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BEVEZETES

Napjainkban a globalis klimavaltozas kovetkezményei egyre nyilvanvalobbak. Az
emberiség szdmara komoly kihivast jelent €s a jovében is jelenteni fog az éghajlat atalakulasa €s
instabilitdsa miatt okozott problémék megoldasa. A Fold felszinének 11 szézaléka all
mezOgazdasagi miivelés alatt és ennek a teriiletnek a 25 szazaléka alacsony termdképességl
(FAO jelentés 2011). A talajok sotartalmanak novekedése, a talontozés kovetkeztében fellépd
nagyfoku szikesedés problémaja, a talaj er6zio és a sivatagosodas napjainkban egyre nagyobb
kihivasok elé allitja az emberiséget. A szikesedés tobb mint 100 orszagot és globalisan 1 milliard
hektar foldteriiletet veszélyezteti (FAO jelentés 2015) mig a termdteriiletek folyamatos leromléasa

csaknem a szarazfoldi teriiletek egyharmadat érinti (Jarraud és mtsai., 2005).

A novények szamara a nem megfeleld koriilményekhez vald alkalmazkodas a fizioldgiai
¢s molekularis folyamatok &tprogramozéasaval jar és alapvetd valtozasokat eredményez a
génkifejez0dési mintazatokban, az anyagcsere folyamatokban és a fehérje profilokban. A modell
organizmusokon végzett kutatdsok szamos olyan gént €s szabalyoz6 mechanizmust azonositottak,
amelyek szerepet jatszanak a stresszhatdsok érzékelésében ¢és a valaszként megjelend
anyagcserefolyamatok valtozasaban (Ahuja és mtsai., 2010). A stresszérzékeny modellfajok, mint
az Arabidopsis thaliana, hasznalatanak korlatozé tényezdje, hogy nem vizsgalhatéak extrém
korilmények kozott. Az extremofil novények, a xerofitak (extrém szarazsagtiird) €s a halofitak
(extrém so6tlird) olyan sivatagi koriilmények kozott vagy magas sotartalmu talajokon is képesek
megélni ahol egy nem adaptalddott faj egyedei elpusztulnak. A halofitdk az dsszes novényfaj 1
szazalékat teszik ki és képesek hosszabb tavon elviselni a talajban 50-250mM natrium klorid
koncentraciot is, mig egyes halofitdk a 600mM sdkoncentraciot is toleraljak (Flowers és Colmer,
2008). A halofitak fizioldgiai folyamatait széleskorben kutattdk de a molekuléris szabalyozo
mechanizmusok kevésbé ismertek. Az Arabidopsis sotolerans rokonaval az Eutrema
salsugineum-mal (korabban Thellungiela salsuginea) szamos Gsszehasonlitd elemzést végeztek,
amelyekben a halofitizmus genetikai és molekularis hatterét kutattak (Amtmann, 2009) és tobb
halofita genomja is ismerté valt. Az extermofil fajok természetes genetikai valtozatossaga vonzo
genetikai forrds lehet a gazdasagi ndvények valtozd kornyezeti tényezdkkel szembeni
toleranciajanak fejlesztésében (Nevo ¢€s Chen, 2010). A fajok kozotti géntranszfert azonban az

inkompatibilitds akadalyozza. A genomikus vagy cDNS konyvtarak transzformacidja képes a



véletlenszerli génatvitelre a kiilonboz6 fajok kozott. Példat taldlunk E. salsugineum cDNS
konyvtar (Du és mitsai., 2008), illetve bindris, bakteridlis mesterséges Eutrema kromoszoma
konyvtar (Wang és mtsai., 2010) kifejeztetésére Arabidopsis-ban. Mindkét esetben sikeriilt

azonositani olyan géneket amelyek az Arabidopsis sotiiré képességét javitottak.

Munkank soran a laboratoriumunkban korabban kifejlesztett COS (Conditional cDNA
Overexpression System) rendszer egy 0j valtozatat dolgoztuk ki. A COS rendszer segitségével
lehetévé valt a gének véletlenszeri atvitele és iranyitott kifejeztetése Arabidopsis-ban. A rendszer
alapja egy kémiailag indukélhaté promoter rendszer (Papdi és mtsai., 2008; Rigd és mtsai.,
2012). A cDNS konyvtarat egy kevésbé ismert fajbol, a Lepidium crassifolium-bol készitettiik,
amely a Brassicaceae csalad tagja és természetes ¢él6helyei Kozép-Eurdpa és Azsia sos, szikes
talaji vidékei. Kutatomunkank eredményeként bebizonyitottuk, hogy a L. crassifolium cDNS-ek
szabalyozott kifejeztetésével képesek voltunk az Arabidopsis novények so-, ozmotikus és
oxidativ stressztiirését javitani. A COS rendszer alkalmas a fajok kozotti génatvitelre és arra,

hogy kevésbé ismert fajokbdl is értékes géneket azonositsunk.

