloképpen viselkedtek a genotipusok az ismétlésként végzett tovabbi kisérletekben is. A

két szarazsag tolerans fajta és a Cappelle Desprez gydkérndvekedése alul maradt a Gk Elettel

szemben az alacsony ABA koncentraciok esetén.

5.6. Buza csiranovények kezelése PEG-el

A vizhiany csokkend vizpotencialt és ozmotikus stresszt eredményez a ndvényben,

amely a metabolitok széles korét valamint fiziologiai és morfologiai valaszokat indukal,

tovabba jelatvivok szintézisét is el6idézi, mint példaul abszcizinsav (ABA) (Guéth et al.

2010).
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A természetes kornyezeti tényezok koziil az alacsony talaj viztartalom az ozmotikus stressz
egyik legfébb kivaltdja a novényeknél, aminek ez az egyik legkarosabb hatasa is egyben, amit
a produktivitasra kifejt.

Az ozmotikus stressz tolerancia vizsgalatanal széles korben elterjedt modszer a
csirandovények nevelése tapoldatban, nem toxikus agenssel beallitott alacsony ozmotikus
potencial mellett (példaul mannitol vagy polietilén glikol - PEG 6000), amelyet gyakran
alkalmaznak gabonaféléknél is (Guoth et al. 2010). Habar ezt a tesztet sokan megbizhatonak
tartjak a szarazsag tolerans novények ozmotikus stressztiird képességének meghatarozasara,
ez a kezelés a valodi vizhianytol eltéré génexpresszios vagy fizioldgiai valtozasokat is

indukalhat (Guéth et al. 2010).

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. Ezaltal kovetkeztethetiink arra, hogy az egyes genotipusok
milyen mértékben képesek megtartani a vizet, ami szarazsag stressz alatt szelekcidos elényt
jelent. A szarazsagtolerancia mértéke Osszefiiggésben lehet, de nem feltétleniil egyezik meg
az ozmotikus stresszre valo érzékenységgel.

A varakozasunkkal ellentétben a genotipusok koziil a Plainsman V tolerans fajtanal
tapasztaltuk az egyik legalacsonyabb relativ viztartalmat 18%-os PEG kezelést kovetden
(harom bioldgiai ismétlést alapul véve, ebbdl egy jellemz6t mutatok be) 13. abra. A PEG
kezelt novények relativ viztartalom értékeit kiilon &bra is szemlélteti (14. abra). A
legmagasabb RWC értéket a tolerans Mv Emese-nél figyelhetjiik meg. Az érzékeny fajtak
esetében a Gk Elet magasabb RWC% szinteket mutatott a szenzitiv Cappelle Desprez-hez

viszonyitva.
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13. abra: PEG kezelt btiza zaszl6s levelek relativ viztartalom értékei szazalékban kifejezve. A
kiilonboz6 betlivel jelolt értékek szignifikansan eltérnek egymastol p< 0, 05 valdsziniségi

szinten.
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14. abra: Relativ viztartalom értékei szazalékban kifejezve kontroll koriilmények kozott és
ozmotikus stressz hatasara (A kontroll és kezelt értékek kiilonbsége ** Szignifikans P < 0,01

szinten, *** Szignifikans P < 0,001 szinten)
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A kezelés soran legmagasabb RWC% értékeket mutat6 Mv Emese-nél ezen tilmenden a

tolerancia fenotipusos megnyilvanulasat is tapasztalhattunk, ugyanis a legkevesebb elszaradt

levéllel rendelkezett a tobbi genotipushoz képest, mig tipikusan a Plainsman levelei

szenvedtek a legtobb lathato karosodast (15. abra).
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Plainsman V

15 abra: (A) Kontroll novények Hoagland-tapoldaton nevelve valamint (B) kezelt névények

5.7. Prolin tartalom meghatarozasa szarazsiagkezelt buzakban

Hoagland + 18%-0s PEG oldatban

Ismeretes, hogy egyes ozmolitok megemelkedd bioszintézise kedvezden hat a

szarazsag stressz toleranciara sejtszinten. Ezek a felhalmozodo protektansok, mint amilyen a
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prolin is, ozmoregulator hatasuk révén megakadalyozzak a talzott vizkiaramlast a sejtb6l (ami
struktarakat, és gyakran antioxidans hatasuak is.

Ezekre az ismeretekre alapozva végeztiink prolin tartalom meghatarozast a
szarazsagkezelt novényeknél. A prolinszint mindegyik  fajtdban  szignifikansan
megemelkedett, azonban a kisérletek nem adtak olyan egyértelmii kiilonbségeket, ami a fajtak
tolerans vagy szenzitiv jellegét ezzel a bélyeggel magyarazhatta volna (16. abra). Vélhetéen

mas paraméterekben lelhetd a magyarazat a genotipusok kiilonbdzd szarazsagstresszre vald

érzékenységére.
Buzafajtak prolintartalmanak 6sszehasonlitasa
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16. abra: Prolin tartalom vizsgélata szarazsag kezelt buzaknal. A kiilonbo6z6 betiivel jelolt

értékek szignifikansan eltérnek egymastol p< 0, 05 valdsziniiségi szinten.

5.8. A buza kutikularis viaszok termelddését szabalyozé TaSHN1 gén vizsgalata

A sztdbmas transzspiracio mellett a kutikula is hozzdjarul a ndvény
vizvesztéséhez, kiilondsen szarazsag esetén. A buza levelekbdl torténd totédlis vizvesztés

csokkentésében a kutikula tekintélyes részt vallal fel szaraz iddszakban (Jager et al. 2015).

66



10.14751/SZIE.2017.042

A kutikularis lipidek bioszintéziséért felelés gének még csak részben vannak
azonositva gabonafé¢lékben, habar e folyamatok egyes transzkripcionalis szabalyozoi

funkcionalisan mar ismertek ludfiiben (Jager et al. 2015).

5.8.1. Az Arabidopsis WIN/SHN1 gén kifejezodésének elemzése bioinformatikai

eszkozokkel

A ndvénybiologiai kutatdsok terén széles korben elterjedt egy Ujszerlinek mondhaté
program az un. ePlant hasznalata, amely Arabidopsis-al végzett nemzetkozi szintli kutatasok
eredményeinek gytijteménye. Szemlélteti a DNS szekvenciak, molekularis struktardk, fehérje
interakciok és gén expresszidos mintdzatok kozotti kapcsolatokat kiilonboz6 vizualizacios

eszk6zok utjan ludfinél.

A program (http://bar.utoronto.ca/~dev/eplant/) segitségével megallapithat6, hogy az
Arabidopsis WIN/SHN1 génjének (Atlgl5360) szerv specifikus megnyilvanulasa van, ami a
viragban mutatja a legmagasabb expresszios szintet, szemben példaul a rozetta levéllel (17.
abra). A program a szervspecifikus EST szekvencidk elemzésén alapszik, a szervekbdl izolalt
¢s szekvenalt cDNS fragmentumok azonositdsa adja, €s azok szama meg egy gén expresszios

értékét az adott szervben és fenoldgiai fazisban.
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17. abra: Az Arabidopsis Atlg15360 génjének szervspecikus kifejezédése a viragban ePlant
program alapjan

5.8.2. TaSHNL1 gén kifejez6désének vizsgalata a buza kiilonb6zo6 szerveiben

A ludfii régota hasznalt modellndvény a molekularis bioldgia kutatasok terén, foként a
feltérképezett génallomanya és a gyors reprodukcios képessége miatt. Az Arabidopsis
génekhez vald hasonlosagot felhasznilva mas fajokban, esetiinkben btzaban mint
haszonndvényben is vizsgalddhatunk génszinten.

