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ALKALMAZOTT ROVIDITESEK
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1. BEVEZETES

A szédrazsdg - bar a Karpat medencében az aszalyt jol ismerjiik - a
globdlis klimavaltozds egyik hozadéka. A vildg novénytermesztését - egyéb
abiotikus stresszhatdsokkal egyiitt, mint a kdros (UV-B) sugdrzdsok, ho- vagy
fagyhatds — dltalanosan fenyegetd abiotikus stressz. Ha az abiotikusakhoz
hozzaszamitjuk a biotikus stresszeket, a gomba és virus betegségeket, mar is
lathatjuk milyen komoly tényezok veszélyeztetik a gabonafélék, benne az arpa
és a buza termesztését.

Az utoébbi években szdmos gént azonositottak transzkripcids szintll
tesztrendszerekkel. Ennek ellenére csak kevés gént teszteltek funkcionélis
vizsgalatokkal, amelyekkel kimutathatd, melyek hatdsa befolydsolja kedvezden
a szdrazsagtirést. Dolgozatomban egy tranziens vizsgélati rendszer kialakitasat
mutatom be, mely arpa levelek részecskebelovése révén segitséget nyujthat a
kiszaraddsstresszben szerepet jatszo gének azonositdsdban, RNAi alapon vagy
tultermeltetéssel. Az altalunk kifejlesztett tesztrendszer a szdrazsagtiirés igen
Osszetett komponensei koziil elsOsorban, specidlisan az ozmotikus illetve
kiszaradas stressz esetén €lettani hatdssal biré gének felderitésére hasznélhato.
A moédszer megvaldsitasabol addédéan a rendszer tovabbi fejlesztés utdn
alkalmas lehet példaul sotlirésben szerepet jatsz6 gének tesztelésére is.

Napjainkban a genetikai transzformdci6 a novényi funkciondlis
genomikai kutatds egyik kulcsmddszerévé valt, ami izolalt gének beépitését és
igy transzgénikus novények elddllitasat jelenti. Az ezredforduld eldtti idoszak
kutatdsai a kozvetlen és kozvetett génbeviteli eljarasokat rutin moédszerré
fejlesztették. Ezéltal egyes gazdasagilag hasznos gének gyakorlati
hasznositdsan til lehetdség nyilt, a novényi genom eddig tisztdzatlan funkcidju
génjeinek alaposabb elemzésére. A gének szerepérdl végleges, megbizhat6
informéciot nyerhetiink a gének megvaltoztatott formainak a genomba torténd
beépitésével és a megvaltoztatott tulajdonsdgok jellemzésével. A stabil
géntranszformécids rendszerek kifejlesztéséig hosszu és rogos ut vezetett. Sok,
kezdetben biztaté prébalkozds méara mar feledésbe meriilt. A gének szazait
bizonyos szempontbdl elemezni képes, rutinszerlien alkalmazott DNS chip és
tranziens expresszids transzformdacids rendszerek, a tesztelt gének szamahoz
képest olcsobbak €s sokkal gyorsabbak. A gének valédi funkcidjat tekintve
viszont nem elég informativak. Ahhoz, hogy a kivant géneket stabilan
kifejeztessiik, 1illetve elhallgattassuk, valoban hatékony transzformacids
modszerekre van sziikség. Ezek csak akkor valhatnak a funkciondlis genomika
effektiv eszk6zévé, ha idében és hatékonysdgban jelentds fejlesztéseket hajtunk
végre.

Ph.D. ¢értekezésemben a részecskebelovéses géntranszformécids
modszer hatékonysidgarél és felhaszndldsanak elmult években elért



eredményeirdl szeretnék szdmot adni. Az emberiség egyik legfontosabb
élelmiszernovénye a biotechnoldgiai €s szovettenyésztési szempontbol
viszonylag nehezen kezelhetd buza (Triticum aestivum L.). A humén
taplalkozasban és gazdasdgban betoltott fontos szerepe miatt Kkeriilt a
kozéppontba és lett a funkciondlis genomikai illetve transzformdcids
kisérleteink célpontja. Az értekezés két kutatdsi téma eredményeit foglalja
0ssze. Az elsd a tranziens génexpresszion alapuld tesztrendszer kidolgozasdnak
eredményeit Osszegzi, amely szdrazsagtirésben részvevd jelolt gének
tesztelésére alkalmas. A madsodik rész, a stabil genetikai traszforméaci6
eredményeit foglalja 0ssze, a létrehozott novények molekuléris jellemzésével
bezardlag.

Ph.D. értekezésem célkitiizései az aldbbi pontokban foglalhatok 6ssze:

1. Dolgozzunk ki egy kozepes ateresztoképességii tesztrendszert,
amely vizmegvonasi stresszben érintett gének tesztelésére alkalmas. Modell
novényként a diploid arpa novényt alkalmazzunk.

2. Ellenoérizziik, illetve bizonyitsuk az elobbiekben Kkifejlesztett
tesztrendszer felhasznalhatésagat dehidratacids stresszben érintett gének
tesztelésére.

3. Vizsgaljuk meg, hogy Kiilonb6zé génexpresszios vektorokba
beépitett biotikus és abiotikus stresszvalaszban szerepet jatszéo génekkel,
milyen stabil transzformaciés hatékonysagot tudunk elérni a
részecskebelovés modszerét hasznalva.

4. Feltételezhetoen hasznos, (jelolt) biotikus és abiotikus stresszekkel
szemben hatékony génekkel hozzunk létre stabil transzformansokat,
melyek késobbiekben alapanyagai lesznek funkcionalis genomikai
vizsgalatainknak.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Abiotikus és biotikus stresszekkel szemben felhasznalhaté gének,
génvadaszat, genomikai megkozelitési médok

Napjaink kutatdsainak egyik legmozgalmasabb teriillete a genomika —
novényi, éllati és human vonatkozdsban egyardnt. Egyre tobb faj genetikai
informdcidja valik ismertté DNS szekvencia szinten is. Ezen alapinformaci6
mellett a legérdekesebb, illetve legfontosabb a gének élettani funkcidjanak és
egymast befolydsolé hatdsdnak a felderitése. A modern genomikai kutatdsok
kelléktdra naprol napra gyarapszik, lényeges kérdés azonban a mddszerekkel
kapcsolatban az egységnyi id6 alatt vizsgdlni kivant gének szama €s az adott
modszerrel kapott informécidk részletessége. A ndvényi genomikai kutatdsban
gyakorlati szempontbdl is fontos teriilet az abiotikus és biotikus stresszekkel
szemben felhasznédlhaté gének vizsgélata. Dolgozatom egy kozepes-nagy
ateresztOképességli tesztrendszer kidolgozdsardl és stabil transzformécids
kisérletekkel létrehozott transzgénikus novények eloallitdsardl ad szamot. Mind
a géntesztelési rendszer, mind a transzgénikus novények fontos adatokkal
szolgalnak a vizsgalt gének funkcidjdnak felderitéséhez, a novények biotikus és
abiotikus stresszekhez valé alkalmazkoddsanak részletesebb megértéséhez.

2.1.1. Génvadaszat tranziens génexperesszios rendszer alkalmazasaval

Szant6foldon termesztett novényeink szamos mddszert fejlesztettek ki
kiilonboz6 foku aszalyos periddusok dtvészelésére. Ezek kozé tartoznak a
kiilonb6zé menekiilési stratégidk, mint a korai virdgzas, az elkeriilés, mint a
mély gyokeresedés, a fokozott vizfelvétel hatékonysdg, vagy a csokkentett
vizvesztés. Tovabba azon tolerancia mechanizmusok, mint a gyokérndvekedés
fenntartdsa vizhidnyos koriilmények kozott, az ozmotikumok, antioxiddnsok és
fehérjék felhalmozdsa, melyek védenek mas fehérjekomplexeket vagy
membranrendszereket a gyokérben és a hajtasban (Ingram és Bartels 1996).
Folytonos vita targya, hogy az elkeriilést vagy a toleranciamechanizmusok
kihasznaldsat kellene inkdbb a ndvénynemesitési programok kozéppontjdba
allitani. Val6észinlinek tlinik, hogy a toleranciamechanizmusok kihaszndldsa
célhoz vezetdbb lehet a terméshozamok stabilizdlasdra, olyan sulyos
aszalyfeltételek kozott, mint amivel a kozel-keleti vagy az afrikai orszdgokban,
valamint Ausztrdlidban szembesiilhetiink. Egyes progndézisok szerint hasonl6
aszaly varhaté a kozeli idészakban Kozép- €s Dél-Eurépaban is. Az ilyen
extrém koriilményekhez adaptilddott nemesitési anyagok altaldban alacsonyabb
terméspotencidllal rendelkeznek (Araus és mtsai. 2002).



A transzkriptom analizis, amelyet legtobbszor Arabidopsis thaliana
modellnovényen végeztek, a mutdns vagy transzgénikus novények
fenotipizaldsaval egyiitt szamos szabdlyozo6 és védo fehérjét fedett fel, amelyek
szerepet jatszanak a novények aszalytiirésében (Shinozaki €s Yamaguchi-
Shinozaki 2007). Az azonositott szabalyoz6 fehérjék nagyjdbol két csoportba
sorolhatok be aszerint, hogy ABA fiiggd vagy ABA-fiiggetlen jelatviteli dtban
vesznek részt (Riera és mtsai. 2005). Az el6bbi csoport tagjai transzkripcios
faktorok az MYB/MYC osztdlybol, a bZIP osztily (AREB/ABF) melyek
megkotik az ABA-reszponziv elemeket (ABRE), illetve NAC transzkripcids
faktorok. Az utébbiakhoz tartoznak az Apetala2-like transzkripciés faktorok
(DREB2), melyek kotddnek az aszaly-valasz (drought-response) elemekhez
(DREs) (Singh és mtsai. 2002). Az emlitett transzkripciés faktorok
szabdlyozzdk a szdrazsigtiirésben ¢és tolerancidban részt vevd gének
expresszidjat.  Expressziés  profilok  vizsgdlatira  alapozva  szdmos
szérazsagstresszel Osszefiiggd gént azonositottak kaldszos gabondk, buza és
arpa esetében. Arpaban eddig két multigén (Cattivelli és mtsai. 2002) csalddot
vetettek ald részletesebb elemzésnek, kiilonds tekintettel a géncsaldd
szervezddésre, valamint a dehydrin (Dhn) és C-repeat kotd faktor proteineket
(CBF) kédol6 egyedi gének szabalyozasara.

Mindeddig csak kevés szdrazsagtiiréssel Osszefiiggésben jelolt gént teszteltek
kozvetleniil transzgénikus drpa és buza novényekkel. Ezek kozott talalhaté a
DREB- kédolé gén sz6jabol, HVAI gén arpabol, a DREBIA gén Arabidopsisbol
és az Escherichia coli mtID génje, mely mannitol-1-foszfat dehidrogenazt koédol
(Abebe és mtsai. 2003, Pellegrineschi és mtsai. 2004, Bahieldin és mtsai. 2005,
Gao és mtsai. 2005). Bar genetikai (QTL) vagy asszocidcids vizsgédlatokbol
szarmazd adatokat mar kozoltek szarazsagtiiréssel Osszefiiggd génekrol
kaldszos gabondk esetében, nincsenek egyértelmii bizonyitékok az emlitett
gének szerepét illetden (Cattivelli €s mtsai. 2002, Diab és mtsai. 2004, Tondelli
és mtsai. 2006, Qian és mtsai. 2007). Arpa és buza lisztharmat-rezisztencidban
szerepet jatszé gének funkcidjanak kozvetlen megéllapitasara kifejlesztettek
egy tranziens expresszios rendszert, mely a levél epidermisz
részecskebelovésén alapszik (Panstruga 2004, Dong és mtsai. 2006, Trujillo és
mtsai. 2006, Zimmermann és mtsai. 2006, Shen és mtsai. 2007). E rendszert -
mely éppugy alkalmas gének tranziens tiltermeltetésére, mint tranziens indukalt
géncsendesitésre (TIGS) - tovabbfejlesztették a GATEWAY technoldgia és
mikroszkép robotizdlas felhaszndldsdval, hogy ezzel is noveljék kapacitdsat.
(Douchkov és mtsai. 2005, Ihlow és mtsai. 2008). A létrehozott fenomikai
eszkoz lehetdséget nyudjt jelolt, vagy oOnkényesen kivalasztott arpa gének
szézainak, akar ezreinek tesztelésére. Segitségével felderithetd, hogy egy adott
gén hozzdjarul-e a lisztharmat ellendllésdghoz, ami modellként szolgdl més
gazda-patogén kolcsonhatasok vizsgélatdhoz is.

Az arpaban végzett kisérleteinkhez - irodalmi adatok alapjan - alkalmas
markergénnek tint a vorosen fluoreszkdlé DsRed fehérje (Discosoma sp. red
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fluorescent protein). Biokémiai tulajdonsdgai alkalmassd teszik, hogy
megismerjiik és jelezziikk a szdrazsagstressz tényét, sulyossidgat a beldtt arpa
epidermisz sejtekben. A DsRed fehérjérél kordbban kimutattdk, hogy
fluoreszcens homo-tetramer komplex molekulavd éréséhez néhany nap
sziikséges allati és novényi rendszerekben. Denaturdacié esetén vOros
fluoreszcencidbol gyenge zold fluoreszcencidra valt at. A pH valtozdsokra nem
érzékeny, viszont a vizhidnnyal jaré denaturdlé koriilmények karositjak a
kromofor védo héjat. A fokozott proteolitikus aktivitds és sejthaldl jelentOsen
csokkenti az érett DsRed mennyiségét (Baird és mtsai. 2000, Gross és mtsai.
2000). A fluorescens fehérjék  szerkezetér6l, tulajdonsdgair6l és
élettudomdnyokban val6 széleskorli felhasznéldsardl az utdbbi tiz évben szdmos
publikdci6 latott napvildgot (Tsien 1998, Heim és mtsai 1995, Shaner és mtsai
2005). Felhaszndlasuk sokoldalisagat €s jelentdségét mutatja a zold fluorescens
fehérje (GFP) felfedezéséért €s kifejlesztéséért 2008-ban odaitélt kémiai Nobel-
dij (Shimomura, Chalfie, Tsien 2008).