CELKITUZESEK

Munkank célja az volt, hogy egy stressztiird novényfajbol olyan géneket vigylink at egy
stresszérzékeny fajba, amelyek ndvelik annak kiilonbozé stresszkezelésekkel szembeni
toleranciajat. Az Arabidopsis thaliana glikofita, azaz soérzékeny faj és széles korben elterjedt
modell organizmusa a ndvénybiologiai kutatasoknak, jol jellemzett genetikaval, ezért ezt a fajt
valasztottuk célndvénynek. Stressztiird fajként génforrasnak a régionkban is 6shonos halofitat, a
Lepidium crassifolium-ot, sziki zsazsat valasztottuk. Keresztes viraguként a ludfiivel rokon faj, és

az extrém magas sotartalmu szikes talajokon is jol érzi magat. Megvalositandé feladataink voltak:

-Olyan szabalyozhaté médon mikodé random Lepidium cDNS konyvtar elkészitése

amely alkalmas, a gének atvitelére és kifejeztetésére Arabidopsis-ban.

-Az ozmotikus, ionikus ¢és oxidativ stressztolerancia mérésére alkalmas, rozetta
novekedésen ¢és fotoszintetikus paramétercken alapuld, Petri csészés sziirési rendszer

kidolgozasa.



-A magasabb stressztiiré képességgel rendelkezé novényekben kifejez6dé Lepidium

gének azonositdsa, izolalasa.

-A kivalasztott Lepidium gének klonozasa, a stressztlirést javitd tulajdonsagok igazolasa a

fiiggetlen transzgenikus Arabidopsis vonalak segitségével.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

A. thaliana, E. salsugineum és L. crassifolium novények in vitro és in vivo nevelése,

stresszkezélese.

» Arabidopsis Agrobaktérium kozvetitett genetikai transzformacidja, transzgenikus
novények szelekcidja.

* DNS enzimatikus médositasan alapulé molekularis klénozasi technikak.

* NoOvény genomi DNS és 0ssz-RNS tisztitasa.

»  Génkifejezddés vizsgalatok Northern blot technikaval.

+ Klorofill fluoreszcencia mérések, fotoszintetikus pigmenttartalom meghatarozas.

* Novekedési litem vizsgalatok, a rozetta méretek meghatarozasa PlantSize szoftverrel.

* T-DNS beépiilési helyeinek azonositasa TAIL PCR technikaval.

OSSZEFOGLALAS

Az extremofil fajok értékes forrdsai lehetnek a stressztolerancidban szerepet jatszo
géneknek, amelyek alkalmazasaval a gazdasagilag fontos novényfajok stressztlird képességét is
javithatjuk. Munkank sordn gy modositottuk a kutatocsoportunkban korabban kidolgozott
indukalhatd cDNS tultermelésen alapuld genetikai rendszeriinket (COS), hogy a Lepidium
crassifolium (sziki zsazsa) sotliré novényfajbol késziilt cDNS konyvtarunkat egy jol jellemzett
modell novényben, az Arabidopsis thaliana-ban, fejeztethessiik ki. Kutatasunk kezdetén
jellemeztiik a Lepidium crassifolium s6 és szarazsag toleranciajat laboratoriumi koriilmények
kozott, és azt 6sszehasonlitottuk a halofita Eutrema salsugineum-mal és a glikofita Arabidopsis

thaliana-val. Vizsgaltuk a gyokérhosszusag és a fotoszintetikus paraméterek valtozasait, illetve a

crcr



hogy a L. crassifolium szarazsag és sotlirése hasonlit vagy meghaladja a mar ismert E.

salsugineum ndvények stressztiird képességét.

Kutatasi programunk elsé részében a Lepidium ¢cDNS konyvtarral 40 ezer transzgenikus
Arabidopsis vonalat allitottunk el6. A Lepidium cDNS-eket tartalmazo Arabidopsis novényeket
oxidativ, s6 és magas ozmotikus kezelésnek vetettiik ald és kivalasztottuk a megndvekedett
toleranciat mutat6 egyedeket. A sziirést in vitro végeztiik, mértiikk a novények novekedési litemét
¢s klorofill fluoreszcencia paramétereit. A gén azonositds érdekében kidolgoztunk egy nagy
ateresztd képességli, nem invaziv, klorofill fluoreszcencia valtozason alapul6é 0j sziirési eljarast
is. A fotoszintetikus paraméterek koziil a PSII maximalis hatasfoka (Fv/Fm) és a PSII
fotokémidjanak relativ hatasfoka (®PSII) bizonyult a szlirés soran alkalmazhatonak. A Petri
csészés rozetta méret valtozasokat az altalunk fejlesztett MatLab alapu PlantSize szoftverrel
mértiik. Osszesen, a két kiilonbozé szlirési rendszeriinkben, 40 ezer vonal stressztiirését
vizsgaltuk és végiil 20 olyan vonalat azonositottunk, melyek emelkedett tolerancidt mutattak. A
kivalasztott vonalak egy részében meghataroztuk a beépiilt Lepidium cDNS szekvencidkat. A
beépiilt cDNS-ek 82%-a teljes hosszisagu volt és teljes ORF-el (nyilt leolvasasi kerettel)
rendelkezett, mig 18% esetében hidnyzott a ¢cDNS 5° vége. A Lepidium és az Arabidopsis
fehérjék aminosav szekvencidinak oOsszehasonlitdsakor a homoldgia 84% volt. A klonozott
cDNS-eket pCaM V35S prométer (S sorozat) illetve pRD29A prométer (R sorozat) segitségével,
fiiggetlen, transzgenikus Arabidopsis novényekben fejeztettiik ki. Az igy eldallitott vonalak so,
szérazsag ¢€s oxidativ stressztlird képességét iliveghazban is vizsgaltuk. Ezzel az eljaréssal
bizonyitottuk, hogy a halofita ndvénybdl szarmazo gének feleldsek a ndovények megvaltozott