A fentiekre (6.8.1. fejezet) tamaszkodva feltételeztiikk, hogy hasonlo expresszios
mintazatot fog produkalni a WIN/SHN1 gén buza megfeleldje (TaSHN1). Ezért miutan
szekvencia homologia alapjan BLAST program segitségével kivalasztottuk a buaza
adatbazisbol a jelolt géniinket (triDFLB: tplb0011g14), arra primereket terveztiink (buSWK1,
buSWK?2). Elséként a kontroll primerrel kiegyenlitettik a btza kiilonb6z6 fejlédési
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allapotaiban az adott szervbdl (szemfejlodés/ zaszlos levél, kalasz magban/ kalasz,

szemfejelddés/ szar, szemfejlodés/ gyokér) szarmazo cDNS mintakat (18. abra). Majd RT-

PCR-t végeztiink a TaSHNL1 indit6 szekvenciakkal (19. abra).

Mivel itt a célunk a szervenkénti megnyilvanulas tesztelése volt, igy elegenddnek

lattuk e mintak polimeraz lancreakcidjat elvégezni, a ’kalasz magban/ zasz16s levél alatti 2.

levél’ illetve "kalasz magban/ zaszlos levél alatti 3. levél’ mintakat kihagyva.

18. abra: Kontroll primerrel valo6 ¢cDNS kiegyenlités
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19. abra: A buza kiilonboz6 fejlodési fazisaiban vizsgalt TaSHN1gén expresszids mintdzata.

Marker (M sav).

A gélképen jol latszik, hogy a szervek koziil a kalaszban nyilvanul meg a ladfii WIN/SHN1

kutikularis viaszokat szabalyozo gén buza homologja (TaSHN1) a ’kalasz magban’ fejlodési

allapotban.
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Tehat elmondhato, hogy a feltevésiink helytalld volt, az Arabidopsis-al homolog buza gén
szintén féleg a viragzatban fejezédik ki, ami azt valdszinisiti, hogy ortoldg, azaz hasonld

funkcioval rendelkezik, mint a ladfiinél.

5.8.3. Az Arabidopsis WIN/SHN1 génnel homolog biaza TaSHN1 gén kivalasztasa

és jellemzése

A Kutatocsoportunk célja a buza kutikula kialakulas potencialis szabalyozojanak
meghatarozasa ¢és jellemzése volt a transzkripcios faktorok WIN/SHN csaladjanak tagjai

kozott. (Jager et al. 2015).

Ahhoz, hogy egy adott gén organizmusban betdltott szerepére fényt derithessiink,
kivaldé modszer a célgénnel valo transzformalas, azaz vektorokba (példaul plazmidba) torténd
klonozas, majd a szekvencia T-DNS révén vald bejuttatasa az adott ndvényi szervezetbe.

Ehhez els6ként izolalni kell a vizsgalni kivant gént.

A gén kodolo szekvencigjat cDNS templat alapjan, RT-PCR segitségével terveztiik

klonozni. RNS kivonasahoz in vitro nevelt baza csiranovényekrol szedett mintakat hasznaltuk
fel, mivel a kutatasaink ebben az id6szakaban adatok a gén kifejez6désérdl fitotronbol
szarmazo ndvényi mintak esetén még nem 4alltak rendelkezésiinkre, ezekben a ndvényekben
viszont mar kimutattuk a gén megnyilvanulasat. A vizsgalt fajtak koziil az Mv Emese
genotipust hasznaltuk, ugyanis a gén expresszidja itt volt az egyik legerésebb (nem bemutatott
adatok).
A génizolalasnal az egyik kulcsfontossagi 1épés a PCR amplifikdlashoz a megfeleld,
hatékony és szekvencia hii polimeraz enzim kivalasztasa, amely alapkdvetelmény a célgén
pontos felszaporitasahoz. Ehhez tobb polimeraz enzimet kellett kiprobalnunk, hogy az
optimalist felhasznalva majd kinyerhessiik a klonozandé géniinket

Az alabbi gélképeken (20. abra) a harom enzimmel valo RT-PCR eredményét
lathatjuk. Az itt hasznalt enzimek precizebb polimerizaciot végeznek, mint a hagyomanyos

polimerazok.

70



10.14751/SZIE.2017.042

20. abra: Szekvencia hii polimeraz enzimekkel végzett RT-PCR eredménye in vitro nevelt

Mv Emese csiranovények cDNS mintdin. Marker (M sav).

Amint azt lathatjuk, az Advantage HD DNA Polymerase enzimmel valo RT-PCR
adott a vart méreti amplifikatumot a célgénrél (684bp). A masik két esetben a Phusion Hot
Start DNA Polymerase-al vald felszaporitas nem adott terméket, mig a VELOCITY DNA
Polymerase estében erés primer dimer képzodést tapasztalhattunk. fgy az utobbi kettdt
elvetve, az el6bbit megtartva, az Advantage HD DNA Polymerase enzimmel folytattuk
tovabb kisérletiinket. A gén RT-PCR-el vald felszaporitasa (21. abra) majd annak a
gélelektroforézisét kovetden, a termék gélbol vald visszaizolalasa volt soron az illustra GFX

PCR DNA a Gel Band Purification Kit-el (GE Healthcare).

ABA kezelt
My Emese

N

21. abra: A TaSHN1 célgén Advantage HD DNA Polymerase enzimmel val6 RT-PCR

gélképe Mv Emese mintanal, marker (M sav).
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A sikeres visszaizolalast kovetéen a TaSHNI1 célgén ligalasa plazmidba majd annak

transzformalasa Escherichia coli baktériumba tortént.

5.8.4. DNS fragment izolalasa agaroz gélbol, klonozas

A 15%-o0s agardz gélen megfuttatott TaSHN1 specifikus RT-PCR termékeket az
Mlustra GFX PCR DNA ¢és Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) segitségével, a gyartd
altal javasolt protokollt alkalmazva izolaltuk. Az igy kinyert DNS fragmentumokat BamHI és
EcoRI enzimek segitségével pKSII vektorba (Stratagene) klonoztuk, majd a klonok
szekvenalasaval (Biomi Kft, G6d61l6) megbizonyosodtunk arrdl, hogy a felszaporitott termék
valoban a kivant szekvenciat tartalmazta-e. A klonozni kivant DNS szakasz restrikcios
emésztését, ligalasat pBluescript I KS vektorba (Stratagene) és a bakterialis transzformaciot

standard modszerekkel végeztiik (Sambrook et al. 1989).

Ezt kovetden a TaSHN1-el transzformalt baktérium telepekkel folytatott kolonia PCR
kovetkezett. Ennek révén tovabbi bizonyossagot nyerhettiink — az antibiotikum rezisztencia
elvén alapul6 és kék/fehér szelekcion kiviil - azon telepekrol, amelyek hordozzak a plazmidba
épitett célgént. Ennek eredményét a 22. abra mutatja be. A futtatas soran érdemes pozitiv és

negativ kontrollokat hasznélni a reakcid tisztasaganak ellendrzése végett.