2.1.2. NBS-LRR tipusat rezisztenciagének, mint biotikus kérokozoval
szembeni rezisztenciaforrasok

A kornyezettudatos gabonatermesztés egyik legfontosabb problémédja
illetve kihivésa vildgszerte a kiilonb6z0 biotréf és nekrotréf kérokozok elleni
védekezés. Hatékony novényvédelem nélkiil - évjdrattdl fiiggden - a termésben
jelentds mennyiségi és mindségi veszteségekre lehet szdmitani. A kémiai
védekezés sokszor driga és a kornyezetet terheli. Ezért egyre fontosabb a
rezisztens fajtdk nemesitése, a termesztett fajtdkban és vad fajokban meglévo
rezisztenciagének funkcidjinak vizsgélata.

Az utébbi években a rezisztenciagének térképezése, kapcsolt
markerekkel valo szelekcigja a kutatasok homlokterébe keriilt. Mdra mar tobb
tucat klénozott és jellemzett rezisztenciagént irtak le, amelyek az altaluk kédolt
fehérjék szerkezete és feltételezett mitkodési mechanizmusa szerint kilenc
osztilyba sorolhaték. A koérokozok legvéltozatosabb csoportjait (virusok,
baktériumok, nekrotr6f gombdk és biotrof gombdk, nematddak) felismerd
receptorokat kdédolé gének tartoznak szerkezeti hasonldsdg alapjan egyazon
osztilyba. Az eddig tanulményozott rezisztenciagén-termékek jelentds része
receptormolekula, vagy a jelatvitelért felelos fehérje (Hornok 2004). Az eddig
ismert rezisztenciagének dontd tobbsége az in. NBS-LRR (nucleotide binding
site leucin rich repeat) multigén csaldadba tartozik. Az NBS-LRR csaladd tovabbi
két altipusra TIR-NBS-LRR ¢és CC-NBS-LRR oszthat6. A TIR
(Toll/interleukin-1 Resistance) domén homolégidt mutat a Drosophila Toll
receptor doménnel, valamint az emlds interleukin (IL)-1 receptordval. A masik
alkategdridban a molekula N-termindlisan egy un. Coiled coil szerkezetli domén
talalhat6 (Ayliffe és Lagudah 2004). A TIR tipust rezisztenciagének kizédrdlag

11



csak a kétsziklieckben, a CC-NBS-LRR tipusi molekuldk egy és kétszikii
novényekben egyardant megtaldlhatok. A molekuldk N-termindlisan 1évo
eltéréseken kiviil mindkét kategoridra jellemz6 az NBS (nucleotid binding site)
domén, amely az ATP illetve GTP- kotésért felelos. Az NBS-région beliil
tovabbi azonos, illetve nagyfokd homoldégiat mutaté motivumok taldlhatok.
Ezek az dn. P-loop, valamint a kindz-2 domének (Huettel és mtsai. 2002;
Meyers €s mtsai. 2003). Az NBS régiohoz csatlakozik a leucin rich repeat régi6
(LRR), amelyben 24 aminosav hosszisagu, ismétlddé elemek taldlhatok. Az
elemekben szabalyosan elhelyezked6 leucin, aszparagin és prolin
aminosavakkal. Az ismert rezisztenciagénekben az LRR régié a
legvariabilisabb, patogén felismerésben és szigndltovabbitdsban van szerepe.
Az itt meglévd eltérések biztositjdk - még teljesen azonos NBS doménnel
rendelkez0 R proteinek esetében is - az eltérd specifitast. Ez alapjan az LRR
domének fontos szerepet toltenek be az 1j rezisztencia specifitdsok
kialakitdsaban. A legtobb esetben a rezisztenciagének LRR doménjein
érvényesiil a pozitiv szelekcidés nyomds, vagyis a rezisztenciaspecifitast is ezek
hatarozzdk meg.

A rezisztenciagének €s a fert6z6 patogén viszonyat a ,,gene for gene”
modell irja le (Flor 1971). E szerint a patogén avr géntermék kozvetleniil
kapcsolatba 1€p a novényi sejtben jelen levd specifikus R protein LRR
doménnel. Ebben a specifikus reakcioban az LRR mint kozvetlen jelfogd
szerepel, majd ennek kovetkezményeként beindul a névény védekezd valasza, a
hiperszenzitiv reakcié. Amennyiben ez a kdlcsonhatds nem jon létre - LRR nem
ismeri fel az avr molekulit — a kérokozd képes megfertézni a novényt.
Napjainkban a ,tal” leegyszeriisitett ,,gene for gene” modell helyett, az ettdl
nem sokban eltérd ,,guard” hipotézis az elfogadottabb (Bogdanove 2002).
Ebben a modellben a receptor (LRR) nem csak passzivan varakozik az
elicitorra, hanem egy folyamatos ,,rendszerallapot figyelést” végez. Egy még
pontosan meg nem hatdrozott un. ,,0rzott” (checked) molekuladllapot valtozasat
figyeli, mely véltozas a kérokozok fertdézése sordn torténik az 6rzott molekulén.

A rezisztenciagének domén szerkezetében rejld nagyfoku strukturdlis
hasonlésag lehetévé teszi, hogy rezisztenciagéneket (RG) vagy putativ
rezisztenciagén-anal6gokat (RGA) izolalhassunk PCR technika alkalmazasaval.
Az izoldlt rezisztenciagén-analogok részletes vizsgdlata legkozvetlenebbiil
transzgénikus novények eloallitdsaval €s vizsgalatukkal donthetd el. Ha a
transzformdlt gén  expresszdltatds rezisztenciavaltozdst okoz, akkor
funkciondlisan rezisztenciagénnel van dolgunk, amennyiben nem, akkor csak
pszeudogént vizsgaltunk. A pszeudogének strukturdlis hasonlésdgot mutatnak a
valddi rezisztenciagénekkel, de rendszerint csonkdk, a korai stop kodonok,
valamint deléciék miatt és ebbdl kovetkezden rezisztencidt nem biztositanak.
Az eddig ismert, izolalt vagy az ismert genomszekvencidk adataibol kinyert
lehetséges rezisztenciagén-analogok szdma széles skdldin mozog. Az
Arabidopsis thaliana szekvencidk vizsgdlata alapjan 160 RGA azonosithat6
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(Meyers és mtsai. 2003), ezzel szemben a rizs adatbdzis vizsgalata mintegy 600
rezisztenciagén illetve analdg predikciéjat teszi lehetévé (Goff €s mtsai. 2002).
Buza esetében sajnos még nincsenek bdséges szekvendldsi adatok, hogy
azokbdl az RGA szamat megbecsiilhessiik, de az bizonyos, hogy szdmuk a
rizséhez hasonléan tobb szdz lehet. Eddig a buzdban legaldbb 397 betegség
vagy rovar rezisztenciat azonositottak (McIntosh és mtsai. 2005). Jelenleg a
bizaban mintegy 50 rasszspecifikus levélrozsda (Lr) rezisztenciagénrdl tudunk,
melyek agrobioldgiailag, kortanilag, jol jellemzettek, viszont csak két
levélrozsda gén, az Lrl0 (Feuillet és mtsai. 2003) és az Lr 21 gén (Huang és
mtsai. 2003) szekvencidja ismert. A gének fizikai azonositdsa, klénozasa sokkal
gyorsabb €s hatékonyabb nemesitést tesz lehetdvé. Tovabba lehetdség van arra,
hogy eddig nem ismert, azonositatlan rezisztenciagéneket a génekben rejld
homoldgia alapjan izolalhassunk.

2.1.2.1. Lehetséges rezisztenciaforrasok

Korabbi széleskorii kisérletek alapjan, mint lehetséges rezisztenciagén-
forras képbe keriilt a termesztett biiza egy rokon faja a Triticum monococcum L.
Ezt a diploid fajt, az ,,A” homeol6g genom Osének tekintik. Termesztése kis
teriileten jelenleg is folyik (erdélyi havasok), de termésmennyisége miatt a
kenyérbiza kiszoritotta a termesztésbol. A jelenleg buzdban megtaldlhato
szarrozsda-rezisztenciagének jelentds része szintén a monococcumbol
szarmazik, az ismert levélrozsda-rezisztenciagének viszont egyike sem
monococcum eredetll. A monococcum kivalo levélrozsda rezisztencidval
rendelkezik. Ujabban jelentds kutatdsokat folytatnak a T. monococcumban
taldlhat6 levélrozsda rezisztencia jellemzésére €s hasznositasdra (Vasu €s mtsai.
2001, Anker és mtsai. 2001, Sodkiewicz és Strzembicka 2004).

Dr. Koviacs Géza (MTA MGKI, Martonvasdr) és szegedi intézeti
munkatdrsunk, Dr. Purnhauser Laszl6 eredményei azt mutatjak (szébeli kozlés),
hogy a T. monococcum véltozatlanul igéretes levélrozsda rezisztenciaforrds. Az
eredményeik alapjan a vizsgilt monococcum torzsek mindegyike jol
felhasznalhat6 NBS-LLR rezisztenciagén analégok izoldldsara. Martonvisaron
tobb mint szaz monococcum torzs génbanki fenntartasat és vizsgalatat végezték
el. Mindezek alapjan egy olyan genotipust vélasztottunk ki, amely rezisztens
levélrozsdara, de 3-4 t/ha termoképessége alapjan Németorszagban mar
Okoldgiai termesztésben is megjelent (Purnhauser 2006).

2.1.3. Abiotikus stresszrezisztencia kialakitiasara iranyulé génforrasok,
ald6z-reduktaz és aldehid-reduktaz enzimek szerepe

Két enzim élettani szerepe — elsOsorban detoxifikdlé szerepiik miatt —
foleg human és allatélettani kutatasokbol jol ismert. Az aldéz-reduktdz szdmos
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emlOsfajban (egér, patkdny, nyul, szarvasmarha, sertés, ember) és szovetben
(vese, mdj, szemlencse, retina) megtaldlhaté aldo-keto-reduktdz enzim (Jez és
mtsai. 1997), melynek az éllatok vesesejtjeiben ozmoregulacids szerepe van. Az
aldéz-reduktdz és az aldehid-reduktdz enzimek az dllati sejtekben detoxifikalo
szereppel is rendelkezhetnek, széles szubsztratspecifitdsuknak koszonhetden. A
kiillonbozd  sejtkarositd hatdsok kovetkeztében reaktiv aldehid és keton
vegyiiletek keletkeznek. A kisérleti adatok szerint ezek kémiai dtalakitdsan
keresztiil, karosit6 hatdsaik megsziintetésében jatszhatnak szerepet az alddz-
reduktdz enzimek (Srivastava és mtsai. 1995 és 1999, Vander Jagt és mitsai.
1992). Az aldehid-reduktaz enzimek az ald6zreduktazokhoz hasonléan sokféle
aldehid szubsztratot képesek a megfeleld alkoholld redukdlni NADPH koenzim
jelenlétében (Bohrein és mtsai. 1991).

Az ut6ébbi 1dok kutatdsai azt igazoljak, hogy a legtobb stressztényezd
reaktiv szabadgyokok keletkezését valtja ki a névényekben is (Price és mtsai.
1989, Moran és mtsai. 1994). A ndvényi sejtekben az 4llati szervezetekhez
hasonléan a lipidperoxidacié jelentds tényezdje a stresszhatdsoknak. Ezt
kivélthatja oregedés (Dhindsa és mtsai. 1984), nehézfémek (Gallego és mtsai.
1996), savas es6 (Chia és mtsai. 1984), UV-B sugarzas (Vass 1997).

Vander Jagt és mtsai. (1992) szerint az ald6z-reduktdzoknak a 2-oxo-
aldehid metilglioxdl (MG) é&talakitdsdban is szerepiik van. Ami szintén egy
reaktiv, minden él6 sejtben el6forduld citotoxikus vegyiilet. Keletkezhet
spontan a glikolizis és fotoszintézis sordn (Richard 1993), illetve
enzimatikusan. A metilglioxdl mér alacsony koncentricidban is karos a sejtre,
ezért rendkiviil fontos a hatékony detoxifikdldsa, amelyet elsdsorban a glioxaldz
rendszer végez. Vander Jagt és mtsai. (1992) szerint az aldoz-reduktiz a
glioxalaz rendszer mellett részt vehet a sejtekben keletkezd MG atalakitdsaban,
ugyanis a metilglioxalt acetolld redukdlja, a keletkezett acetolt pedig 1,2-
propandioll4 alakitja.

Espartero €s munkatarsai (1995) kimutattdk, hogy a glioxaldaz enzimet
kédold GLXI gén sostresszre indukédlédott paradicsomban. Véleményiik szerint
az indukcié oka a fokozott glikolizis, mely a sejtek megndvekedett
energiaigényével magyarazhat6. Ezéltal megndtt a lehetésége a MG-tridz-
foszfatokbol val6 képzddésének.

Veena és munkatdrsainak (1999) eredményei alapjén, transzgénikus
dohany novényekben, a GLXI tiltermelését kovetden megndvekedett
ellendllésagot mutattak a novények sékoncentracié okozta ozmotikus stresszel
szemben. Ezért fontos a metilglioxdl hatékony detoxifikdldsa, mert abiotikus
stresszhatdssal szemben ellendllésdgot érhetiink el a névényekben.

1993-ban Lee €s munkatarsai izoldltdk az ald6z-reduktdz homoldg gént
rozsnok szuszpenzids sejtekbdl, amikor abszcizinsav hormonra indukdl6dé
géneket kerestek. Kimutattdk, hogy abszcizinsav hormonkezelés hatdséara
novekszik a sejtek alacsony homérséklettel szembeni ellendllésaga. A
rezisztencia fokozodasaval pedig parhuzamosan a rozsnok aldoz-reduktiz
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génexpresszidja is novekszik. Abszcizinsav hormonkezelés utin megnovekedett
aldéz-reduktdz aktivitds is kimutathat6 volt a sejtek részleges tisztitasat kovetd
fehérjekivonatban.