stressztiiréséért.

A teljes hosszisagi cDNS-ek kozott azonositottunk egy feltételezhetéen Lepidium GDSL
lipazt, amelynek Arabidopsis homoldgja az endoplazmatikus retikulum (ER) integritasanak
fenntartdsaban, a fehérje transzportokban ¢€s az ER-hez kapcsolhatd védekezd reakciokban veszt
részt. Az ozmotikus stresszhatds alatt is kiemelkedd fotoszintetikus paraméterekkel rendelkez6
PL127P4-es vonalbol pedig egy ACBP domént tartalmazo fehérje homoldgjat izolaltuk. Az
ACBP domént tartalmazé fehérjék jellemzden foszfatidil-kolint és acetil koenzim A-t kdtnek, igy

védik meg azokat a degradaciotol és a sejteken beliil ezeknek a molekulaknak a szallitasaban is



részt vesznek. Az ACBP-k a novényekben a stresszhatasok utani helyreallito folyamatokban is

valdsziniileg részt vesznek.

A novekedési €s a fotoszintetikus paramétereken alapuld szlirésbdl is azonositottunk tobb,
indukalo szertdl fiiggetlen, toleranciat mutaté novényt is. A mi rendszeriinkben a T2-es generacio
novényeit hasznaltuk genetikai sziirésre. Ezért feltételeztiik, hogy a T-DNS beépiilése altal
okozott mutaciok hatasara megjelend fenotipusos eltérések is vizsgalhatoak €s ez magyarazhatja

a konstitutivan megjelend tolerancidt vagy hiperszenzitivitast.

A PL304Na01-es vonal az indukald szert6l fliiggetleniil toleransnak bizonyult szorbitol,
paraquat €s sokezelés soran. Meghataroztuk a T-DNS beépiilési helyét, amely az At1g31830 gén

crer

kédolja, amely egy aminosav szallitdo fehérje csalad tagja és mar szerepel a tudomanyos
irodalomban, PARAQUAT RESISTANT 1 (PARI) néven. A PAR1 hidnyos mutans novények
érzékenysége csokkent paraquatra, a taltermel6ké pedig megnétt. A PL304NaOl-es vonal
novényeiben szintén sériilhetett a paraquat transzportja a T-DNS beépiilés kovetkeztében és ez

okozhatta a novények megemelkedett paraquat tlirését.

A PL803Na03 vonalndl iiveghazi s6 kezelés hatasara a fotoszintetikus paraméterekben
megfigyelheté csokkenés kisebb mértékii volt mint a vad tipust kontroll ndvényeké és az eltérés

szintén indukalé szertdl fliggetlen volt.
Fontosabb eredményeink a kovetkezok:
-Jellemeztiik a Lepidium crassifolium stressztlir6 képességét.

-Kifejlesztettiink egy in vitro, fotoszintetikus paramétereken, és egy rozetta novekedésen

alapul¢ sziirési rendszert.

-Kidolgoztunk egy 1) genetikai rendszert, amely lehetdvé teszi a fajok kozotti

véletlenszerti génatvitelt és az ellendrzott tiltermelésen alapuld génazonositast.

-Bizonyitottuk, hogy a rendszer segitségével lehetséges a stressztoleranciat befolyasolo

gének azonositasa, izolalasa, jellemzése.



-Tobb Lepidium gén esetében bizonyitottuk, hogy alkalmasak a glikofita novények

stressztiirésének javitasara.

A modositott sziirési rendszer segitségével azonositott gének alkalmasak lehetnek
mezdgazdasagilag fontos fajok genetikai anyaganak javitdsdra. Ezen eredmények
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a szarazsag ¢és a soOstressz molekuldris hatterét jobban
megismerjiik. A kutatomunka a Bayer CropScience (Gent) céggel folytatott tudoményos

egylittmiikodés sordn, egy alkalmazott kutatasi projekt keretében valosult meg.
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