M 1 2 3o 5. 6. 7. 8 - + M

e — — — —

22. abra: Az antibiotikus rezisztenciat hordozé fehér szinii baktérium telepekkel végzett
kolonia RT-PCR gélképe. A szdmokkal jelzett zsebek (1-8.) az egyes telepeket, a ’-’ jelzésli

negativ, mig a ’+’ jelzésii a pozitiv kontrollokat jelentik. Marker (M séav).

A fenti gélkép alapjan elmondhato, hogy az 5. klon kivételével a baktérium telepek
tartalmazzdk a vizsgalni kivant géniinket. Azért, hogy meggy6zddjiink a klonozott
amplifikatum bazissorrendjérdl, hogy az valoban egyezik-e a célgénével, 3 klonbol tisztitott

plazmid DNS-t elkiildtiink szekvencia meghatarozasra a BIOMI Kft-nek (G6dol116).
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A kapott szekvenalasi eredmények alapjan valoban a célgént sikeriilt klonoznunk, amit
ezutan TaSHN1 génként vittiik tovabb. Ezutan kovetkezett a TaSHN1 gén bevitele
Agrobacterium tumefaciens segitségével Arabidospsis cv Columbia-ba vakuum infiltracios
modszerrel (Jager et al. 2015). A transzformacidé soran olyan ludfii novényeket sikertilt

kapnunk, melyek tartalmaztdk a transzgént, a buza kutikula fejlédést szabalyozo TaSHN1-et.

5.8.5. A TaSHNI1 génnel valo transzformacio eredménye Arabidopsis-ban és a gén

kifejezodésének tovabbi tesztelése vizhianyos buzakon

Tanszéki munkatarsaim valamint Jager Katalin és kutatocsoportia (MTA ATK
Mezdgazdasagi Intézet) megfigyelték, hogy a buza kutikularis szabédlyozogén homolog
TaSHN1-el transzformalt Arabidopsis-ok levele csillogo, fényes lett, a kutikula
ateresztOképességét valamint annak ultrastruktarajat a transzgén megvaltoztatta. A gén
kifejezése a sztomaszam/levél mennyiségét mérsékelten csokkentette a vad tipushoz képest, a

ladfi szarazsagtiirését pedig nem novelte (Jager et al. 2015).

Mivel tanulmanyaim f6 iranyvonala a bliza szarazsagtiirésében feltételezhetéen
szerepet jatszo gének kutatasa, igy kézenfekvd volt, hogy a szarazsagstresszelt buza
novényekben is teszteljiik az Arabidopsis WIN/SHN1-el homolog buza gént. A gént (a
korabban kaldszban kimutatott expresszid6 mellett) munkatarsaim a fejlédésben levdé buza
levélhiivelyi régidiban talaltak kifejezOdni. Kivancsiak voltunk, hogy a kaldszban és
levélhiivelyben val6 kifejezddésén kiviil, esetlegesen megnyilvanul-e a szarazsagkezelt buza
levéllemez mintainkban is, ahol eredményeink szerint a felszini viaszok termelése fokozodott
(Jager et al. 2014). TaSHN1 specifikus primereinkkel tehat RT-PCR-t végeztiink, el6szor a
mintainkbdl nyert cDNS kiegyenlitését végeztiik el (23. abra), majd azok célgénnel valo RT-

PCR-je kovetkezett, aminek eredményét (24. abra) szemlélteti.
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M  Plainsman V. Mv Emese Gk Elet Cappelle Desprez
0. 2. 4, b. 0. 2. 4. 6. 0. 2. q. b. 0. 2. 4, b.
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23. abra: PCR reakci6 TaH primerparral (2012 a/ kisérlet) kétnaponta vett szarazsagkezelt

mintakon. Marker (M sav).

M _PlainsmanV. = MvEmese Gk Elet Cappelle Desprez
~1200 bp - 0. 2. 4. 6. 0. 2. 4. 6. 0. 2. 4. 6. 0. 2: 4. 6.
~300 bp
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24. abra: TaSHN1 gén primereivel (buSWk1 és buSWk2) végzett RT-PCR reakcio 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. Mindkét szaritasos kisérlet esetében a gélképek ,,iiresnek’” mondhatoak, vagyis
a gén nem nyilvanult meg fokozottan a vizvesztés hatdsara (s6t két minta kivételével
egyaltalan nem). Mivel a szdrazsagkezelt novények mindegyikén munkatarsaim egyértelmiien
kimutattdk a viaszoltsdg novekedését, feltételezhetjiik, hogy azért mas, a TaSHN1 géntdl
kiilonboz6 szabalyozo gén lehet felelds. Ludfiiben is a WIN/SHN1 gén mellett a géncsaladnak
tovabbi két tagja mukodik atfedé funkcidkkal, de eltérdé kifejez6dési mintdzatot mutatva,

valamint szamos tovabbi TF is szabalyozhatja a stressz kivaltotta viaszosodast (Jager et al.
2014).

5.9. A szarazsagstressz alatt kifejez6do szabalyozo és effektor gének vizsgalata

Néhany gént mar gabonafélékben is meghatdroztak, amelyek specifikusan részt
vesznek a vizhianyos stresszre adott valaszokban. Ezek kozott vannak a DHN fehérjét kodolod

gének. E géncsalad a LEA génekhez tartozik, amelyeknek expressziodja ,,felszabalyozott’” a
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mag ¢érésekor az embrioban, valamint egyes stresszhatasok alatt. A dehidrin fehérjék
felhalmozodasa és a stresszekre valo tolerancia - beleértve dehidrataciot - kozott kapcsolat

mutatkozott néhany faj esetében, mint amilyen a napraforgd, az arpa vagy a buza (Rampino et
al. 2006).

A kovetkezokben bemutatott kisérleteink arra irdnyultak, hogy az irodalmi adatok
alapjan szarazsagstressz alatt buzaban feltehetéleg megnyilvanulé gének kifejezédése miként
valtozik a vizhianyos periodus alatt. Kivancsiak voltunk arra is, hogy az esetleges valtozasok
Osszefliggésbe hozhatok-e a fajta szarazsagtiirésének fokaval, illetve a dehidrin gének és a
CBF transzkripcios faktorok kifejezddése kozott van-e dsszefliggés.

25. abra: A cserepek gravimetrikus viztartalma (v/iw %, GWC) szarazsag stressz alatt 11

40
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Plainsman V Mv Emese GK Elet Cappelle Desprez
Fajtak

napon keresztiil, 2011 a/ szaritasos kisérlet (Jager Katalin, 2011 személyes kozlés)

Vizmegvonasos kisérletrdl 1évén szo, egyik kulcsfontossagii szempont volt, hogy a
génexpresszios vizsgalatokat jol meghatarozott szintii talaj viztartalommal rendelkezd
novényanyaggal végezziikk. Ehhez gravimetridas mérést végzett a kutatocsoportunk. A
vizmegvonas addig tortént a genotipusoknal, mig az egyes cserepek talaj viztartaloma nem
mutatott 10%-os GWC értéket (25. abra).

A dehidrin géncsalad szamos, az abiotikus stresszben expresszalodo gént olel fel. Erre

vonatkoz6 irodalmi adatok széles kore allt rendelkeziinkre az adott gének kivalasztasanak
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tekintetében. Kutatasainkat tobb ilyen szekvenciaval kezdtiik, amelyekben tobbek kozott a
DHN5, LEA2, LEA3 gének is szerepeltek Ezek RT-PCR termékeit azonban nem tudtuk a
megfeleld biztonsaggal, reprodukéalhatéan amplifikdlni a mintdinkbol. Ekkor a géncsaladd
tovabbi tagjait is bevontuk a vizsgalatokba, amelyek igy végiil eredménnyel szolgaltak a

szamunkra.