A legjobban jellemzett egyszikli novényi enzim az arpa aldéz-reduktdz

homolég gén éaltal kodolt fehérje (Bartels €s mtsai. 1991, Roncarati 1995). Az
arpa gént differencidlszlirés modszerével izoldltdk szdrazsigtiirdé embridbol
készitett génbankbdl, a rozsnok ald6z-reduktdz génhez hasonldan. Kisérleti
eredmények alapjan az drpa genomjdban alacsony képiaszamban van jelen az
aldéz-reduktdz gén, aminek kifejezddése fejlddésspecifikus és hormonregulilt.
A gén transzkriptuma és a transzlalodoé fehérje akkumulécidja parhuzamosan né
az arpa embri0 szdrazsagtlirésének kialakuldsdval és a szarazsagtiir6 embridban
éri el maximumat. Vegetativ szervek koziil nem mutathat6 ki sem levélben, sem
gyokérben. A gén expresszidja hormonreguldlt. Az abszcizinsav serkenti, a
gibberellinsav gatolja a gén kifejezddését.
Arpa és rozsnok aldéz-reduktiz gének az abiotikus stressztényez6kkel szemben
kapcsolatot mutattak. A két gén kifejezédése hormonok éltal szabdlyzott. Az
arpa esetében az embridk szdrazsagtiirésével, rozs esetében pedig fagytliréssel
szemben taldltak kapcsolatot. Ezzel szemben a lucerna (Medicago sativa L.)
ald6z-reduktdz fehérje (MsALR) a novény minden szovetében eléfordul. Az
MSsALR gén terméke nemcsak szovetspecifitdsban, hanem szekvencia alapjan és
funkciondlisan is eltér az egyszikiiekben taldlhaté aldehid-reduktazoktol. Ezt
hazai kutatdsok is igazoltdk munkdnk elézményeként (Oberschall és mitsai.
2000).

2.1.4. Az mlo-rezisztencia arpaban, mint a biza lisztharmat-rezisztencia
kialakitasanak mintaja

A rezisztencianemesités szdmdra a buzat fert6z0 koérokozok koziil a
lisztharmat jelenti a betegségek elleni kiizdelemben az egyik legnagyobb
feladatot. A patogénnel szemben napjainkig mar 45 rezisztenciagént, vagy
ezeken beliil jol elkiilonithetd allélt azonositottak vildgszerte. E gének nagy
tobbsége mar ,.elveszitette” hatékonysdgat. A rezisztencia instabilitdsa foként a
lisztharmat populdcié rendkiviili véltozékonysdgdval és valtozatossdgaval
magyardzhaté. Ilyen koriilmények kozott megnd a mennyiségi (kvantitativ)
tipusu rezisztencia jelentdsége. Nem véletlen, hogy az utébbi években tobb
QTL-t (kvantitativ tulajdonsdgot befolydsolé kromoszémarégié, Quantitative
Trait Loci) irtak le. A blizanemesitési programokban is kiemelkedd sullyal
szerepel azon fajtdk szelekcidja, melyeken a korokozdé az dtlagosndl joval
kisebb levélfeliiletet fertdz, és azt is csak a tenyészidészak késdbbi
szakaszdban.

Minden novény szdmos aktiv védekezési mechanizmussal rendelkezik.
Ilyen sejtfal ,,megerdsitési tulajdonsdggal” rendelkezik az arpa (Hordeum
vulgare L.) is. Papillaképzddéssel reagdl, amely a sejtfal helyi megvastagoddsat
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jelenti, amely kizdrélag a sejtfalnak arra a kis részére korlatozdodik, ahol
kozvetleniil érintkezik egymassal a kérokozé €s a gazda sejtje. A papilla foleg
kall6zt és lignint tartalmaz. Ezen kiviil fehérjék, szuberin, szilicium-oxidok
rakédnak bele.

Az é4rpa mlo gén éltal meghatdrozott lisztharmat elleni rezisztencia is
papillaképzddéssel van kapcsolatban. A papilldkban kiilonb6z6 antimikrobiélis
hatdsu fenolok és hidrogén-peroxid halmozddik fel, ami kompatibilis esetben
nem fordul elé (Hiickelhoven és mtsai, 1999). Lisztharmat fogékony arpdban a
kalmodulin az Mlo gén kédolta fehérjéhez kapcsolodik, ami kivéltja a kalcium
bedramldsat a sejtbe, €s ezen keresztiil elhallgattatja a lisztharmattal szembeni
rezisztenciat. Az mlo rezisztencia az MLO fehérje hidnydban 1ép fel, ami egy
pontmuticié kovetkezménye. Ugy tiinik, hogy ebben az esetben a fogékonysig
nem passziv, hanem aktiv, induklt jelenség.

2.2. A biza genetikai transzformacidja

Az ezredfordulén a biiza funkciondlis genomikai kutatds kulcsmoédszerévé
a genetikai transzformdcié vélt, ami izoldlt gének beépitését és igy
transzgénikus novények eldallitasat jelenti. A rizs utdn a biza a vildg méasodik
legfontosabb apré szemil gabondja, amely a vildg élelmezésében alapvetd
szerepet jatszik. Termesztési torténete egybefonddik az emberiséggel, ebbdl
adéddan érthetd, hogy miért all a kutatdsok kozéppontjdban. A magyarok
szdmdra a buza (biblikus hatdsra) fontos szimb6lum novénnyé valt.
Kozgazdasigi szempontbdl a legfontosabb, amit termesztési hagyomanyaink,
kedvezOd agrookoldgiai koriilményeink, a mult nemesitési eredményei is
aldtdmasztanak. A genetikai transzformaci6 kutatdsa és gyakorlati alkalmazdsa
a modern genetikai kutatdsban sziikségszertinek mondhat6. A gének szerepérol,
funkciondlis miikodésérdl megbizhatd informdaciét nyerhetiink, a gének idegen
vagy azonos faji genomba torténd beépitésével és a megvaltoztatott
tulajdonsagok jellemzésével.

2.2.1. A buza genetikai transzformaci6ja, mddszertani és torténeti
attekintés

Ha rovid torténeti attekintést tesziink, lathaté, hogy az elsé buza
transzforméciés eredmények (Zhou és mtsai. 1992, Kloti és mtsai. 1993) —
amelyek a gének protoplasztokban torténd sikeres tranziens expresszidjat és
transzformélt kalluszok eldallitdsat jelentették — az 1990-es évek elején
meglehetésen nehezen sziilettek meg. Akkor még tgy gondoltuk, hogy az
izolélt protoplasztokba (Pauk és mtsai. 1994) torténd génbeépités hozza majd
meg a modszertani attorést a buiza genetikai transzformdacidjaban. Mint azt ma
mar tudjuk, a stabil buzatranszforméaci6 kulcsa a génbelovésre alapozott eljaras
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- majd késobb - az agrobaktérium (Agrobacterium tumefaciens) altal kdzvetitett
modszer lett. A magyar transzformdciés eredmények megalapozdsa viszont
joval kordbbra tehetd.

A hazai kutatok mar a kezdeti transzformacids kisérleteket megelozden is
meghatdroz6 szerepet jatszottak a buza sejt- €s szovettenyésztési modszereinek
kidolgozdsdban. (Dudits és mtsai. 1975, Heszky és Mesch 1976). Ezek a
szomatikus €s haploid szovettenyésztési eredmények alapvetden hozzajarultak
ahhoz, hogy ma differencidlatlan, szomatikus és haploid szovettenyészetekbdl
fertilis novényeket tudunk eldéllitani. E nélkiil a mdédszertani hattér nélkiil nem
lehetne napjainkban a buiza genetikai transzformacigjardl értekezni.

A modszertani és djdonsag jellegli publikacidkat (1993-96) kovetden,
hozzavetdlegesen 1996-t6l jelentek meg olyan kozlemények, melyek a buza
valamely fontos tulajdonsdgit mddositjdk transzgénikus moddszerrel. Ettd]l az
id6szaktdl egy 1j, nemesitési szempontbdl is fontos szakasz kezdddott el a buza
genetikai transzformécidjanak torténetében. Ezek az eredmények mar
molekuléris szinten adtak informécidt egy-egy beltartalmi tulajdonsagrol vagy
biotikus és abiotikus koriilményekhez valé jobb alkalmazkodast biztositd
molekuléris nemesitési megoldashoz.

A buza genetikai transzformdcidja jelentds kihivas elé éllitotta a kutatokat.
A legegyszeribb mddszernek a pollentomlobe torténd DNS-bevitel latszott
(Chong és mtsai. 1998), de ez az eljards nem hozott maradandéan nagy
eredményeket. Az elsé publikdcidk a kozvetlen génbevitel kezdeti sikereirdl
szOltak (Lorz és mtsai. 1985). Idegen gének bejuttatdsira az egyszikiieknél
hosszu ideig a protoplaszttechnika igérkezett a leghatékonyabb mdédszernek. Az
els6 buza transzformécids irodalmi adatok a polietilén-glikollal (PEG)
kozvetitett génbevitelrél szamoltak be (Vasil és mtsai. 1991, Marsan €s mtsai.
1993). A kozleményekbdl és sajt tapasztalatokbdl kideriilt, hogy a genetikai
transzformécionak ez a mdédja rendkiviil nehézkes €s idéigényesnek mondhaté.
A protoplasztok izoldldsdn €s a polietilén-glikol kezelésen til az eljarast az is
nehezitette, hogy a protoplaszt eredetli kalluszokbdl a fertilis novények
felnevelhetdsége csekély gyakorisagu, illetve genotipushoz kotott (Pauk és
mtsai. 1994). Moérocz és mtsai. (1990) kukoricdval sziiletett eredménye viszont
bizonyitotta, hogy a genetikai transzformaciénak a protoplaszt-technika is
hatékony eszkoze lehet. (Omirulleh és mtsai. 1993; Golovkin és mtsai. 1993).

A kozvetlen génbeviteli mddszer protoplasztizolalast és polietilén-glikol
(PEG) kezelést igényelt. A polietilén-glikol kitdgitotta a buzaprotoplasztok
porusait, és a transzformacids oldatba adagolt DNS a sejthartya porusain at
bejutott a sejtekbe. A DNS bejutdsa feltehetéen akkor torténik meg, amikor a
PEG oldat magas ozmotikus értéke higitdskor csokkenni kezd és megfordul az
ozmézis irdnya (Bittencourt és mitsai. 1995). A polietilén-glikol kezelés
megsziintetése utdn a porusok bezdrddtak, a sejtmembrdn és a sejtfal is
regeneralédott. A sejtekben maradt DNS az osztédasok megfeleld szakaszaban
beépiilt a befogado sejt genomjdba. A mddszer 1ényege, hogy a transzformécid
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és az azt kovetd sejtkolonidbol torténd regeneracid egyedi sejtekbdl indul ki. Az
egyedi protoplaszt sejtekbdl felnevelt novény minden sejtje hordozza a
bejuttatott szekvenciat. Jelentds hatranya, hogy a ndvények regenerdcidjara
alkalmas szuszpenzié kialakitasat feltételezi. Sajnos a buzaszuszpenzidk
gyorsan elvesztik regeneralddési képességiiket (Dimaio €s Shillito, 1989), vagy
olyan jelentdés genetikai véltozdst szenvednek, hogy gyakorlati célu
felhasznaldsuk jelentdsen lecsokken. A szegedi Gabonakutatd is csaknem tiz
évet  forditott a  protoplaszt-novény  rendszer  kialakitdsdra. A
novényregenerdciora képes szuszpenzid kialakitasaval szerzett tapasztalatokat
viszont késobb jol tudtak alkalmazni a szuszpenzids tenyészetek génbelovésére.

Szovetek és sejtek elektroporacidjaval is jelentek meg kozlemények egyes
gabonafajok felhasznéldsaval (Laurensen és mtsai. 1994; Xu és Li, 1994), de
biiza esetében ez a mddszer nem vezetett sikerre. Sajnos ez az eljards nem tudta
a buzat a rutinmddszerrel transzformdlhat6 fajok szintjére emelni. Ismert egy
olyan megoldds, ami a génbelovéshez hasonléan szildrd hordozokkal (pl.:
szilicium-karbid) juttatott be buizasejtekbe rekombindns DNS-t (Serik €s mtsai.
1996, Petolino és mtsai. 2000), de kiterjedtebb alkalmazdsit az elsd pozitiv
eredmények ota nem taldljuk a szakirodalomban. Az eddig emlitett mdédszerek
elterjedését bizonyos mértékig akaddlyozta a génbelovés moddszerének gyors
elterjedése.

Kozismert, hogy a kozvetitett génbevitel az egyszikli fajoknédl hosszu
évekig nem jOhetett szdmitdsba, abbdl a ténybdl eredden, hogy az
Agrobacterium csak kétszikli novényeket képes fertdzni. Hiei és mtsai. (1994)
rizsben tett felfedezése Ota azonban nagy valtozds allt be. Az elsdé sikeres
Agrobacterium-kozvetitett rizs transzformdacidés eredmények (Hiei és mitsai.
1994; Tingay és mtsai. 1997) az 1990-es évek elejére tehetok. A szegedi
Gabonakutaté Kht. is elkezdte a modszer adaptalasat. Mindeddig azonban a
Sanford (1988) dltal szabadalmaztatott részecskebelovés elvén alapulé modszer
bizonyult a leghatékonyabbnak bitizdban. A kovetkezOkben ismertetett
eredmények tilnyomé tobbsége is ezzel a moddszerrel sziiletett. A gének
mesterséges bejuttatdsdban modszertani szempontbdl nagy jelentdségii volt a
Cornell Egyetemen kifejlesztett részecskebelovd berendezés, ismert nevén a
génpuska. Az elsO fertilis, transzgénikus biza novényeket ezzel a mddszerrel
hoztak 1étre Vasil és mtsai. (1992), valamint Weeks és mtsai. (1993). Két
kiilonbozo eredetli (Streptomyces hygroscopicus — bar, Escherichia coli — uidA)
mikrobidlis gént jutattak be buzdba, melyek jelenlétét és miikodését is
bizonyitottdk. Esetiikben a tavaszi buza éretlen embridinak génbelovésétdl a
transzgénikus novények virdgzasdig mindossze 168 nap telt el, azaz kevesebb,
mint fél év. A transzforméciés eredményt tobb kutatocsoport (Nehra és mtsai.
1994; Becker és mtsai. 1994) is sikeresen ismételte meg, kisebb mddszertani
fejlesztéseket kozolve.

