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A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A szántóföldi növények súlyos, hosszantartó vízhiány okozta károsodásának kivédése mind a rendszeres aszályok, mind az öntözővíz-készletek takarékos felhasználása, továbbá a felmelegedéssel járó esetleges klímaváltozás kedvezőtlen hatásainak ellensúlyozása szempontjából egyaránt kiemelt jelentőségű. Mivel – a klímaváltozás hatásainak megítélésében mutatkozó viták ellenére – több elemzés is előrejelzi Magyarország egyes régióinak elsivatagosodását (lásd Doros Judit: Népszabadság, 2001. augusztus 6.), várhatóan a víz mindinkább limitáló tényezővé fog válni az élelmiszer-termelésben, ezért igen fontos a növények öntözővíz igényének minimalizálása a vízkészletek védelme érdekében.. Tekintettel a fajta-előállítás időszükségletére (8-10 év), már napjainkban megfogalmazódó igény olyan fajták, tenyészanyagok kinemesítése, amelyek hatékonyan képesek a talajból a vizet felvenni, illetve kisebb mértékben károsodnak száraz időjárási periódusokban. Ez a munka akkor lehet sikeres, ha támaszkodik a legújabb tudományos eredményekre a növényélettan-, a stresszbiológia-, a génizolálás- és transzformáció-kutatás területén. Ezért a vízhiány által aktivált, gyökérspecifikus gének azonosításához szükség van a partnerek által képviselt tudományterületek, megközelítések és módszerek együttes, integrált alkalmazására, illetve nemzetközi együttműködésre.

Az alábbi elméleti megfontolások és meglévő saját eredmények alapozzák meg a kutató-fejlesztő munkát:


A gyökér mérete, növekedésének üteme vízhiány esetén kiemelt jelentőségű (Serraj, R and Sinclair, TR 2002, Plant Cell and Environment, 25: 333-341). A gyökér sejtjei különösen érzékenyen sérülhetnek stresszkörülmények között. Így indokolt olyan géntechnológiai megközelítést alkalmazni, mely csak a gyökérre korlátozza a transzgén működését vízhiány esetén. Egy ilyen megoldás alkalmazásakor a védekezésben szereplő fehérje vagy enzim, illetve anyagcseretermékeik szintézise nem köti le a növény energiáit normális környezeti feltételek mellett. Előnyt jelenthet, hogy a transzgén fehérjeterméke nem jelenik meg a föld feletti, fogyasztásra kerülő növényi szervekben. Így az engedélyeztetési eljárás leegyszerűsíthető.


Új körülménynek tekinthető, hogy leközölték a rizs közel teljes nukleotidszekvencia-sorrendjét. Ezzel lényesen megbízhatóbbá vált a promoterrégiók beazonosítása és klónozása (J. Yu et al.; 2002, Science 296:79-92; S. A. Goff et al.; 2002, Science 296:92-100). Ezzel párhuzamosan folyamatosan bővülnek a gabonafélék (árpa, búza, rizs) EST adatbázisai, amelyek szélesítik az in silico génkutatás lehetőségeit.


Egyre erősödik az az EU szándék, hogy a búzagenomika legyen az uniós programok központi prioritása. Ez igen jó összhangban van a hazai korábbi kezdeményezésekkel. A búza szerepe a magyar gazdaságban, a növénynemesítőink versenyképessége és sikeressége, az elindított K+F projektek mind megerősíteni látszanak azt, hogy a búzát kellene kiemelni mint a magyar genomikai kutatás egyik fő növényi objektumát. A jelen pályázatban javasolt projekt alapot ad az FP6-hoz való kapcsolódáshoz.


Az SZBK rendelkezik egy működő DNS-chip laboratóriummal, amely technológiai hátteret nyújthat egy stresszállapotra jellemző génkifejeződési kutatáshoz, illetve génkereséshez.


A pályázók két nemzetközi szabadalommal rendelkeznek, amelyek az oxidatív stressz okozta károk csökkentésére kidolgozott géntechnológiai eljárást védenek: 

"Plant overexproducing Aldose reductase-homologous protein can tolerate water deficiency and resist oxidative stresses" Magyar szabadalom (1998): No PCT/GB98/03464. 

"Stress and pathogen resistant plants expressing ectopacally iron binding protein, ferritin" Magyar szabadalom (1997): No PCT/GB98/01108

Kifejezetten az aldózreduktáz gén okozta szárazságtűrés érdemel figyelmet mint azt a transzgénikus dohánynövények vizsgálata bizonyította (Oberschall et al.; 2000; The Plant Journal, 24: 437-446.)