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).

A buzaval vald szaritasos kisérlet két egymast kovetd évben tortént, évenként két
biologiai ismétlésben. Ezek koziil a 2011-es évjarat egyik kisérleti eredményei keriilnek

bemutatasra, melyet az 26. abra szeml¢ltet.

Plainsman V. Mv Emese Gk Elet Cappelle Desprez
0. 2. 4 6. 8. 10 12.!0. 2. 4. 6. 8 10 12.|0. 2. 4. 6. 8. 10‘|0. 2. 4. 6. 8.

wdhn13 I = S
Cbf14 — v — — v — | — —_ —_——
— T [ - o~ -—
cbf1s -..-p:-hi'lﬂ';;.,li—. oS """ - - Sm=aa
TaHigh __-——-—l———----l--——— ———— —

26. abra: RT-PCR eredménye kétnaponta torténd mintavételezéssel a négy genotipusnal,

2011a/ kisérletben szaritott mintakon.

A Cbf14, Cbfl5 és a Wdhn13 gének az Mv Emesénél indukalodtak és kifejezodésiik
kisebb volt Plainsman V és Gk Elet esetében a szaritasos kezelés kés6i fazisaban (6-8 naptol).
A Wdhn13 alig detektalhato Plainsman V-nél és az Mv Emesénél szintén alacsony szinten
fejez6dik ki (26. abra). Az mRNS mennyiségben csokkenés figyelheté meg mindegyik
génnél a Cappelle Desprez esetében. A Cbfl4, Cbfl5 ¢és Wdhnl3 gén expresszios
valtozasaiban jelentds, de nem szigori parhuzamot vélhetiink felfedezni. A Chfl4, Cbfl5 és a
Wdhn13 PCR fragmetumok azonositasa érdekében, azokat izolaltuk gélbdl és elkiildtik
szekvencia meghatarozasra, amelyek igazoltdk, hogy a kivant géneket amplifikaltuk.

Kisérleteink megmutattadk, hogy a Wdhnl3, Cbfl4 és Cbfl5 nagy vonalakban
koordinalt indukcidja torténik vizmegvonds alatt, ami az Mv Emese fajtdban a
legerdteljesebb. Ez az expresszid ugy tlnik, hogy két fazisu; a kezdeti kifejezddés utan, majd

a teljes vizmegvonas utan kb. egy héttel fejez6dnek ki tjra a gének.
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Ahhoz, hogy teljes bizonyossagot nyerjiink az elébbiekben bemutatott RT-PCR-el
kapott génexpresszios mintazatrol, mindenképpen sziikség van annak valos idejii PCR-el valo
megismétlésére. Ennek a nagy volumenti vizsgalatnak az elvégzését a doktori képzésem ideje

alatt nem allt médombam elvégezni.

5.10. Nem stresszelt, fiatal buza novényeken végzett expresszios vizsgalat a szarazsag

stressz valaszban vélhetden szerepet jatszo génekkel

Rorat és munkatarsainak (2006) megfigyelései szerint 6t Solanaceae faj és arpa fiatal,
fejlodo leveleire magas dehidrin fehérje szint volt jellemezd stressz hidnydban is. Ez felvetette
szdmunkra azt a kérdést, hogy vajon stresszmentes koriilmények kozott bluiza esetében is
torténik-e DHN expressziod, esetleg ko-expresszio a DHN ¢és/ vagy Cbf gének esetében.
Elsoként, hogy meggydzddjiink a mintak tisztasagsagarol, genomi DNS sziirést végeztiink,

melynek gélképét az 27. abra mutatja.
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27. abra: Genomi DNS sziirése csirandvényekbdl szarmazé cDNS mintdkon

A mintdkon a genomi DNS-bdl szdrmazd PCR termék nem jelentkezett. Miutan sikeresen
kizartuk a ¢cDNS mintdk genomi szennyezettségét, hozzafoghattunk a célgének expressziods
vizsgalatahoz.

Ahhoz, hogy elkeriiljiik a stresszfaktorok fellépését a kisérletiink sordn, a csirandvényeket
vizzel jol ellatott feltételek kozott neveltik. A génkifejezddés érdekében RT-PCR-t

végeztiink, melynek eredményét az 28. abra mutatja be.
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Cappelle Desprez

Plainsman V
My Emese
Gk Elet
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28. abra: Csiranovényeken végzett génexpresszios vizsgalat

A csirandvényekben a Cbfl4 expresszalodott, a Cbfl5 nem, ami nem vart eredmény
volt a felnétt, szarazsag stresszelt novényeknél megfigyelt génkifejez6dés ismeretében. Hideg
stressz esetében szintén megfigyelték, hogy ez a két Cbf gén kiilonb6z6képpen szabalyozodott
(Knox et al. 2008). A fenti eredményeink azt sugalljak, hogy a két gént kiilonb6zo
mechanizmusok szabdlyozhatjdk szarazsag stressz alatt is. Ezzel egybevdg, hogy nem
bemutatott eredményeink szerint ABA kezelés hatasara bliza novényekben a Cbfl4
expresszalodik, mig a Cbfl5 nem. Lehetséges, hogy a stresszhormon szint kismértékii
ingadozasai indukaljak a Cbfl4 és a Wdhnl3 expresszidjat a fiatal novényekben. Kisérletiink
kapcsolatot mutat a Cbf14 és Wdhn13 expresszidja kozott.

A kisérletet megismételtiik real-time PCR-el is, hogy megbizonyosodjunk a tapasztalt
génkifejezodések mennyiségi viszonyait illetéen, €s hogy a szemi kvantitativ RT-PCR

eredményeink valodisagat altalaban bizonyitani tudjuk (29. abra).
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29. abra: Csiranovényeken végzett qQPCR eredménye. A kiilonb6z6 betiivel jeldlt értékek

szignifikansan eltérnek egymastol p< 0, 05 valosziniiségi szinten.

A gPCR-el kapott eredmények nagyrészt alatamasztjadk az RT-PCR-nél latott expresszids
mintazatot (29. abra). A legmagasabb expresszios szintet a Wdhn13 és Cbfl14 gének esetében
a tolerans genotipusoknal lathatjuk (Plainsman V, Mv Emese), szemben a Cbfl5-el, ahol
genotipustol fliggetleniil alacsony marad a kifejez6dés. A qPCR eredményeket szdmszer(sitve
elmondhato, hogy a Plainsman V esetében a Wdhnl3 kifejez6dése 9x-es, mig az Mv
Emesénél ez 8,5x-0s a masik két fajtahoz képest (Gk Elet, Cappelle Desprez).

A Wdhnl3 és a Cbfl4 koexpressziojat tekintve elmondhatd, hogy bar kifejezodési szintjiik
kozott vannak kiilonbségek, viszont a Cbfl5 standard 0 érték koriili megnyilvanulasat alapul

véve, a Cbf14 kifejez6dési szintje mégis jelentdsnek mondhato.
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5.11. UJ EREDMENYEK

Kimutattuk, hogy a Plainsman V fajta zaszlos leveleiben vizhianyos stressz hatasara a
CO2 koncentracid a vizsgalt tobbi fajtanal erdteljesebben csokkent.