Valamennyi  idézett eredményben ko6zO0s  vonds, hogy bar
herbicidrezisztencidat kddolé gént jutattak be buzdba. Ezt a gént — mint marker
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gént — novénytranszforméaciokban ma mar széles korben hasznéljak kiillonbdzo
foszfinotricin hatéanyagu szelekciés rendszerekben. Tobb kutatdcsoport is
megerdsitette a transzformaciés eredmények alapjan, hogy az agrondmiai
szempontbdl fontos herbicidrezisztencia-bevitelnek nincs technikai akadélya a
buza esetében (Vasil és mtsai. 1992; Nehra és mtsai. 1994; Jordan és mtsai.
1995; Alpeter és mtsai. 1996; Qureshi és mtsai. 1996; Witrzens €s mtsai. 1998).

A hazai transzformdcids kutatds intenzitdsit és sikerességét bizonyitja a
godolléi  fejlesztésti  részecskebelovd  berendezés (GENEBOOSTER)
kifejlesztése, mely hatékonysagban és a technikai paraméterek tekintetében
nemzetkozi szinten is megallja a helyét (Jenes és mtsai 1996).

A Gabonakutat6 Kht. sajat buzatranszformaciés kisérleteiben elért
eredményeir6él 1998-ban szamoltunk be eldszor (Pauk és mtsai. 1998).
Munkénk sordn bar gént jutattunk be buzdba, és a hosszi szelekcids i1d6
fontossdgat bizonyitottuk, amely nagyobb rezisztens kallusz hozamot
eredményezett. A foszfinotricin-acetil-transzferdz enzim aktivitidsat minden
regeneréalt transzformdans novényben bizonyitottuk. A leghatékonyabb kozvetlen
génbeviteli eljards laboratériumunkban az Altpeter és mtsai (1996) Adltal
kidolgozott eljaras altalunk tobb ponton, leginkdbb a szelekcidés rendszerben
tett, valtoztatasokon alapszik.

2.2.2. A transzformansok szelekcidja

A génbevitel utdn a transzformalt sejteket nem transzformalt sejtek veszik
koriil. A transzformacié dontd 1épése azon sejtek szelektaldsa és felszaporitasa,
melyekben a transzgén nemcsak integralédott a nukledris genomba, de
expresszalédik is. Ilyen sejtek azonositdsa €s kivalogatdsa markergénekkel
lehetséges. Ezek legtobbszor rezisztenciagének, melyek ellendllova teszik a
novényt antibiotikumokkal vagy herbicidekkel szemben. Ezen toxinok a
vadtipusud sejtek novekedését gatoljak, vagy elpusztitjdk azokat, mig a
transzgénikus sejtek életképessége megmarad. A rezisztenciagének mellett
egyéb szelekcids gének is 1éteznek.

A rezisztenciagének egyik csoportja az aminoglikozid alapu
antibiotikumokkal szemben biztosit rezisztenciat. Ide tartozik tobbek kozott a
kanamicin, a gentamicinB, a geneticin, a neomicin, a paromomicin és a
sztreptomicin (Jelenska €s mtsai, 2000). Az aminoglikozidok baktériumold
hatdsa elsdsorban ugy valésul meg, hogy irreverzibilisen hozzdkotddnek a
riboszomdkhoz.

A rezisztenciagének mellett megjelentek az tugynevezett funkciondlis
szelekcids gének, melyeket mar a gabonafélék transzformacidjandl is sikeresen
haszndltak. A pozitiv funkciondlis szelekcié (Haldrup és mtsai. 1998) olyan
stratégia, amely a transzgénikus sejteknek metabolikus eldnyt ad a nem
transzformalt sejtekkel szemben. Ezt az Gj markerrendszert ugy tervezték, hogy
artalmatlan legyen mind a fogyasztokra, mind a kornyezetre. A buza-
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transzformécional is haszndlt egyik pozitiv szelekcios rendszerben az E. coli
baktériumbdl szarmazé foszfomanndz-izomeraz (pmi) gén a markergén (Wright
és mtsai, 2001). Az enzim é&talakitja a novények szdmdara nem hasznosithaté
manndz-6-foszfitot a metabolizdlhaté frukt6z-6-foszfattd, igy a markergént
tartalmaz6 sejtek manndz-6-foszfat tartalmu taptalajon is képesek osztddni,
ellentétben a nem transzgénikus sejtekkel. A pozitiv funkciondlis markerek
kozé tartozik még az izopentenil-transzferaz (ipt) és a rol gén is. (Kunkel és
mtsai. 1999). Az ipt gén egyike az Agrobacterium tumefaciens sejtburjanzast
indukdlé génjeinek, mely a citokinin bioszintézis egyik enzimét kddolja. A
bevitt gén hatdsdra a transzgénikus noOvényi szOvet citokininszintje
megnovekszik, igy a novény elvesziti apikdlis dominancidjat és gatlodik a
gyokérképzodés. Az Agrobacterium rhizogenes eredetii rol gén az ugynevezett
,hairy roots” kialakuldséért felelds, valamint a gén hatdsara a novény levele
rancossd valik, megrovidiilnek az internédiumok és csokken az apikdlis
dominancia is. Az ipt vagy a rol génekkel a transzgénikus novények fenotipusa
megvaltozik, igy vizudlisan megkiilonboztethetbek a nem transzgénikus
novényektdl. A pozitiv funkciondlis szelekcid mellett 1éteznek negativ
szelekcids markerek is. Ilyen gén a bakteridlis citozin deamindz (codA) gén,
mely a nem toxikus 5-florcitozint az eukaridta sejtek szdmdara mérgezd S5-
fluoruracilla alakitja at. A gén hatdsat és tovabbi alkalmazhatosagat
transzgénikus rizsben tanulmanyoztdk (Dai és mtsai. 2001).

Sok esetben a kivant gén csak meghatarozott koriilmények kozott,
bizonyos sejttipusokban miikddik, enzimfunkcidja vagy aktivitisa nem
mérhetd, ezért alkalmaznak dgynevezett riporter géneket, melyek géntermékei
konnyen kimutathatok. A riporter gének olyan genetikailag és biokémiailag jol
értelmezett gének, melyek mas gének regulédtor szekvencidival fuzionédlhatdk, és
aktivitasuk a célszervezetben normadlis koriilmények kozott nem mutathaté ki.
Ilyen riporter gén rendszerek koz¢€ tartozik a B-gliikuronidaz (GUS). Az E. coli
uidA (GUS gén) lokusza éltal kédolt hidroldz a B-glitkkuronidok tobb tipusdnak
lebontasat katalizdlja: p-nitrofenil-gliikuronid (PNPG), 4-metil-umbelliferil-
glikuronid (MUG), 5-brém-4-klér-3-indol-B-D-glitkkuronid (X-gluc). E
vegyliletek koziill a MUG fluorogén, hidrolizise fluoreszkal6é vegyiiletet hoz
létre. Az X-gluc-ot elsésorban hisztokémiai festésre alkalmazzdk, mert a
hidrolizisét kovetd oxidativ dimerizacidval kék, oldhatatlan indigd festék
keletkezik (Jefferson 1987). Mivel a novényekben elhanyagolhaté vagy
egyaltalan nem taldlhaté endogén GUS aktivitds, a GUS génkonstrukciok a
transzformécié kimutatdsira, a megfelel6 promoterek tesztelésére és a
génkonstrukciok hatékonysdganak, az mRNS stabilitdsdnak és a génexpresszid
antiszensz gétldsanak vizsgélatara alkalmazhaték. Masik igen jelentOs riporter
gén a luciferdz gén, mely a luciferdz enzim D-luciferin ATP-fiiggd oxidativ
dekarboxildlasat katalizalja oxiluciferinné. A gén a szentjdnosbogar (Photinus
pyralis) luciferdz génjébdl (luc) vagy baktériumbdl (Vibrio harveyi) (lux)
szarmazik (Koncz és mtsai. 1987). A pH=7,5 — 8,5 értéken kibocsitott
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sargdszold fény rendkiviil érzékeny detektélast tesz lehetdvé a ndvényi szovetek
roncsolasa nélkiill (Ow és mtsai. 1986; Millar és mtsai. 1992). Hatranya
azonban, hogy a detektdlas specidlis miiszert, luminométert igényel. A mediza
(Aequorea victoria) eredetii Green Fluorescent Protein (GFP) egyre gyakrabban
hasznalt marker a novényi transzformdciéban (Tsien 1998). Ez a fehérje
roncsoldsmentesen teszi lehetdévé a transzgénikus sejtek vizudlis azonositasat. A
rendszer kis toxicitdsd, szovettdl és genotipustdl fiiggetlen, és széleskoriien
haszndlt a gabona transzformdaciéban (Taméas és mtsai. 1999; Miki és McHugh
2004). Napjainkban a fluoreszcens proteinek génjeinek széles kore all
rendelkezésre, mint pl.. mPlum, mCherry, DsRed, mOrange, EYFP stb.
Markergénként valo felhaszndldsukat szdmos szempont befolydsolja pl.:
fotostabilitds, detektalhatosdg, érés gyorsasdga és intenzitdsa (Shaner és mtsai.
2005).

2.2.2.1. A bar marker és agronomiai szempontboél fontos gén

A glufozindt-ammoniumot a fehérjeszintézist gatldé herbicidek kozé
soroljdk, mert hatdsat a glutaminszintézis gatlasan keresztiil fejti ki. Mint savat
1972-ben fedezték fel, ekkor kapta a foszfinotricin (PPT) nevet. Ezt a
novényekre toxikus anyagot egy talajlak6 baktérium, a Streptomyces
viridochromogenes termeli. A novényben irreverzibilisen gétolja a
glutaminszintézist, a glutaminnak glutaminsavb6l és ammoénidbol torténd
képzddését. A felvett ammonia illetve ammonidva redukalt, felvett nitrdt nem
tarolddik, nincs tarolt aminocsoport. A felhalmoz6dé ammonia egy id6 utdn
toxikus mértékben lesz jelen, ami a novény pusztuldsit eredményezi.
(Nosticzius 1992). A nyolcvanas évek madasodik felében sikeriilt izoldlni a
Streptomyces hygroscopicus-bol a bar gént. A PPT nem karositja a
baktériumot, melynek oka a bar gén fehérjeterméke, a foszfinotricin-acetil-
transzferdaz (PAT). Ez az enzim a foszfinotricint inaktivdlja ugy, hogy a szabad
NH,-csoportjat acetildlja. A bar génnel transzformdlt kultirndvények
rezisztensekké valtak a PPT-tipusu herbicidekkel (Basta, Liberty, Finale, Ignite)
szemben. Ezek hatéanyaga a glufozinat-ammonium. A rezisztenciat szant6foldi
koriilmények kozott tesztelve bebizonyosodott, hogy a transzformalt névények
a herbicid normdl dézisanak tobbszordsét is elviselik kdrosodds nélkiil. A
novényekben nem halmozddik fel az ammonia és fenotipusosan sem térnek el a
kontroll egyedektdl. Az elsé glufozindt rezisztens novény az AgrEvo
Libertylink® repcefajtdja volt, amely 1996-ban keriilt koztermesztésbe az USA-
ban, Kanadaban, valamint az Egyesiilt Kirdlysdgban. Azdta szdmos kulttirfaj
glufozinit rezisztens fajtdjat allitottdk el (pl. kukorica, szdja, cukorrépa)
(Heszky és Dudits, 1999).
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2.3. Molekularis novénynemesités

A klasszikus genetikai ismeretekre alapozott ndvénynemesités a
fenotipusbdl indul ki és a keresztezéseket kovetd generacidk tulajdonsagaibol
probdl kovetkeztetni a  genotipusra (Heszky és Dudits, 1999). A
géntechnoldgidra alapozott molekuldris novénynemesités a genotipusbdl indul
ki és annak tudatos megvéltoztatdsaval allitja el6 a kivant fenotipust. Tehat
,mérnoki médon” megvaltoztatja az adott novény tulajdonsédgait, kiilonb6zo
képességeit, a tulajdonsdgokat kédold gént a DNS molekula szintjén. A
géntechnoldgia, mint molekuldris novénynemesitési moédszer a molekuldris
bioldgia, sejtgenetika és szovettenyésztés kiilonb6z0 modszereit alkalmazza,
melyek lehet6vé teszik az egyes tulajdonsdgokért felelos gének izolalasat, azok
jellemzését és felszaporitdsat. A gazdasdgilag jelentds gént olyan vektorba
épitik be, mellyel lehetévé valhat a gén &tvitele recipiens sejtbe. A vektor
biztositja tovabba a genomba valo beépiilést és annak funkcionélis miikodését.
A folyamatnak az egyik legizgalmasabb része, hogy a transzformans sejtbol
intakt novényt hozzunk létre, amely nemcsak tartalmazza, de ki is fejezi a
bejuttatott gént.

A ma ismert transzgénikus novények minddssze csak néhany
tulajdonsagban térnek el a kiindul6 genotipustdl. Ezeknek az {j
tulajdonsagoknak azonban komoly termesztéstechnoldgiai, kereskedelmi vagy
ipari értékiik van (Khachatourians és mtsai. 2002).

A géntechnoldgidra alapozott molekuldris nemesitéssel szdmos olyan
probléma megoldhaté, melyekre a klasszikus nemesitési moddszerek nem
kindlnak megoldast. A géntechnoldgia viszont nem képes helyettesiteni a
hagyomanyos fajta-eldéllitast. Nem lehetséges az a megoldds, amit6l sokan
tartanak, hogy a géntechnoldgiai nemesités kiszoritja a hagyomdényos
nemesitési modszereket. A két mddszer szorosan egymadsra van utalva, igy nem
kizarjdk, hanem kiegészitik egymadst, gy, ahogy a fejezet cimében szerepel:
molekulédris novénynemesités. Az els6 sz6 a modern mddszereket jelenti, a
masodik, a kb. 150 éves hagyoményos ndévénynemesitést takarja, amely tdgabb
értelemben ennél is régebbre nyulik vissza. Majdnem egyidds az emberiséggel.

A gazdaségilag jelentds transzgénikus novények hdrom nagy csoportba
sorolhatok, mint azt tobb kézikonyvben is taldljuk (Dudits és Heszky 1999),
alabb csak a magyarokat idézve.