A SZERZŐDÉSBEN MEGFOGALMAZOTT MUNKA CÉLJA

A jelen pályázat célja olyan transzformációs vektorok kifejlesztése, amelyek szabályozott módon, csak a gabonafélék gyökerében, vízhiányos feltételek mellett képesek működtetni a növény védekezésének hatékonyságát fokozó transzgéneket. Ehhez eltérő genotípusok ozmotikus stresszre kialakuló transzkripciós mintázatának összehasonlításával keresünk a gyökérben stressz hatására korán aktiválódó géneket, majd a korán reagáló gének kiválasztott képviselői esetében megklónozzák a gén szabályozó, promoterrégióját.. Ezekre alapozva promoter/riporter gén konstrukciókat hozunk létre, és visszajuttatjuk a növénybe a promoter jellemzésének, és hasznosíthatósága meghatározásának céljából. 

A tervezett munka szervesen kapcsolódik az NKFP 4/038-as „Búza konzorcium” által megalapozott génizolálási programhoz. Ennek keretében már folyik az aldóz reduktáz és ferritin gének konstitutív promoterrel történő beépítése búzába, illetve génizolálási munka során a szárazságtűrő Kobomugi genotípus felhasználásával sztresszválaszban résztvevő cDNS-ek klónozása. A jelenleg futó projektek továbbfejlesztését és eredményességét szolgálná, ha rendelkeznének a partnerek gyökérspecifikus, stresszaktivált promotert hordozó vektorral, amelyet a jelen projekt szolgáltathatna.

A PROJEKT ISMERTETÉSE

A projekt megvalósításának egyes lépései a következők:

1.
Az ozmotikus adaptáció során egyes búzagenotípusok – beleértve a diploid ősi változatokat (Tr. monococcum) is – fiziológiai paramétereinek meghatározása a csírázóképesség és a gyökérnövekedés alapján. A fiziológiai paraméterek alapján a védekezésben szerepet játszó fontosabb fehérjék, enzimek ismeretében a genomikai projektek célgénjeinek kijelölése.

2.
cDNS klóntár készítése a Kobomugi rezisztens genotípus polietilén-glikollal (PEG) kezelt gyökérszöveteiből: poly-A+ RNS-minták előállítása a stresszhatásnak kitett csíranövények gyökeréből, cDNS szintézise és klónozása, a kapott génbank jellemzése.

3.
Gyökérspecifikus cDNS-ek felhasználásával búza EST adatbázis létrehozása és gyökérspecifikus gének in silico predikciója. A rizs genomszekvencia-adatabázisban a rizs ortológ gének megkeresése, illetve a kapcsolódó promoterek összehasonlító szekvencia-analízise, gyökérspecifikus cisz elemek behatárolása. A promoterek szekvenciamotívumainak értékelése ismert stresszregulátor-régiók keresésével. 

4.
Gyökérspecifikus cDNS-ek keresése árpa DNS-chip felhasználásával (német-magyar együttműködés: IPK, Gatersleben, Germany). 5000 egyedi árpagént tartalmazó DNS-chip hibridizációja búzagyökér cDNS-próbával, kontrol- és stresszelt gyökerekből származó transzkriptumok mintázatának összehasonlító értékelése gyökér- illetve stresszaktivált gének keresésére. A kiszelektált géncsoportok cDNS-einek szekvenciájára alapozva in silico promóterjellemzés a rizs adatbázis felhasználásával. Gyökér-, illetve stresszspecifikus promóterelemek behatárolása. A kiszelektált gének búza EST homológjainak visszakeresése adatbázisból, és az elkészült cDNS bankból.

5.
Gyökér-, illetve stresszválasz-specifikus elemeket hordozó rizspromóterek klónozása és funkcionális tesztelése. Legalább kettő, a fenti módokon kiválasztott gén promoterrégiójának PCR amplifikálása specifikus primerek segítségével, a regulátor DNS klónozása és szekvenciájának ellenőrzése. Promóter-riportergén tesztkonstrukciók elkészítése, a promóterkonstrukciók működésének értékelése génbelövéssel, a tranziens génkifejeződés értékelése búzán ilettve rizsen. Stabil transzformánsok előállítása Agrobacterium mediált génbevitellel (rizs és árpa transzformációja). A fiziológiai állapottól és szervspecifitástól függő promóteraktivitás jellemzése a transzformáns kalluszszövetekben ill. Az elsődleges, regenerált növényekben.

VÁRHATÓ EREDMÉNYEK

1.
Búza gyökéreredetű cDNS könyvtár, Kobomugi genotípusból.

2.
Új transzformációs vektorcsalád, amely gyökér specifikus, illetve stresszaktivált génműködést biztosít.

3.
Stresszadaptációban szerepet játszó gének cDNS-klónjai.
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