Sikeriilt megbizhatéan miik6dé kontroll géneket azonositani buza RT-PCR és qPCR
kisérletekhez, tovabba olyan genomi szennyezOdés vizsgalatahoz alkalmas primerpart
alkalmaztunk, mellyel sziirhetd a genomi DNS kontaminacié buza cDNS mintakban.
Teljes vizmegvonas alatt a Wdhn13 dehidrin és a Cbfl4 és Cbfl5 transzkripcios faktor
gének nagy vonalakban koordinalt indukcidja tortént, ami az Mv Emese fajtaban volt a
legerételjesebb. A génexpresszio két fazist volt, a kezdeti kifejez6dés utan a gének kb
egy héttel ismét megnyilvanultak. A Wdhnl3 gén expresszidja nem stresszelt
csirandvények levelében a tolerans fajtakra (Plainsman V, Mv Emese) volt jellemzo.
A CDbfl5 gén megnyilvanulasa egyik fajta csirandvényeiben sem volt tapasztalhato
stresszmentes koriilmények kozott.

in silico azonositottuk ¢és klonoztuk a kutikula fejlédésért felelés Arabidopsis
WIN/SHN1 transzkripcios faktorral ortolog buiza gént, és annak szervek szerinti
kifejezddési mintazatat buzaban meghataroztuk. Tovabbi eredményeink szerint a gén a
vizhidnyos sressz hatasara nem Iépett miikodésbe egyik genotipus zaszlds levelének
A vizsgalt tolerans és érzékeny buiza genotipusok kozott, gyokérnovekedés gatlas
hatason alapulva, az Elet fajta abszcizinsavra valo relativ érzéketlenségét allapitottuk

meg.
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6. KOVETKEZETESEK
6.1. Vizhiany hatasa a gazcserére

A vizhiany hatdsanak nyomon kovetésével a gazcsere paraméterek miiszeres mérése,
azon belil is a zéaszlos levél belsé szén-dioxid (Ci) tartalmanak vizsgalata informéaciot
nyujthat a fajtak fotoszintetikus folyamatairdl, igy tAmpontot adhat az esetleges kiilonbségek
eredetérdl. Vizhianyos koriilmények kozott jellemzdéen a sztomak részlegesen vagy teljesen
bezardodnak, de a fotoszintetikus szén-dioxid fixacid (kezdetben gyakran alig csokkend
intenzitassal) folytatodik, ami a Ci csokkenését okozhatja. Ennek az értéknek a tovabbi
novekedése akkor fordulhat elO, ha a fotoszintézis intenzitasa a stresszhatas miatt mar er6sen
lecsokken, a 1égzés azonban valtozatlanul erés. Azt a pontot, ahol szarazsagstressz esetén a Ci
elkezd novekedni, hivjak Ci inflexiés pontnak. A fentieket 6sszegezve tehat megallapithatd,
hogy ez a pont a szarazsag rezisztencia fokanak jelzéjeként szolgalhat. fgy, ha minél késGbb
jelentkezik a Ci inflexiés pontja, abbol arra kovetkeztethetiink, hogy az adott fajta
fotoszintetikus folyamatai jobban toleraljak a vizhianyos id6északot (Fabian et al. 2013).

Az altalunk vizsgalt fajtak koziil a Plainsman V esetében figyeltiink meg Ci értékének
csOkkenését az els6 vizmegvonasos kezelés végén. Ezt az eredményt tdmasztjak ala a Fabian
¢s munkatarsai (2013) valamint Paul és munkatarsai (2016) altal végzett kisérletek is,
amelyben vizhianynak tettek ki altalunk is vizsgalt bluza fajtakat. A szarazsagérzékeny
Cappelle Desprezt fajta tekintetében sajat adataink illetve Fabian et al. (2013) eredményei
kozott eltérés figyelhetd meg, ugyanis ebben a genotipusban kisérleteink soran mi nem
detektaltunk csokkenést a Ci értékekben. Fabian és munkatarsai tobb fejlodési allapoton
(meidzis, viragzas, magfejlédés korai szakasza) keresztiil alkalmaztak szarazsagstressz
kezelést. Ezek koziil a meidzis és a viragzas soran volt megfigyelhetd eltérés a két genotipus
kozott, azaz a Plainsman V Ci inflexios pontja késobb jelentkezett, mint a Cappelle Desprez
esetében. A mi kisérleti rendszeriinkben két stresszkezelést alkalmaztunk. Az elsd
vizmegvonasos periodus utdn visszadntdozés kovetkezett, ami a Plainsman V esetében
valosziniileg megelézte a varhaté Ci inflexios pontot. Kisérleti dsszeallitdsunkban a tobbi
vizsgalt fajta esetében a Plainsman V-hez hasonlo, markéans Ci érték csokkenést nem tudtunk
detektalni. Fabian és munkatarsai (2013) kutatasi eredményei tehat a Plainsman V fajta
tulajdonsagait tekintve egybevagtak a mi vizsgalatainkbol leszlirhetd kovetkeztetésekkel,

megerdsitik azt.
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Balla és munkatarsai 2014-ben kozolt vizsgalata soran kombinaltdk a ho- €s szarazsag
stresszt, amely er6sebben csokkentette a Ci értéket Plainsman V fajtanal annal, mint amikor a
stresszfaktorokat kiilon alkalmaztak. Megfigyelték, hogy a 35 °C-os kezelés intenzivebb
transzspiraciot eredményez és ez a Ci érték csokkenését IS eredményezi, mig a
szarazsagkezelés esetén a sztoma zaras kovetkeztében kissé nétt ezt az érték. A cikk
megerdsitette a Plainsman V kiemelked6 szarazsagtoleranciajat a vizsgalt fajtak koziil.

A fentieket Osszegezve feltételezziik, hogy az altalunk vizsgalt genotipusok koziil a
szarazsag tolerans Plainsman V novények az alkalmazott elsd vizhianyos periodus végén
feltehet6en tovabb képesek voltak fenntartani a fotoszintetikus aktivitast, ami magasabb szén-

dioxid fixaciot és alacsonyabb Ci értékeket eredményezett.

6.2. Csirandvények gyokerének novekedése eltéré koncentracioji abszcizinsav

oldatokban

A csokkend vizpontencial ozmotikus stresszt valt Ki a novényeknél, ami szamos
biokémiai, fiziologiai és morfologiai valaszt indukal. Tovabba olyan masodlagos szignalokat
idéz el6, mint amilyen az abszcizinsav hormon termelddésének ndovekedése. Az ABA fontos
szerepet jatszik a dehidratacios valaszokban, kihat a sztdéma konduktancidra valamint
stresszfliggd génkifejezddést képes indukalni (Guoth et al. 2010).

A gyokérnovekedés ABA érzékenységét kapcsolatba hoztak a szarazsag toleranciaval
buza esetében (Kurahashi et al. 2009). Tanulmanyunkban megfigyelhetd volt, hogy a kiilséleg
gyokér megnyulasara. Egy ndvény minél kevésbé érzékeny e hormonra, ami tudvalevd, hogy
szamos védekezési mechanizmust indukal a szervezetben a stressz kivédésére, annal kevésbé
ellenallo a kéaros hatasokkal szemben. Ezek alapjan a hormonra vald inszenzitivitas €és a
stresszel szembeni alacsony tolerancia k6zott parhuzam vonhat6. Ebbdl pedig az kovetkezik,
hogy erre a hormonra megkiilonbozteté bélyegként tekinthetiink a szarazsagra valo
érzékenység meghatarozasanal, a bliza fajtak elkiilonitése esetében.