1. Az elsoégenerdcios transzgénikus novények esetében a stratégia a
mezOgazdasagi termelés, az agrotechnika segitése volt a cél. A genetikai
modositadsok céljai: a biotikus (virus, gomba, baktérium, rovar) rezisztencia,
illetve az abiotikus (herbicid) rezisztencia kialakitdsa. Napjainkig
tulajdonképpen a rovar rezisztens és herbicidrezisztens nodvények azok,
melyeket a legnagyobb teriileten termesztenek a vildgon. Kiillonosen sikeresnek
tekinthetok a GM fajtak gyapot, szdja, repce és kukorica fajok esetében
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(Heszky, 1999). Az elsOgenerdcids transzgénikus nodvényfajtik elterjedése a
vildgban azonban sok akaddlyba iitkozott és iitkozik. A figyelem ezért a zart
rendszerben termelhetd GM novények eldallitdsa felé fordult, melyek mar a
masodik generacids transzgénikus novényeket jelentik.

2. A mdsodik generdcios transzgénikus novények esetében a stratégiat specialis
mindség eldallitdsa jelenti, foleg a fogyasztdi és €lelmiszeripari igények jobb
kielégitése céljabol. A konkrét genetikai moddositdsok célja a novények
anyagcseréjének, novekedésének és fejlodésének modositisa. Az elsd sikeres
masodik generdcios GM fajtdk paradicsom, repce, burgonya esetében mar
koztermesztésbe keriiltek. Terjedésiik azonban 1ényegesen lasstibb, mint az els6
generacidos GM novényfajtaké.

3. A harmadik generdcios transzgénikus novények esetében a cél olyan GM
novények eldallitdsa, melyeket mint bioreaktorokat lehet felhasznalni specidlis
molekuldk eldallitdsara, foéleg gydgyszeripar, milanyagipar, takarmanyipar
szamdra. Ide tartoznak azok a transzgénikus novények is, melyekben a
transzgén expresszidja specifikus promoterekkel szabdlyozott. Tehdt a gén a
novény életének meghatarozott szakaszaban és a novény megfeleld szervében
vagy szovetében mukodik, illetve miikkodése kémiailag az ember dltal barmikor
kivalthat6. Az els6 sikeres termékét ennek az irdnyzatnak a GM bandn
»fogyaszthat6” vakcindja (Kumar és mtsai 2005).

A dolgozatban bemutatott stabil transzformacios kutatdsaink elsésorban
a novényi biotikus és abiotikus stresszvélaszban szerepet jatszé gének
funkciondlis analiziséhez szolgdltatnak a jovoben Uj eredményeket, az altalunk
fejlesztett tranziens transzformdacion nyugvo tesztrendszer szintén ezen a
teriileten jelent kutatasi elorelépést.

2.3.1. Virus, baktérium és gombarezisztens transzgénikus novények

Legkevesebb hétszdz olyan novénypatogén virus ismert jelenleg, mely
gazdasdgi novényeinket kiilonféle mdédon és mértékben karositva jelentOs
termésveszteségeket okoz szerte a vilagon (Hull és Davies, 1992). Eppen ezért
virusrezisztens fajtdk elddllitdsa - szdmos novényfaj esetében - a nemesités
alapvetd célkitlizése napjainkban. A rezisztenciagén forrdsa sok esetben a
termesztett novényfaj vagy fajta vadon termd rokonfaja, vdltozata. Szdmos
gazdasdgi novény, illetve viruskérokoz6 esetében azonban nem ismeretes a
nemesitok szdmara elérhetd természetes rezisztenciagén. A molekularis
genetikai modszerek felhaszndldsa lehetdséget teremt egyrészt a mar ismert
rezisztenciagének izoldldsdra, sziikség szerinti modositisara €s mds, a
rezisztenciaforrassal nem rokon fajok genetikai dllomdnydba valé beépitésre.
Masrészt igynevezett ,,mesterséges” rezisztenciagének is konstrudlhatdk, ahol a
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rezisztenciagén forrdsa gyakran maga a virus koérokozé (PDR=pathogene
derived resistance) (Hull és Davies, 1992; Scholthof és mtsai. 1993). Ez a
megkozelités az esetek tilnyomé tobbségében virusgének izoldldsan és a
novényekben valé kifejeztetésén alapul. A legkiillonbozdbb expresszalt virus
DNS és RNS-szekvencidk egyardnt alkalmasnak bizonyultak rezisztencia
kialakitdsara transzgénikus novényekben. A legkordbbi ide vonatkozo
kozlemény szerint az 4rpa sarga mozaik virus kopenyfehérje génjét juttattdk be
bizaba, de nem kozoltek informécidkat a novények betegségekkel szembeni
ellendllosdgardl (Karunaratre et al. 1996). A mutéans baktérium ribonuclease I11.
gént expresszalé novények viszont magas foku ellendllésdgot mutattak az arpa
csikos mozaik virussal szemben. (Zhang et al. 2001.)

Figyelembe véve a bakteridlis koérokozok 4ltal okozott jelentOs
veszteségeket, vildgszerte intenziven kutatjdk azokat a géntechnoldgiai
lehetOségeket, amelyek ellendllésdgot biztositanak a gazdasidgi novényeink
szamdra. A novénynemesités sordn a nemesitOk keresztezéssel épitik be a
rezisztenciagéneket, amelyeket a fajtagyiijteményekben vagy rokon vad
fajokban fedeztek fel. Tovabbi rezisztencidt biztositd génbeépitési stratégidk
kidolgozasat segiti, ha a baktérium-novény kolcsonhatast kiséré folyamatokat
vizsgdljuk. A patogén-vélasz két tipusu lehet, inkompatibilis €s kompatibilis. A
tdmadé korokozd baktérium a gazdanovényt ,.gene for gene” kolcsonhatés
sordn felismeri, ami azt jelenti, hogy a domindns avirulencia (avr) géneknek
megfelelé6 domindns rezisztencia (R) gének mikodnek a novényben. A novényi
védekezési mechanizmusok egyardnt épililnek a korai és késoi jeldtviteli
folyamatokra, amelyek nem specifikus, szerzett rezisztenciat biztosithatnak. Az
elédzéekben leirt védekezési reakciok mind a fert6zés helyén lejatsz6do
folyamatokkal kapcsolatosak, pedig ellendlloképesség bekovetkezhet a novény
tobbi, patogénnel kozvetleniil nem érintkezd szoveteiben is. Ez a
szisztematikusan szerzett rezisztencia, amely széles spektrumu védettséget
biztosit a novény szamara.

A génbeépités lehetdéséget ad a funkcidk pontos feltdrdsara, fontos
bioldgiai torvényszerliségek felismerésére. Az igy létrehozott tenyészanyagok
felhaszndldsval a rezisztencia-nemesités is 1j lehetdségekhez jut.

A virus- és rovarrezisztencia kialakitidsaban a géntechnolégia 4ltal
bemutatott tudomdnyos és gyakorlati eredményeket a korokozé gombdk
esetében még nem lehetett elérni, legaldbbis ami a kereskedelmi alkalmazist
jelenti. Ennek egyik legfontosabb oka, hogy a gazdandvény és a patogén
gombdk kapcsolata igen bonyolult, mésik a rezisztencidt kialakité folyamatban
részt vevé molekuldk és gének ismeretének hidnya. Legfontosabb stratégiai cél
megismerni a  gazda-parazita kapcsolatot meghatdroz6  molekularis
folyamatokat €s az abban résztvevd legfontosabb enzimeket, molekuldkat. Ide
tartoznak: a passziv védelem kiilonb6z0 mechanizmusai, melyek eleve kizédrjdk
egyes gombafajok fertdzési lehetdségét. Ilyen a novény és a patogén gombdk
inkompatibilis kapcsolatinak mechanizmusa, mely védetté teszi a novényt a
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fertdz€s tényleges bekovetkezésével szemben. A ndvények megakadalyozhatjak
és lokalizalhatjdk a fert6zést, illetve megakaddlyozzdk a kérokozd terjedését,
hidrolizal6 és gomba sejtfalat bonté enzimek, a ndvényi sejtfalat erositd
anyagok, proteindz inhibitorok- termelése altal.

Fontos szempont még, hogy a novény, milyen gyorsan ismeri fel a
kérokozot és milyen gyorsan képes aktivizdlni a védekezési mechanizmusat. A
patogén gomba €s a novény kapcsolatdnak ilyen megismerése lehetdvé teszi a
géntechnoldgiai stratégia kiilonb6z6 lehetdségeinek pontositasat. Ezek alapjan a
molekuldris stratégia fo teriiletei lehetnek olyan véltoztatisok a ndvény
fejlodésében, melyek biztositjdk a passziv védelmet. Példaul a kompatibilis
kapcsolat inkompatibilissé véltoztatdsa a molekuldris jelek modositasdval;
felismerd faktorok és jelatvivd molekuldk azonositisa és a novényi vélasz
gyorsitdsa; a gombaellenes fehérjék és gombaellenes anyagok termeltetése vagy
tultermeltetése a novény fejlédésének kritikus szakaszaiban.

Sikeres eldrelépésként lehet beszdmolni a gombaellenes enzimek
termeltetésérdl vagy tiltermeltetésérol. A gombdk sejtfala dltaldban kitinbdl és
B-1,3 gliikkdnbdl all. A novények kiillonbozd enzimeket (kitindzok, gliikandzok)
termelnek, melyek részei a védekezési mechanizmusuknak. A Kkitindz gént
(chiA) baktériumbol, gombabodl és kiillonbozd novényfajtakbol izolaltak (rizs,
burgonya, dohdny). A kitindz kis mennyiségben termelddik a novényekben, de
fertozéskor mennyisége megnd, és a vakudlumban, illetve a sejtkdzotti
jaratokban felhalmozddik. Kitindzt termel6 GM novényrdl tobb kozlemény is
beszamol (Chen és mtsai 1998, Bliffeld és msai. 1999, Oldach és mtsai. 2001).

Szintén fontosak azok a gének, melyek a B-1,3-gliikandzokat, protedzokat,
lipazokat és specifikus gombaellenes lektineket kddoljak. Ezért a kilencvenes
évek kozepén egyszerre tobb génnel transzforméltak novényeket. A Kkitindz és
glikandz gének kozos konstitutiv miikodtetésével a transzgénikus dohény
novények sokkal jobb rezisztencidt mutattak az egygénes konstrukcidkhoz
képest. Ezt az eredmény paradicsommal végzett kisérletek is megerdsitették,
melyekben a két gén koexpresszaltatdsa a Fusarium-mal szembeni rezisztencia
mértékét mar gazdasagilag is értékelhetd szintre emelte (Jongedijk és mtsai
2004).

A kilencvenes években fedezték fel a defenzineknek nevezett kis
antifungdlis peptideket. A defenzinek 29-34 aminosavbdl 4ll6 ciszteinben
gazdag peptidek, melyek a novényben a koérokozé gombdk hifdinak
megnyuldsat gatoljak. A retekbdl izolalt defenzin génnel (RS-AFP2) sikerrel
transzforméltdk a dohdnyt, és a GM dohdny ellenédllésdgot mutatott az
Alternaria longipes kérokozoval szemben. (Terras és mtsai. 1995).

Kirdly Zoltan professzor tobb évtizedes kutatdsaibodl j6l ismert az aktiv
oxigénfajtdk szerepe ¢és jelentdsége a korokozok okozta tiinetek
megjelenésében, és djabban a rezisztencia kialakitdsdban. Kisérleteiben a
parquat tipusi herbicidnek ellendlld6 novényeken bizonyitotta, hogy a
szuperoxid és egyéb reaktiv oxigénfajtdk kdros hatdsat tlir6 novények
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rezisztensebbek a gombabetegségekkel szemben is. Eredményeit azzal
magyardzta, hogy a kiilonb6z0 koérokozdok fertdzésekor kialakuld tiinetek
Osszefiiggésben vannak a novényben keletkezd aktiv oxigénfajtdkkal, és azok
mennyiségével (Kirdly 1972).

Mas €16 szervezetekben gombaellenes molekuldk a GM novényekben is
bizonyitottdk hatékonysagukat (pl. tyuktojas lizozim, békabdr eredetli magainin
és emlds defenzinek). Felhasznalhatosdgukat rontja, hogy nagyon kis
mennyiségben termelddnek a GM novényi sejtekben.

2.3.2. Géntechnologiai eredmények abiotikus stresszrezisztencia fokozasara

A buza nemesitése sordn fontos cél az abiotikus tolerancia javitdsa. A
buza vizhidnnyal szemben a kevésbé tolerdns novényfajok kozé tartozik.
(Blowers és mtsai 1980). Aszdlyos idoben csak a legfontosabb anyagcsereutak
miikddnek, hogy biztositsdk a talélést (Dudits 2003).

Vizhidny esetén a novényt stresszhatdsok érik, melyek gyors és
hatékony vélaszreakciokat indukdlnak a novény szinte minden szervében. A
gyokér fizioldgiai dllapotdban valtozds all be, ezt molekuldris jelhordozok
kozvetitik €s ennek hatdsara a hajtastenyészdcsics novekedése ledll. A sztomdk
bezarddnak, a fotoszintézis intenzitdsa mérséklodik. Rendkiviil fontos a szerepe
az ABA stressz hormonnak a gyokérbol szdrmazd jelek kozvetitésében
(Hartung ¢és mtsai 2002). Az ABA kiemelt szerepe a gyokérsejtek
membranjadnak vizdteresztésének novelése a vizcsatorndk szabdlyozdsian
keresztiil. A nem megfeleld vizanyagcsere a hajtds novekedését korlatozza és
alapvetd funkciondlis zavarokat idéz eld a fotoszintetikus szervesanyag
folyamatokban is. Szdrazsidg hatdsdra né az ABA szintézis a novényben, ami
kivaltja a sztomdk zarédasat. A zardsejtekben a turgornyomds csokken, ezdltal a
sztoma bezarédik (Hosy és mtsai 2003). A zarésejtek befolydsoljak a CO,
felvételt és a vizvesztés mértékét a sztomak nyitdsaval, illetve zardsaval (Tan és
mtsai 2004; Desikan és mtsai 2004; Chaerle és mtsai 2005). A CO,
koncentraci6 és a levegd pdaratartalma egyardnt hatdssal van a sztomdk
mukodésére (Hetherington és Woodward 2003).