Kisérleteink soran a GK Elet fajta esetében intenziv ndvekedés volt megfigyelheté 10
¢s 20 uM-os hormon koncentracional, szemben a tobbi fajtaval. Ez az ABA-ra valo
érzéketlenség valosziniileg hozzéjarul a fajta alacsonyabb szarazsagtliréséhez.

A gyokér novekedés ABA gatlasara valo érzéketlenségét Guoth és munkatarsai is (2010)

megfigyelték a GK Elet fajtaknal. A kiilséleg alkalmazott PEG kezelés soran azt tapasztaltak,
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hogy az aranylag magas endogén ABA szint a GK Elet gyokér novekedését kevésbé gatolta,
mint a tolerans Emese fajtanal.

Az ABA-val kapcsolatos adataink magyarazatot nyujthatnak arra, hogy a relativ magasabb
abszcizinsav tartalom miért volt kisebb hatassal a GK Elet gyokér cstcs retardaciojara.

Az ABA okozta novekedés - visszamaradassal mas publikacidkban is taldlkozhatunk, amelyet
bliza magoncokban a Cor-LEA gének expresszidjaval is kapcsolatba hoztak (lehisa et al.

2011).
6.3. Ozmotikus stressz hatasanak vizsgalata metabolitokra

A novény a sejtek turgoranak és novekedésének fenntartasa érdekében ozmotikumokat
termelhet, amivel képes lehet kompenzalni a kiilsé ozmotikus stresszt (Bray A. E. et al. 2002).
A kornyezeti stresszek koziil a talaj szarazsadg az ozmotikus stressz leggyakoribb okozoja, és
tobbek kozott ez a legnagyobb limitald tényezd a ndvény produktivitasa szempontjabol.

A valosaghoz hii szarazsagstressz eldidézése és kovetése laboratoriumi koriilmények

kozott igen nehézkes. A leginkabb természetkdzeli modja ennek a ndvények foldben vald
nevelése, majd szaritasa. E rendszer viszont felveti a vizstressz mérésének pontos €s preciz
kvantifikalasanak és ismételhetdségének a problematikdjat. Ezért a gyakran alkalmazott és jol
bevalt modszerként a novényeket hidroponids nevelést alkalmazva egy ozmotikus agenst,
polietilén glikolt tartalmaz6 oldatba helyezik (Erlandsson, 1979).
Szdmos tanulméany sziiletett a vizhidnnyal szembeni eltérd szenzitivitdsu gabonafélék
ozmotikus stresszre adott valaszairol. Guoth és munkatarsai (2010) a szarazsag tolerans Mv
Emese illetve az altalunk is vizsgalt egyik érzékeny genotipus Gk Elet vélaszait vizsgaltik
ozmotikus stresszre nézve, 400 mOsm-0s polietilén-glikol koncentracidé mellett. Az Mv
Emese vizpotencidlja kevésbé csokkent, de nem valtozott meg szignifikdnsan a stressz
koriilmények kozott a 21 napig folyo kisérlet soran. Szemben a Gk Elettel, ahol az eltérések
szignifikansak voltak. Tovabba a levél vizpontencial értékek jellemzdéen alacsonyabb szintet
mutattak a kontroll névényekhez képest.

Egy hasonl6, hidroponias PEG alapt ozmotikus kezelési vizsgalattal szerettiik volna
igazolni az altalunk tanulméanyozott genotipusok érzékenységét az ozmotikus stresszre nézve.
A Kkisérleteinkben kapott eredmények Osszhangban vannak a fentiekben felvazoltakkal,
miszerint a Gk Elet, szenzitiv fajtaként erdsebben reagalt az ozmotikus stresszre, mint a
tolerans Mv Emese genotipus. A Plainsman V tolerans fajtaként ismert genotipus az

ozmotikus stresszt nem tiirte jol, igy vélhetéen més szarazsagtiirési modszert alkalmaz.
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A prolin aminosav fokozott termelédése szorosan kapcsolodik az ozmotikus
stresszhez. A vegyiilet 0zmotikumként is ismeretes, ezért a kisérleti eredményekbdl levonhato
kovetkeztetések ebben a fejezetben keriilnek megvitatasra. A prolin erdteljes felhalmozddasat
rendszerint vizhidnyos stressz esetén figyelték meg. Akkumulécidja ndvelte a ndvény tulélését
vagy toleranciajat stressz alatt. A magas prolin szintrél Ggy tartjak, hogy a citoplazmaban
ozmotikus védovegyiiletként miikodik (Handa et al. 1985). Irodalmi adatokbol ismeretes,
hogy szintje stressz hatdsara megemelkedik a ndvényekben, hogy betdlthesse védd funkciojat
(Ashraf et al. 2007). Szamos tanulmany parhuzamot von az akkumulacidja és a stresszel
szembeni tolerancia k6zott (Nayyar és Walia, 2003).

Célunk volt, hogy megvizsgaljuk a prolin felhalmozddas mértékét a PEG kezelt novényekben
¢s parhuzamot prébaltunk vonni a szarazsagra vald érzékenység és prolin felhalmozddas
kozott. Azonban varakozasunkkal ellentétben, kisérleteink sordn nem kaptunk szignifikans
kiilonbséget az egyes fajtdk kozott, ami aldtdmasztotta volna a prolin felhalmozddas

feltételezett védo szerepét.
6.4. Szarazsag indukalta génexpresszié elemzése

A kivalasztott buiza fajtakat az élettani méréseken kiviil génexpresszios vizsgalatoknak
is alavetettiik. Az altalunk vizsgalt genotipusokkal tobb publikacioban 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). Az
adott fajta szarazsdggal szembeni eltéré tolerancidjdhoz szamos (pl morfologiai) bélyeg
egyiittese jarul hozza, amelyek részben mar ismeretesek ezeknél a fajtaknal (Jager et al.
2014). A tolerans fajtakra kisebb levélfeliilet és alacsonyabb sztomaszam jellemzd, mig
vékony és viz szamara atjarhato kutikulat talaltak a szenzitiv Cappelle Despreznél. Ismételt
szaritasi ciklusok esetén az érzékeny fajtakra jellemz6 volt a cellularis integritas csokkenése.
Ezt a fokozott elektrolit szivargas, a kloroplasztisz nagyobb mértékli ultrastrukturalis
karosodasa és a levelek relativ viztartalmanak gyorsabb hanyatlasa jelezte (Jager et al. 2014).
A két tolerans genotipus erésebb védelmet mutatott az oxidativ karosodassal szemben Sejt
szinten. Ezt tdmasztja ald a magasabb glutation szintaz és glutation peroxidaz aktivitds a
Plainsman V fajtaban, amit korabban Gallé és munkatarsai (2009) mutattak Ki.

A Triticum aestivum TaCbfl4 és TaCbfl5 génjeineck funkcidit arpaba vald

transzformacid révén tesztelték, és megallapitast nyert, hogy szerepet toltenek be a
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fagytoleranciaban (Soltész et al. 2013). Ezekkel a transzkripcios faktorokkal transzgénikus
arpa vonalakban dehidrin gének fokozott kifejez6dését is megfigyelték.

Kisérleteink azt mutattak, hogy az Mv Emese fajtdban vizhianynal a Wdhn13, Chfl14
¢s Cbf15 gének nagy vonalakban koordinalt kifejezédése torténik. Ez a kifejez6dés ugy tiinik,
hogy két fazisu, a kezdeti (nem egyOntetil) expresszid lecsengését kovetben a teljes
vizmegvonas utan kb. egy héttel (a Cappel Desprez kivételével) Gjra indukalodtak a gének. Ez
a masodik valaszgén kifejez0dési 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 munkatérsai [2005) hideg stressz alkalmazasa soran). Ujabban egy
CBF gén expressziojat a dehidrin gén indukciojahoz kapcsoltak a Brachypodium distachyon
szarazsag tolerancia valaszaban (Ryu és mtsai. 2014). A Wdhn13 gént tobb TF is szabalyozza.
Ismeretes, hogy a Wchf2 and Wdreb2 btza gének a Wdhn13 promoterét aktivaljak dohanyban
(Takumi et al. 2008; Kobayashi et al. 2008). A Cbf gének részvétele szarazsagstressz alatt a
Wdhnl3 gén transzkripcionalis szabalyozasaban jol egyezik az altalunk kapott
eredményekkel. A szarazsag stresszelt buza novényekben a Wdhnl3 valosziniileg Cbf gének

altal szabalyozott.
6.5. A buza TaSHN1 gén kifejezodésének vizsgalata szarazsagkezelt bizanal

Jager és munkatarsai (2015) Arabidopsis-ba valo transzformalas révén vizsgaltak a
buza TaSHN1 génjét, ami homolog a ladfii sajat WIN/SHN1 génjével. A morfologiai és
génexpresszids  vizsgdlaton tilmenden tanulmanyoztdk a transzforméns vonalak
szarazsagtiirését is. A gén kifejezddése szdmos morfologiai valtozast indukalt - pl. fényesebb
levél felillet - a gén viasz bioszintézist szabalyozé jellegébdl adodoan. Vizhidnyos
koriilmények kozott azonban a vad tipust és a TaSHN1 transzgénikus novények toleranciaja
nem mutatott szignifikdns kiilonbséget. Tehat a transzgén nem hatott kedvezden a névények
vizmegtartasara.

Buzaval folytatott kisérleteinkben szarazsag stresszt alkalmaztunk négy genotipuson.
Kivancsiak voltunk, vajon a stresszkezelés sordn bekdvetkezé viaszfedettség novekedés
egyiitt jar-e @ TaSHN1 gén esetleges indukcidjaval. Ezért a kontroll és stresszkezelt buzak
zaszl6s leveleibdl nyert mintakon a WIN/SHN1-¢l homolog buza génre (TaSHN1) specifikus
RT-PCR reakciot végeztink. A génexpresszios vizsgalat eredménye az volt, hogy nem

kaptunk a tesztelt gén kifejez6désére utalo jelet egyik genotipus esetében sem.
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Kilian és munkatarsai (2007) az Arabidopsis thaliana genom kifejezodését vizsgaltak
microarray technikaval. Kvantifikalni probaltak a kifejez6d6 géneket és azok megnyilvanulasi
szintjeit az id6 eldrehaladtaval abiotikus, kozottiik szarazsag stresszre nézve is. Azt talaltak,
hogy idd fliggvényében a felszabalyozott gének gyarapodnak €s erdsddnek a szérazsdg soran
(Kilian et al. 2007). Miként azt latjuk a molekularis bioldégia modellnovényénél is,
feltételezhetd, hogy buzanal is helytalld hogy a TaSHN1 génen kiviil més szabalyozd gének
illetve transzkripcios faktorok jatszhatnak jelentdsebb szerepet a szarazsag stressz indukalt

kutikula gyarapodas folyamataban.

rrrrr

A novények hajtasat boritd kutikula rétegnek tobb szerepe van. Egyrészt elsddleges
hatarol6 feliiletet biztosit a novény és a kornyezete kozott, masrészt védelmi funkciokat is
betdlt mind biotikus mind abiotikus tényezdkkel szemben.

Ismeretes, hogy az Arabidopsis kutikula kialakulasaban nagy szerepet jatszik a WAX
INDUCER/SHINE (WIN/SHN) fehérje, mely egy az APETALA2/ERF tipusu transzkripcios
faktor (Aharoni et al. 2004). Broun és munkatarsai (2004) ludfiiben vizsgaltdk a gén
kifejezddését. Az RT-PCR eredményeként a virdgban taldltdk annak a legnagyobb
kifejezddését (a levélben és szadrban megfigyelt kis mennyiségili géntermék mellett).

Mivel a viragrészek gyors fejlddése sordn a kutikula komponensek €s a viaszok fokozott

képzddése is jellemz0, az ebben szerepet jatszd gének magas expresszidja nem meglepd.

A WIN/SHN gének szarazsagban betoltott szerepérél a Wang és munkatarsai (2012) altal
publikalt cikkben is olvashatunk. Kisérleteik soran az Arabidopsis WIN/SHN1-el homolog rizs
gént (OsSWR1) vizsgaltak. Megfigyelték, hogy vizhiany esetén a vad tipustiaknal ellenallobbak

voltak azok a vonalak melyekben az OsWR1-et tulexpresszaltattak.
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7. OSSZEFOGLALAS

A buza szarazsagra valo toleranciaja egyre fontosabba valik a jelenben és vélhetden a
jovében is. Ez az abiotikus stressz nagymértékben meghatirozza a gabona
termésmennyiségét. A szarazsagtlirés genetikai és fizioldgiai hatterének felderitésében
modern molekularis bioldgiai technikdk és klasszikus élettani modszerek nyujtanak
segitséget. Ezek révén lehetdségiink van megtaldlni azokat az élettani tényezoket, géneket
illetve szabdlyoz6 elemeket, melyek befolydsolhatjdk az ezzel a stresszel szembeni
ellenallésagot.

Elettani vizsgalataink sordn a szarazsig stressz hatasait a fotoszintézis és gazcsere
paramétereinek nyomon kovetésével kezdtiik. A genotipusok koziil a Planisman V levélen
belili CO2 koncentracidja erésen lecsokkent vizmegvonds hatasara, amibdl arra
kovetkeztethettlink, hogy ebben a fajtaban a fotoszintézis folyamatai az alkalmazott stresszel
szemben ellenallobb lehettek. Mértiik a stressz sordn a zaszlos levelek prolin tartalmat, amely
a varakozasokkal megegyez6 modon minden fajta esetében emelkedett. A fajtak kozott
azonban ebben a tekintetben nem kaptunk szignifikans kiilonbséget, mely a genotipusok
elkiilonitésében segitséget nyujtott volna. Ismertes, hogy az abszcizinsav a stressz valaszok
szempontjabol kulcsfontossagli a ndvényeknél. Erre a hormonra vald szenzitivitast gyakran
Osszefliggdnek talaltak a szarazsdgra valo érzékenységgel. Erre tAmaszkodva végeztiink buza
csirandvényeken ABA kezelést, melynek soran a Gk Elet fajta gyokérnovekedése bizonyult a
legkevésbé érzékenynek a hormonra nézve. A tovabbiakban PEG kezeléssel kivaltott
ozmotikus stressz soran vizsgaltuk az egyes buza genotipusok relativ viztartalom valtozasait.
A Gk Elet szenzitiv fajtaként rosszabbul viselete azt, mint az Mv Emese. Utbbi esetében a
lathat6 fenotipusban is megfigyelhetd volt a jobb stressztiirés. Varakozasunkkal ellentétben a
PEG kezelés hatasara a Plainsman V fajta mutatta a legalacsonyabb RWC értékeket.