A levelekben kialakul6 vizhidny anyagcsere valtozédsokat idéz eld, ami
nagymértékben befolydsolja az ivarszervek kifejlodését, valamint a fejlodo
szemek tartalék tapanyag felhalmozasat (Setter és Flannigan 2001). Fejlodd
buzaszemekben a vizmegvonds nagymértékben felgyorsitotta a keményitd
felhalmozddast, ugyanakkor lerdviditette a feltoltodési periodus hosszéat (Yang
és mtsai 2004).

Az ABA dltal aktivalt gének kifejezodésében az ABRE cisz elem
kiemelt jelentdséggel bir, mely gyakran madsik elemmel kozosen vezet
génkifejez0déshez (Yoshida és mtsai 2004). Ismert, hogy a ndvények
stresszhatdsok esetén indukdlodé génjeikkel reagdlnak. Ilyen stressz-
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indukélhat6 géneket és ezek termékeit mdar azonositottak és publikaltak.
(Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki 2003; Yamaguchi és Blumwald 2005).

Bar a mannitol szerepe még nem teljesen tisztizott a stressz
toleranciaban, $Zamos kozleményben beszamolnak a mannitol
felhalmozdédasanak novekedést serkentd hatdsardl stresszelt koriilmények
kozott. (Tarczynski és mtsai. 1992, 1993). Mannitol-1-foszfat-dehidrogenéz
(mtID) génnel transzformdlt buza novények megemelkedett mannitol
akkumuldaciét kovetden fokozott szarazsag- €s sostressz ellendllésagot mutattak.
(Abebe és mtsai. 2003). A LEA (late embryogenesis abundant) fehérjékhez
tartoz6 HVAI gén transzformdci6ja és a fehérje tdltermeltetése buzdban
szérazsig esetén jobb termést eredményezett évjarattdl fliggden (Sivamani és
mtsai. 2000; Bahieldin és mtsai 2005). Fokozott sétirésrol szamoltak be
Na'/H" antiporter géneket fokozottan expresszdlé buza transzformansokkal
végzett kisérletek eredményeként (Xue €s mtsai. 2004; Wu és mtsai. 2005;
Huang és mtsai. 2006).

A szarazsaggal sujtott teriiletek kozel 40 %-an, savanyd talajokon
jelentkezd aluminium toxicitds szintén jelentOs abiotikus stresszhatdsként
jelentkezik. A citrat-szintdz vagy malat-dehidrogendz enzimeket tdltermeld
transzgénikus novények fokozott aluminium toleranciat mutattak (De la Fuente
és mtsai. 1997; Tesfaye €s mtsai. 2001; Anoop és mtsai. 2003; Hoekenaga és
mtsai. 2006;). Az ALTM1, aluminium tolerancidt szabdlyozé gént buzédban
azonositottdk Sasaki és mtsai. 2004-ben, arpaban valé tiltermeltetése jelentds
ellendllésdgot eredményezett (Delhaize és mtsai. 2004).

2.3.3. Géncsendesités

Kb. egy évtizeddel ezel6tt kideriilt, hogy egyes ndvényi transzgének nem a
vart médon viselkednek: az un. géncsendesités (gene silencing) jelensége
(Matzke és  Matzke, 1995) kellemetlen meglepetésként érte a
biotechnolégusokat. A géncsendesités a novényben taldlhaté hasonld
bazissorrendli (homoldg) DNS, illetve RNS szekvencidkat érinthet. Példaul egy
transzgén €s egy novényben meglévé gén kozotti szekvencia homoldgia
eredményeként eléfordulhat, hogy mindkét gén inaktivalédik, azaz nem fejlodik
ki (koszuppresszid). A transzgénikus novényekben kialakulé géninaktivalds
sulyos probléma az alkalmazott biotechnoldgidban: magasabb rendi
novényekben egy transzgén kifejez0dése akdar a fiiggetlen transzformansok
30%-4aban is inaktivdlédhat géncsendesitéssel (Grant, 1999).

A géncsendesités jelenségét ugyan a novényekben fedezték fel (Napoli és
mtsai. 1990, Van der Krol és mtsai. 1990), de allatokban és gombdkban is
megfigyelhetd (Fire, 1999, Hammond és mtsai. 2001). A megfigyelések alapjan
a géncsendesités két alaptipusa kiilonboztethetd meg. Létezik a transzkripcids
géncsendesités (transcriptional gene silencing, TGS), amely géninaktivdlds a
transzkripcid szintjén torténik, azaz a célgénbdl nem keletkezik mRNS. Mdésik
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alaptipusa a poszttranszkripciés géncsendesités (posttranscriptional gene
silencing, PTGS), gén inaktivalds a transzkripci6 (mRNS képzddés) utan, azaz
a célgén-eredetli mRNS-ek a citoplazmaban fokozott mértékben lebomlanak.

2.3.3.1. Indukalt géncsendesités

Az RNS silencing egy alapvetd,- minden eukariétara jellemz6 - védekezd,
illetve génexpresszidt szabdlyozd 0si mechanizmus. Ez a mechanizmus felelds
a genomszerkezet integritdsdnak fenntartdsdért, védi a sejtet a kiilénbozo
molekuldris parazitdkt6l, vagy idegen RNS-ekt6l, mint pl. virusok,
transzpozonok, vagy a sejtbe mesterségesen bejuttatott transzgének. Az RNS
silencing indukci6ja sordn a dsRNS-eket (duplaszali) a DICER enzimkomplex
ugynevezett siRNS-ekre (Small Interfering — si) hasitja. A siRNS-ek olyan 21-
24 nukleotid hosszusagu jellegzetes szerkezettel biré duplaszali RNS
molekuldk, amelyek 3’ végén 2 bazis tilnyulik és az 5° végiikon foszfat
csoportot tartalmaznak. A siRNS-ek az RNS silencing végrehajté komplexébe,
a RISC endonukledz komplexbe épiilnek be, ahol egyszdliva alakulnak. A
RISC felismeri és elhasitja a RISC-be beépiilt siRNS-sel (guide RNS)
komplementaritdst mutat6 mRNS-eket.

A virusindukalt géncsendesitést (VIGS) a novényi sejtben replikdl6do
virusok indukdljak sajit RNS genomjukkal szemben. Ha a virus genomja
idegen szekvencia elemet is tartalmaz (amely homolég egy novényi endogén
génnel), akkor az endogén gén mRNS-e is szekvenciaspecifikusan lebomlik és
igy az endogén gén hidnyéara jellemz0 fenotipus alakul ki a névényen. A VIGS
ezen tulajdonsédga lehetdvé teszi, hogy a novények e védekezd mechanizmusat
felhaszndlva ismeretlen funkci6ji szekvencidkhoz funkciét rendeljiink, vagy
adott funkcidju gének funkcidvesztésének hatasat vizsgiljuk (Burgyén J. 2006).
Kooperaciés partneriink ezt a rendszert alkalmazva vélasztotta ki az Mlo gén
jellegzetes szekvencidi koziil a biza Mlol szekvenciat, mely virus indukélt
géncsendesités utdn jelentds lisztharmat rezisztencidt okozott a tesztelt buza
novényeken (Burgydn J. és mtsai. még nem publikdlt eredmények). Ezt a
munkat folytattuk a stabil transzformacids géncsendesitési kisérleteinkkel.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Tranziens génexpresszios tesztrendszer kialakitasa
3.1.1. Novényanyag, novénynevelés

Héarom kiilonb6z6 arpa fajtit (Golden Promise, Steptoe, és Morex)
vizsgdltunk vizmegvondsi stresszre adott valaszukban. A fajtavalasztisnal
figyelembe vettiikk, hogy a Steptoe aszédlyérzékeny, a Morex jol tiri a
szérazsdgot. A Golden Promise a Morexhez hasonl6 adottsdgu, annak ellenére,
hogy nedvesebb klimdhoz alkalmazkodott (skét) fajta. Mindhdrom fajta
gyakran haszndlt modell genotipus. A tesztrendszer kidolgozdsdhoz a
laboratériumunkban leggyakrabban hasznalt Golden Promise fajtat hasznaltuk,
mely egyértelmtien de mérsékelt DsRed visszaeséssel reagdlt a stresszhatésra,
ezéltal lehetdséget engedett, hogy az RNAi konstrukciék alkalmazasaval
tovabbi csokkenést detektdljunk. A nodvényeket normdl cserepekben, kerti
talajba {iltettiik és klimakamrdban neveltikk egy hétig, minden kisérlethez
azonos felnevelési koriilményeket biztositva. (16 6ra megvildgitas, (120 pumol
m” s-1 a novények szintjén) 8 éra sotét, 55% (nappal) 70% (&jjel) relativ
paratartalom, 20°C 4lland6 homérséklet).

3.1.2. RNAIi konstrukciok eléallitasa

A célgének szekvencidit cDNS klénokbdl PCR technikdval, univerzalis
forward primer és specifikus reverz primerekkel amplifikdltuk. A felhasznalt
oligonukleotid primerek szekvencidjat az 1. tdblazat tartalmazza. A specifikus
primereket a Lasergene (DNASTAR, Madison, USA) szamitégépes szoftverrel
terveztik meg. A kapott PCR fragmenteket, melyek atlagosan 500 bp
hosszusdguiak voltak, MinElute 96 UF PCR tisztit6 plate-ekkel tisztitottuk
(Qiagen, Hilden, Germany), majd a pIPKTA38 vektor (Douchkov és mitsai.
2005) Swal hasitohelyére ligaltuk. A ligélasi reakcid termékét E. coli TOP10
kémiai kompetens sejtek transzformacidéjdhoz hasznéltuk, majd ezeket
sz€lesztettilk kanamycint (50 pg/ml) tartalmaz6é LB (Bertani, 1951) tdptalajra.
Minden klénozési reakciobol egy egyedi koldnidt hasznaltunk fel plazmid DNS
izolalasra, amit QIAprep® Miniprep Kittel (Qiagen) végeztiink. A pIPKTA38
klénokban EcoRI emésztéssel ellendriztiik az inszertek jelenlétét.
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1. tablazat: A forditottan ismétl6dd szekvencidk PCR amplifikacidjahoz hasznalt oligonukleotid primerek listéja.

Termék
Clone ID FORWARD PRIMER size REVERSE PRIMER size méret (bp)
HO01L05 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 TGTCCATGATCTTGCCCAGT 20 556
HO33D09 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 TGACCTTGACGAACTCCTCG 20 534
HGO01K10 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 GGTCGTAGATGCGGTGCTC 19 442
HO10E23 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 TGTGGCAGTCAGAGCCTTTC 20 501
HV09A17 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 GGACTCCTTGGTGTACTGCG 20 572
HRO1K17 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 CCTCGAACTCGTTCATGCC 19 529
HO36E09 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 ACGGTGGGGTAGACCTTGAC 20 509
HO16L13 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 GTCCTCGAAAGGATATGCCC 20 594
HZ41122 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 ATCCCTGGCATGCAACATTT 20 507
HU05J23 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 TTGAGCAGCAACTTCAGCAG 20 548
HS08A22 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 GCGCACTTTCTTCGTCCTTT 20 304
HO32M03 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 GCTTCCTATGGGTTGGGTTG 20 542
HI09P16 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 AGGCTGCGGTACGAGGAG 18 574
HS03E24 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 CAAACTTGATCACGGCAGGT 20 516
HV04110 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 CCGGGAAGCTTCTCCTTGAT 20 507
HC02P10 CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 26 CAGGAGGAAGAAAGGCATGAA 21 534
HQO1K06 TGTTGGGATGGATGCACTGG 20 AGGCTGGAGGGCCTGACAAT 20 504
HU05J23 GTGGATTCCGTGGGGTAAGGCAACG 25 CCCCATCCGGCAAATTGGAGATAGG 25 489
HU05J23 CCTCTCGGTCAGATTGTCGACAGTCCACCC 30 GCCTGCAGGCACAACCCGGGAAAGAACTCGCTC 33 499
2. tablazat: A reverse transzkripcios, real time PCR-hez hasznalt oligonukleotid primerek listaja.
Annealing
Termék [ hemérseklet

Gén FORWARD PRIMER bp REVERSE PRIMER bp | méret (bp) (°C)
HvHVA1|GCGCAGTACACCAAGGAGTC 20 |GGTGGTGGTGGTGTCCTTGA 20 198 60,3
HvDRF1|CTTATGATGAAGCAGCCAGAGCAA| 24 |TCGGAGTGGTTGGATGTTGTAGT{ 24 154 60,3

HvDhn6 |GGCGGTAACAAGGAGCAGAC 20 |GTGTGCGGCGGGTTGTTCTTG 21 173 60
HVNHX1|GCCCGCGTCGAGCAATG 17 |GTGGGTCGGCTTGGTGATGA 20 166 56,8
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A pIPKTA38 vektor PCR fragmentjeit a pIPKTA30N fogad6 RNAi
vektorba rekombindltattuk inverted repeat-ként a Gateway LR clonase
felhaszndldsaval (Invitrogen). A teljes 6 pl reakcidelegy tartalmazott 1 ul LR
clonase mix II-t, 1 pul pIPKTA30 fogadé vektort (150 ng/ul), 1 pl pIPKTA38
donor vektort és 3 ul vizet. A rekombindciés reakcidt egy éjszakan at
(overnight) végeztiik szobahdmérsékleten (Douchkov és mtsai. 2005), majd 5
pl-t haszndltunk fel 50 pl kémiai kompetens E. coli TOPI0 sejtek
transzformécidjdhoz. A transzformélt sejteket ampicillin (100 pg/ml) tartalmu
LB taptalajra szélesztettiik, majd overnight inkubdltuk 37 °C-on. A plazmid
DNS izoldlast az LR reakciok egyedi kol6nidibdl QIAprep® Miniprep Kittel
végeztilk. A kész RNAi konstrukciok mindkét inverted repeat-jének jelenlétét
EcoRV enzimes emésztéssel ellendriztiik.