Génexpresszios kisérleteink sordn arra kerestiik a valaszt, hogy egy, az irodalmi
adatokbol ismeretes, feltételezhetden stressztoleranciaban szerepet jatszo dehidrin gén
(Wdhn13) illetve az azt valoszintileg szabalyozoé transzkripcios faktorok miként fejezédnek ki
a tolerans és szenzitiv buza fajtdkban. E célbol vizmegvonasnak tettiik ki a genotipusokat és
ezt kovetden polimeraz lancreakciot végeztiink a zaszlds levelekbdl készitett cDNS mintakon.
A sikeres genomi DNS sziirés és kontroll primerrel valé kiegyenlités utan a Wdhnl3 gént
valamint a Cbf14 és Cbf15 transzkripcios faktorok kifejez6dését mutattuk ki. Az expresszios
vizsgalatok eredményeként lathattuk, hogy a Cbfl4, Cbl5 és Wdhnl3 kifejez6dései kozott
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nem szigoru, de észrevehetd parhuzamossag volt megtaldlhaté. Mindemellett kivancsiak
voltunk arra, hogy normal (stresszmentes) koriilmények kozott miként alakul a Wdhnl13 gén
¢és a két transzkripcios faktor kifejezddése. A Wdhnl3 gén kifejez6dését real-time PCR-el
modszerrel a tolerans fajtdkban magasabb szintiinek talaltuk. Cbfl5 esetében mindkét
eljarassal azt mutattuk ki, hogy a transzkripcids faktor stresszmentes csiranévényben nem
fejezddik ki, szemben a vizhianyos, viragzd novényekkel.

Munkank soran célul tiiztiik ki, hogy buzaban olyan tovabbi gént/transzkripcios faktort
azonositsunk, amelynek feltételezett szerepe kapcsolhatd a szarazsadg stresszre adott
valaszokkal. E célbdl bioinformatikai modszerekkel azonositottunk egy, a ludfit WIN/SHN1
transzkripcids faktorral homolog buza gént (TaSHN1), amelynek a kutikula képzddésben
betoltott szerepe valoszinisithetd volt. Az igy kivalasztott génre specifikus expresszids
vizsgalatokat végeztiink a buza kiilonbozo szerveiben. A gén legerdsebb kifejezodését a
kalaszban tapasztaltuk, ami valoszinusitette, hogy a homolog Iudfii és buza gének ortolégnak
is bizonyulnak majd. Elvégeztiik a buza gén klénozasat, ami a késébbi ludfii transzformacios
kisérletek alapja volt. Tanulmanyoztuk TaSHN1 megnyilvadnuldsit a vizsgalt buza
genotipusok zaszl6s leveleiben vizhianyos stressz soran. Ennek kapcsan elmondhatjuk, hogy a
TaSHN1 gén nem fejezddott ki a zasz1os levelek kozépi régidiban vizmegvonas idején, bar a
levelek viasz boritottsaga ott jellemzden fokozodott. Feltételezhetd tehat, hogy bar a TaSHN1
gén a kutikula fejlédését biztosan szabalyozza, ezt azonban a levél kialakulasa sordn a

levélalapi régioban teszi, és nem a stressz hatasara bekovetkezd viaszoltsag ndvekedés soran.
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8. SUMMARY

The drought tolerance of wheat is becoming increasingly important in these days and
presumably will have a relevance in the future as well. This abiotic stress largely determines
the quantity of grain harvest. Modern molecular biology techniques and classical
physiological methods give assistance to the exploration of the roots of genetic and
physiological drought tolerance. Thereby, we have the possibilty to identify those
physiological factors, genes and regulatory elements which have an influence on the

resistance against the above mentioned stress.

We started off our physiological studies by monitoring the parameters of the
photosynthesis and gas exchange while under drought stress. As a result of water deprivation
the CO2 concentration inside the leaves strongly decreased for the genotype Plainsman V,
which implies that the photosynthetic processes of this particular species have become more
resistant against the applied stress. We measured the proline content of the flag leaf under
stress which as expected rose for each type alike. In this regard, however, we did not get a
significant differnce between the genotypes that would have helped to distinguish them from
one another. It is known that the abscisic acid plays a key role inside plants in terms of stress

responses.

Sensitivity to this hormone is oftenly found to be related to drought sensitivity. On that basis
we carried out ABA treatment on wheat seedlings whereby the Gk Elet types root growth was
the least sensitive to the hormone. Hereinafter, we examined each wheat genotypes relative
water content changes under osmotic stress that was induced by PEG treatment. Gk Elet for
one bore it worse compared to Mv Emese as it is a rather more sensitive type. For the latter
case, a stronger stress tolerance was also observed in the phenotype. Contrary to our

expectations, the Plainsman V variety exhibited the lowest RWC values under PEG treatment.

The aim in our gene expression experiments was to find answers to how the dehydrin
gene (Wdhn13) — suspected of playing a role in stress tolerance — and the transcription factors
— that presumably regulate it — are expressed int he tolerant and sensitive wheat varieties. For

this purpose we placed the genotypes under water deprivation, then performed the polymerase
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chain reaction (PCR) on the cDNA samples which were made from flag leaves. After the
successful filtering of genomic DNA and equalization with primer controls the Wdhn13 gene,

Cbf14 and Cbf15 transcription factors expression could be detected.

As a result of the expression studies we found a noticeable parallelism between the Cbfl4,
Cbf15 and Wdhn13 expressions. In addition, we were also interested in how the Wdhn13 gene
and the two transcription factor’s expressions take place in plants grown in normal (stress-
free) environment. Under these circumstances according to the results obtained by qRT-PCR
we could observe higher level expression expressions of the Wdhnl3 gene in the tolerant
genotypes. In case of Cbfl5 we demonstrated that for both treatment types the transcription
factors can not be expressed in stress-free seedlings, oppositely to the dehydrated and
blooming plants.

Our further aim was to identify additional genes/transcription factors inside the wheat,
which may have a presumed role in the response induced by the draught stress. For this
purpose we identified a wheat gene (TaSHN1) that is homologous with the Arabidopsis
WIN/SHNL1 transcription factor, which may play a role in the cuticle fromation. We then
performed specific expression studies on the various organs of the wheat for the selected
gene. The gene’s strongest expressions could be found in the ear of corn, which led to the
assumption that the homologous Arabidopsis and wheat genes will prove to be orthologous as
well. Then cloning of TaSHN1 was carried out, which was fundamental for the later
Arabidopsis transformation experiments. Studies were also made on TaSHN1 expression
inside the examined wheat genotypes’ flag leaves while under dehydration stress. In this
regard, we can conclude that the TaSHN1 gene was not expressed inside the mid-regions of
the flag leaves while under water deprivation, although the wax coverage typically increased
at this location. For this reason we can assume, that although the TaSHN1 gene surely
regulates cuticle develpoment, this mostly occurs in the basal sheath region during leaf

formation and not in connection with the increased wax production due to the effect of stress.
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