3.1.3. Részecskebelovés és a dehidratacios stresszkezelés

Ot, hét napos drpa novénykékrdl levdgott elsd levelet (kb. 6 cm
hosszuisdgi) helyeztiink 0,5 %-os (W/V) viz-phytoagarra (Duchefa), mely 10
mg/l benzimidazolt tartalmazott a szeneszcencia gatlasara. Az arany szemcséket
(1 pm atmérd) harom kiilonboz6 vektorbdl all6 plazmid DNS-sel vontuk be.
Ezek a pGFP (Schweizer €s mtsai. 1999) a normalizalashoz, a pUbi-DsRed-nos
az RNAi1 hatdsok értékeléséhez (Panstruga ¢és mtsai. 2003), és a
pIPKTA30_Célgén (RNAIi vektor) (Douchkov és mtsai. 2005).

Kisérleteinkhez a BioRad PDS 1000/He részecskebelovd berendezést
hasznéltuk 900 psi héliumnyomadssal. Az egyenletes taldlati eloszldst Hepta
adapter felhaszndldsaval biztositottuk. A beldtt levélszegmenseket zart Petri-
csészékben inkubdltuk klimatizalt helyiségben (18 °C allandé hémérsékleten,
természetes, nem kozvetlen megvilagitassal, 30 pmol m’ s-1). Ezek a
fényviszonyok nagyban csokkentették a lerakott levelek szeneszcencidjat,
barmilyen mesterséges megvildgitdshoz képest. Kiegészitd megvildgitast
alkalmaztunk (Philips TLD 36W) a nappalhosszt 16 6rara nydjtva, hogy a gyors
levélszeneszcencidt ezzel is kikiiszoboljiikk. A belovést kovetden 24 oraval
szamoltuk a GFP-expresszdld sejteket Zeiss Axioplan 2 képfeldolgoz6
mikroszképpal. A dehidratdciés  stressz  késobbi  vizsgalatdhoz a
levélszegmenseket filter papirra (Type 813, Macherey-Nagel, Diiren, Germany)
helyeztiik, majd levegdn szikkasztottuk a friss tomeg 60 %-ara, a sresszhatds
inditdsa eldtt mért kiindulasi friss tomeghez képest (RFW). Ahol indokolt volt,
a leveleket még sulyosabb stressznek tettiik ki (50-55% RFW). A dehidratacios
stresszkezelést a laborban hajtottuk végre 20 °C-on, 40 + 5% relativ
paratartalom, nappali fényviszonyok kozott, 90 + 30 percen keresztiil. A
kontroll leveleket a viz-phytoagaros Petri-csészékben hagytuk. Amint a kezelt
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levelek elérték a kivant RWC szintet a stresszelt leveleket a benedvesitett (0,35
ml H,O/Petri) filter papirra helyeztiikk 9 cm-es atmérdjii, lezart Petri-csészékbe.
A Petri-csészéket Parafilm®-mel (Pechiney, Chicago, USA) zartuk le, hogy
ezzel dlland6 szinten tartsuk a bedllitott relativ friss tomeget (RFW) az egész
kisérlet idGtartama alatt. A stresszelt és kontroll leveleket 4 napon keresztiil
tartottuk a fent leirt koriilmények kozott. A stresszkezelés végeztével ujra
lemértiik a relativ friss tomeget, majd megszamléltuk a DsRed-expresszaléd
sejteket a kontroll €s stresszelt leveleken, mikroszkop alatt. Végiil kiszamitottuk
a DsRed/GFP aranyt a stresszelt €s kontroll levélszegmenseken.

3.1.4. GFP és DsRed detektalasa fluoreszcens mikroszkopiaval

Az egyedi sejtek GFP és DsRed fluoreszcencidjanak vizsgdlata a
belovést kovetden 24 (GFP) és 120 6rdval (DsRed) tortént *Zeiss Axioplan 2’
képfeldolgoz6 mikroszképpal, BP450-490 gerjesztd, FT510 fényelosztd,
BP515-565 emisszids szlirOkészlet felhasznaldsdval a GFP; BP546/12 gerjeszto,
FT580 fényelosztd, BP590 emisszids sziirokészlettel a DsRed detekcidhoz. A
GFP expresszdl6 sejteket a mikroszkép egy optikai sdvjaban vizsgéltuk a
levélszegmensek teljes hosszdban. A DsRed expresszdlé sejteket a teljes belott
leveleken szamldltuk meg.

3.1.5. Transzkript abundancia

A jelolt gének transzkriptjeinek mennyiségi meghatdrozasit reverz
transzkripcids, real- time PCR-rel végeztiik. Ehhez teljes RNS-t izoldltunk a
kontroll és kezelt levelekbOl a dehidraticids stresszkezelés bedllitdsa utan
kiilonboz6 idépontokban. cDNS-t szintetizaltunk a teljes RNS-bol 1 pg DNS-
mentes RNS és iScript Synthesis Kit (Bio-Rad, Miinchen, Germany)
felhaszndlasaval, 20 pl reakcidelegyben. Egy ul cDNS-t templéatként
hasznaltunk fel a real-time PCR-hez (7900HT Real-Time PCR System; Applied
Biosystems, Foster City, USA) QuantiTect SYBR Green Kit (Qiagen)
felhaszndldsdval a gyarté cég haszndlati utmutatdsait kovetve, azzal az
eltéréssel, hogy a reakcidelegy mennyiségét 10 pl-re csokkentettiik. Specifikus
primerpédrokat a Lasergene (DNASTAR) (2. tablazat) szdmitégépes szoftverrel
terveztik. A transzkript abundancia normalizdciéjahoz egy ubiquitin-
conjugating enzimet haszndltunk fel (NUBC, TIGR unigene TC139190 from
assembly 9.0). Két bioldgiai és két technikai ismétlést hajtottunk végre (két
figgetlen dehidratacids kisérlet, mindkettd esetében két fiiggetlen qPCR
futtatas).
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3.1.6. A TIGS hatas statisztikai elemzése

A 11. tdblazat (lasd: eredmények fejezet) két tipusat mutatja a TIGS
hatds statisztikai elemzésének, melyet a GraphPad InStat 3 szdmitégépes
szoftver segitségével hajtottunk végre. El0szor a dehidratacios stresszelt levelek
DsRed fluoreszkald sejtjeinek atlagszdmait (a nem stresszelt kontrollhoz
normalizdlva) hasonlitottuk 0ssze az RNAI tesztkonstrukciok és a pIPKTA30N
tires-vektor kontroll felhasznédldsa esetén (pdros, két mintds t-préba).
Alternativaként a dehidraticids stresszelt levelek DsRed-fluoreszkald sejt
szdmanak ardnyat (oszlop_4/oszlop_3) szamitottuk ki, a belovés utdn az RNAi
teszt konstrukciokkal vagy az iires kontroll vektorral. A statisztikai
szignifikanciat egy mintds t-probdval teszteltik az “1” hipotetikus értékkel
szemben. A végsé adatok statisztikai elemzésére (rendszerint 10 fiiggetlen
kisérlet alapjan) az RNAi tesztkonstrukciok kontra {ires-vektor kontroll
kozépértékeinek paros, két mintds t-prébdjat alkalmaztuk (lasd 8B 4bra,
eredmények fejezet).

3.2. Stabil genetikai transzformacios kisérletek biizaban
3.2.1. Novényi anyag

Novényi anyagnak a hazai szelekciéji, mexikéi szarmazisu CY-45
tavaszi buiza (Triticum aestivum. L) genotipust hasznaltunk. Szdmos buzafajta
éretlen embridjanak regenerdcids képessége alapjan (Felfoldi és Purnhauser,
1992) a szovettenyésztés sordn, valamint a kalluszok novekedése, a sejtek
embri6 és organogenezise tekintetében ez a genotipus bizonyult
legalkalmasabbnak in vitro tenyésztésre (Pauk mtsai, 1998). Az alapanyagként
hasznalt novényanyagot a GK Kft iiveghazaban és Szeged, Kecskés-telepi buiza
tenyészkertjében neveltiik, standard nevelési koriilmények kozott.

3.2.2. A Kisérletek in vitro koriilményei

A kalluszindukcidhoz sziikséges éretlen buzaszemeket a virdgzas utani
12-14. napon a kaldszokbdl kiszedtiik, majd fertStlenité oldatban sterileztiik. Az
izolél4skori sterilezés bizonyos értelemben konnyebben megoldhatd, mivel az
embridk in vivo az ovariumon és a magkezdeményen beliil is tulajdonképpen
steril koriilmények kozott fejlodnek. Szemek fertdtlenitését 2 %-os NaOCI
oldattal, egy-két csepp ,,Tween 20” nedvesitOszer hozzdadasaval végeztiik. A
buzaszemeket steril desztillalt vizzel haromszor Oblitettiik, laminaris boxban.
Az éretlen embridk izoldldsa steril fiilkében szteredmikroszkép alatt csipesszel
és szikével tortént. Az izolalt CY-45 éretlen bliza embridkat Petri-csészékbe
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tettiik, melyek szilard D, tdptalajt (3. tdbldzat) tartalmaztak. A D, téptalaj 2
mg/l 2,4-diklérfenoxi-ecetsavat (2,4-D) tartalmaz, ezzel az éretlen embridk
dedifferencidlasat inditottuk el és tartottuk fenn. A tdptalajra helyezett szovet
sejtjei intenziven osztddtak és ennek segitségével kaptuk a belovéskor mar
részben differencidlatlan kalluszokat. A génbelovés eldtti eldtenyésztés 5-10
napig tartott.

3.2.3. A transzformacios Kisérletek soran hasznalt taptalajok

Az in vitro szdvettenyésztéshez haszndlt tapkozegek éaltalanos
OsszetevOl a kovetkezOk voltak: makroelemek, mikroelemek, Fe-Na-EDTA,
vitaminok, szerves komponensek, szénforrds, hormonok, szildrdit6 komponens.
IM KOH-dal éllitottuk be 5,8-as értékre a tapkozegek pH-jat, ezt kovetden 20
percen keresztiil sterileztiikk a tdptalajt, konyhai kuktdban, sterilezést jelzo
indikdtor papir jelenlétében. A tdptalajok készitéséhez kereskedelmi
forgalomban kaphatd, ,,Murashige & Skoog, Basal Salt Mixture” (M0221) és
,Murashige & Skoog medium, including vitamins” (M0222) /Duchefa
Biochemie/ haszndlatra kész, por alaka téptalajt hasznaltuk fel. Az
eldtenyésztés, transzformdcid, szelekcidé €és novényregenerdcié sordn
alkalmazott taptalajok pontos Osszetételét a 3. tdblazatban foglaltuk ossze.
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3. tablazat. A stabil genetikai transzformacié és a novényregeneralds soran
hasznalt tipkozegek Osszetétele (mg/l).

DyCu 1/2MS,
Komponensek D, D,m | D,MCu Dy 10ppt
Sppt 20ppt

KNO;3 1900 | 1900 1900 1900 1900 950
NH4NO; 1650 | 1650 1650 1650 1650 825
CaCl,x2H,0 440 440 440 440 440 220
MgSO4x7H,0 370 370 370 370 370 185
KH,PO, 170 170 170 170 170 85
KI 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 0,415
H,BO; 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 3,1
MnSO4x4H,0 22,3 22,3 22,3 22,3 22,3 11,15
ZnSO4x7H,0 10,5 10,5 10,5 10,5 10,5 5,25
Na,Mo0O4x2H,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
CoCl,x6H,0 0,025 | 0,025 0,025 0,025 0,025 0,0125
FeSO4x7H,0 27,85 | 27,85 27,85 27,85 27,85 13,925
Na,EDTA 37,25 | 37,25 37,25 37,25 37,25 18,125
Myo-Inositol 100 100 100 100 100 50
Nikotinsav 0,25
Piridoxin-HCI 0,25
CuSO4x5H,0 2,5 2,5
Thiamin-HCl 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,05
2,4-D 2 2 2
Mannitol 63700
Glicin 1,0
Maltéz 30000
Szachar6z 30000 | 30000 30000 30000 20000
Gelrite 2800 | 2800 2800 2800 2800 2800
Glufosinate-

. 5 10 20
ammonium
pH 5,8 5,8 5,8 5.8 5,8 5,8
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3.2.4. A genetikai transzformaci6 koriilményei

A génbelovési sorozat elvégzése elOtt az aldbbiakban ismertetett
elOkésziileteket tettiik meg. Az éretlen, izoldlt bizaembrié volt a kiindulési
anyagunk a génbelovéshez, amely egyhetes kalluszosoddson esett at. A
részecskebelvést BioRad® PDS1000/He génpuskdval végeztiik, amelynek
mikodési alapja a héliumgdz meghajtds. A berendezés technikai
paramétereinek bedllitdsa a sikeres transzformaciéhoz elengedhetetlen. Ehhez a
cég dltal, a haszndlati utasitdsban megadott irdnymutatast hasznéltuk.

3.2.5. A DNS-oldat elkészitéséhez sziikséges oldatok:

steril desztillalt viz (Millipore, Elix®).

abszolit etanol (Merck).

70%-o0s etanol (70% abszolut etanol [Merck] + 30% Millipore, Elix®).
vizzel higitott, kuktizassal sterilezett 2,5 M CaCl,: (my=147g/mol).
vizzel higitott 0,1 M spermidin (m=254,6g/mol).

plazmid-DNS

3.2.6. Alkalmazott plazmid vektorok

Buza novényeinkben az Mlo gén elhallgattatisira kooperacids
partneriink (Dr. Vérallyay Eva MBK, G6dollé) speciélis vektor molekuldt, a
pSTARLING-A (Wesley és mtsai. 2001) konstrukciot haszndlta, melybe szensz
és antiszensz orientdcioban épitette be a biza genomjaban elhallgattatni kivant
génre tervezett szekvencidkat (1. 4bra). Mivel a pSTARLING-A plazmid
molekula nem tartalmaz szelektdlhaté marker gént, ezért a géncsendesitésért
felelos plazmidunkat egyiitt transzformdltuk egy bar gént hordoz6, pAHC20
(Christensen mtsai. 1992) plazmid molekuldval. A kotranszformécié sordn a
pSTARLING-A és pAHC20 plazmid molekuldkat hasznéltuk fel, a 4.
tdblazatban felsorolt mennyiségi aranyban.
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4. tablazat. Az Mlo géncsendesitési kisérletek soran az egyiitt
transzformalt plazmidok mennyisége, a higitdshoz haszndlt etanol és az egyes
kisérletekben transzformélt embriok mennyisége.

PSTARLING-A (ul) | pAHC20 (nl) El6készités (ul | Belott embriok
etanol) (db)
3 3 84 950
5 5 84 925
4 4 84 1000
4 4 150 775
MotI 13 BamHIPacI-AscI  Spel-SnaBI-Kpnl Mot 3169

Ubi iptf Cre intraon

Ubi promaoter

1. abra. A PSTARLING-A plazmid molekula sematikus felépitése
(Dr. Varallyay Eva nyoman, MBK, G6doll0).

indlll 1 Sphi 7
st

sssssss

PAHC20

bar
nos Term.
I Pstl
U Sall
Xoal
BamHl 2643
EcoRl 2853 BamHI-Bell

2. abra. Transzformaciénk soran alkalmazott pAHC20 plazmid molekula
sematikus térképe (Christensen mtsai. 1992).
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A lucerndbdl (Medicago sativa L.) izolélt ald6z-reduktiz (MsALR) gént
lucerndbdl izoldltdk az SzBK NoOvénybioldgia Intézetében (Mai Antal és
Fahriye Ertugrul). Az MsALR gént pAHC25 plazmid molekuldba épitették be, a
GUS gén helyére. Az igy kapott plazmid molekula térképét a 3. dbra mutatja,
amelyben a célgént (MsALR) kukorica ubiquitin (ubil), a szelekciés marker
gént szintén a kukorica ubiqutin prométer mitkddteti. Az ald6z-reduktdz génnel
torténd transzformdécid sordn ezt a vektormolekulat hasznaltuk.

(Hinditl

3. abra. A pAHALR nevi plazmidot, a pAHC25 plazmid molekula
felhasznalasdval készitették az SZBK-s egyiittmiikddd partnereink (Mai Antal,
Fahriye Ertugrul).

Az NBS-LRR tipusd rezisztencia analég gének transzformdacidjdhoz a
pBAJEN (Ahlandsberg és mtsai. 2001) plazmidot hasznaltuk fogadd
vektorként. A génizoldldsi stratégia: a célgének teljes hosszisagid cDNS-ét
izolalta egylittmiikodd partneriink (Dr. Dallmann Géza MBK, Go6dollo)
specifikus, az ATG és Stop kédokat magaban foglalé primerekkel, RT-PCR
felhaszndlasdval. Az amplifikdlast kovetéen a gélbdl izoldlt fragmenteket
pGEM Easy-T vektorba klonozta és szekvendlta. Végsé 1€pésként biza
transzforméldsra alkalmas /pBajen/ vektorba épitette be a megfelel6 cDNS
fragmentumokat. Ezt kovetéen a génizoldlds eredményeként Osszesen hét
kiillonbozd NBS-LRR tipust klont allitott el egyiittmiikodd partneriink. Mind a
hét transzformacios kisérletben (361, 362, 363, 371, 373, 25.4, 15.1 klén) a
pBajen vektorba épitettiik a rezisztenciagén szekvencidjat.

Ubi-1 promoler\ Ubi-1 intron ba\r
~
LTI
'|:,I>£ B pBAJEN \

Ubi-1 exon

4. abra. A pBajen vektor molekula sematikus abraja
(Ahlandsberg és mtsai. 2001)
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3.2.7. A DNS-oldat elkészitése a belovéshez

A részecskebelovd berendezés, génpuska berendezéseit fertOtlenitettiik. Az
el6z6 pontban ismertetett anyagokat az oldatkészités ideje alatt jégen hiitottiik

A folyamatot a kovetkezok szerint végeztiik:
Arany részecske elokészitése a belovéshez (20-25 16vés, végig jégen):

PN E D=

60 mg aranyat mértiink ki 1,5 ml-es Eppendorf csébe.

1 ml abszolut etanolt adtunk hozza.

3 percen keresztiil kevertiik (Vortex) maximalis fordulatszamon.

2 percig centrifugaltuk 14 000-es fordulaton, a foliiluszot eltavolitottuk.
1 ml etanolt adtunk hozza, majd a 3-4. 1épést megismételtiik.

Ujabb 1 ml etanolt adtunk hozz4.

Felhasznélasig -20 °C-on taroltuk (azonnali hasznélatkor jégre tettiik).
Vortex-el kevertik 3 percig, maximum fordulaton, ultrahangos
vizfiirdoben szuszpendaltuk felhasznélés elott.

Az elokészitett szovetek belovésekor az aldbbi protokollt kovettik a PDS
1000/He részecskebelovo késziilékkel:

1.
2.

3.

=0 e

11.
. Ismét centrifugéltuk 14000-es fordulaton 1-2 mdsodpercig, foliiliszot

13.
14.

30 pl arany szuszpenziét raktunk 0,5 ml-es Eppendorf cs6be.

14000-es fordulaton 1-2 masodpercig centrifugéltuk, a feliiliszo6t
eltavolitottuk.

50 wl steril vizzel (Millipore), kevertiik (Vortex), majd ultrahangos
vizfiirdében szuszpendaltuk.

14000-es fordulaton 1-2 madasodpercig centrifugdltuk, a foliilldszot
eltavolitottuk.

55 wl steril vizzel kevertiik (Vortex), majd ultrahangos vizfiirdo
kovetkezett.

Plazmid hozzdaddsa a mintdkhoz: 3-3 pul, 5-5 ul vagy 4-4 ul, (4.
tdblazat) 1ug/pul koncentricidji pSTARLING-A, pAHC20 plazmid
DNS-t adtunk hozz4, Vortex-el kevertiik kozepes fordulaton 1 percig.
Hozzéadtunk 20 pl (0,1 M) spermidint.

Hozzéaadtunk tovabba 50 pl CaCl,-ot.

Megkevertiik Vortex-el kozepes sebességen.

. Centrifugéltuk ugyancsak 14000-es fordulaton 1-2 mdsodpercig, ezutan

a foliiluszot eltavolitottuk.
Hozzéaadtunk 200 pl abszolut etanolt.

eltdvolitva.

84 vagy 150 pl abszolut etanolt adtunk hozza. (Lasd 4. tablazat)
Makrohordozénként 3,5 upl eldkészitett szuszpenziét adagoltunk,
egyenletesen szétkenve kozépre, igy nagyon finom filmréteget kaptunk
a hordoz6 korongokon.
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Az arany szélesztését kovetben nem tartottunk vdrakozasi idoket. A
kiadagolas 6tosével tortént.

15. A belovést 1100 psi He nyomads és -27,5 Hgmm védkuum bedllitdsaval
végeztiik.

PV

Transzformacid el6tt 4-6 ordval az egyhetes buza kalluszokat magas
mannitol tartalmd, ozmotikus, D,m taptalajra raktuk at. Koriilbeliil egy nappal
(20-24 6ra) a transzforméacié utan D,MCu kalluszindukcids taptalajra Keriiltek.
Ezen a tiptalajon tartottuk sotétben, 10-14 napig 24-25 °C-os termosztitban.
Ezt kovetden a kalluszok normdl méretli Petri-csészében 1évd, hormonmentes
DyCu Sppt, regeneracios taptalajra keriiltek, ahol két hétig voltak fényen 24-25
°C-on. Ujra regenerdl$ tdptalajra keriiltek 10 mg/l-re emelt glufosinate-
ammoniummal, emelt d6zisi CuSO, nélkiil, ahol két hétig voltak fényen, 24-25
°C-on.

Végiil a regenerdlt novénykéket (2 cm {folott) gyokereztetd téptalajra
helyeztiik, 1/2 MS, 2% szacharézzal és 20 mg/l glufosinate-ammoniummal. Ez
a taptalaj mar iivegcsovekben volt. Itt neveltiik a novénykéket 24-25 °C-on,
fényen.

A megfeleléen meggyokeresedett novényeket kozonséges (nem steril)
talajba {iltettiik ki zart rendszerii tiveghazi koriilmények kozé, alulrdl nyitott, 6
cm atmérdjiit PVC csovekbe. Frissen kiiiltetett novénykéket 3 napig kisméreti,
atlatszo polietilén, izoldl6 zacskdval egyedenként takartunk, igy védtiik az erds
parolgéstol. A nydri meleg miatt rendszeres pdrdsitdsr6l gondoskodtunk az
tiveghdzban. A foliarakast igény szerint, fokozatosan tavolitottuk el a
novényekrol. A megfelelden fejlddo, megerdsodott novényeket két hét utan 1%-
os Finale 14 SL totdlis gyomirté szerrel permeteztiik. Egy hét utdn a zolden
maradt novényekbdl DNS-t izoléltunk.

3.2.9. DNS izolalas novényi mintakbdl

3.2.9.1. Elékésziiletek

Steril Eppendorf csévek

Steril pipettacsicsok

Steril oldatok

65 °C fokra felflitott termomixer
Extrakcids oldat

3.2.9.2. Genomi DNS izolidlasa
Az izoléldshoz a PURGENE Genomi minirep protokollt hasznéltuk.
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I. A DNS izoldlashoz 10-30 mg friss levélmintit steril 1,5 ml-es
Eppendorf csébe helyeztiik, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és
Vortex segitségével, homogenizald, rozsdamentes, acél vagy iiveg rad
segitségével eldorzsoltiik.

2. 300ul Cell Lysis Solution-t adtunk, amelybe 1.5 pl (10 mg/ml) RNase-t

adagoltunk minden mintahoz.

1 6rds, 65 °C-on fokon inkubdci6 kovetkezett, majd mintdinkat az

inkubdci6 kozepénél és a végénél megkevertiik tizszer atforditva.

A mintakat lehiitottiikk szobahdmérsékletre.

Hozzéaadtunk 100 pl Protein Precipitation Solution-t a mintakhoz.

20 masodperc keverés Vortex-el, magas fordulatszamon

Ezutan 3 percig centrifugaltuk, maximum fordulatszdmon.

A feliiluszot uj, steril Eppendorf csObe mértiikk és 300 pl 100%-os

isopropanolt adtunk hozz4, mellyel kicsaptuk a benne levé DNS-t.

9. Ovatosan megkevertiik a mintdkat 50-szer atforditva.

10. 1 percig centrifugéltuk 13.000 rpm fordulaton.

11. A feliilusz6t alaposan eltavolitottuk €s hozzdadtunk 300 pl 70%-os
etanolt.

12. 1 perc centrifugélds kovetkezett, 13.000 rpm fordulaton, majd alaposan
eltavolitottuk az etanolt.

13. Steril boxban torténd 5-10 perces szaritds kovetkezett.

14. Utolsé 1épésként 50 ul DNA Hydration Solution hozzdadéasa
kovetkezett.

het

NNk

3.2.10. PCR reakciok

A genetikai transzformdcids kisérletek sordn a célgének és a szelekcids
markergén jelenlétének DNS szintli bizonyitdsdhoz az adott génre specifikus
PCR reakcidkat hajtottunk végre. Az 5. tdblazat mutatja a PCR reakciéelegy 20
ul térfogatara szamitott Osszetevok mennyiségét. A PCR reakcidelegy
osszedllitdsanal a Fermentas® 2X Master Mixet hasznaltuk fel.

41



5. tablazat. A PCR reakci6hoz hasznalt reakcidelegy Osszetevoi 20 pl
végtérfogatban felvéve.

Bemérend6 mennyiség
Anyag (ul) Végso koncentracio
2X PCR Master Mix 10 1x
Primer 1 0,1-1 uM
Primer 1 0,1-1 uM
Templat DNS 1 10 pg-1 pg
Viz 7

A specifikus PCR reakcidkhoz a 6. tdblazatban felsorolt oligonukleotid
primereket hasznaltuk, melyeket a Primer Premier 5.0 szamitogépes szoftverrel

terveztunk.

6. tablazat. A stabil transzformacios kisérletek soran hasznalt oligonukleotid

primerek.
Célgén Elnevezés Szekvencia
Mlol szensz | pST_ubil768s GCAGCATCTATTCATATGCTC
(forward)
Milol szensz | TaMLO1681Paclas ATGTTAATTAATTGTATTTCTTATTGTACGAATCATC
(reverse)
Milol pST_crei_1036s CAGTAGAGAACTAGGTTTAGGGC
antiszensz (forward)
Milol TaMLO1561Kpnls ATGGGTACCGATGCCGACATCCCCAGCGCAGA
antiszensz (reverse)
Bar Bf5 CGAGACAAGCACGGTCAACTTC
Br6 AAACCCACGTCATGCCAGTTC
361; 362 BajMGSFor CTGCTGCTTCGTCAGGCTTAG
BajMGSRev GCTGTTCAGGTTCCTCCGTGT
363 BajNBFor CCTCAGCATTGTTCATCGGTAG
BajNBRev AAACGAGCCAAGATTTCCAGT
15.2 OSF1 ATGGTCGAGATTGTGACGGGC
OSR1 ATACCTTCTCCAGCTCCATTGTAGG
25.4 OSF2 ATGGCGGCGGTATTAGATGCTTTG
OSR2 CACTCTCTAGGCCACGTGTAGACATCC
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A 7. a-f tablazatban tiintettiik fel a specifikus PCR reakcidk sordn alkalmazott
programokat, a ciklusok alatt bedllitott hdmérsékleteket és iddtartamokat.

7. a tablazat. Mlo PCR program:

A reakcio lépései: Hoémérséklet Idé
1. ciklus: 1x 95°C 3
2. ciklus: 35x 95°C 30"
55°C 30"
72°C 1
3. ciklus: 1x
72°C 7'
4. ciklus 4°C 00

7. b tablazat. A bar PCR program.

A reakcio lépései: | Homérséklet Idé
1. ciklus: 1x 95°C 4'
2. ciklus: 30x 95°C 30"
61.7°C 30"

72°C 30"

3. ciklus: 1x 72°C 5
4. ciklus: 4°C 0
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7. ¢ tablazat. NBS-LRR PCR program a T. monococcum eredetii, szensz
orientdciéban plazmidba épitett inszertekhez (361, 362, 363).

A reakcio lépései: | Homérséklet Idé
1. ciklus: 1x 94°C 3
2. ciklus: 35x 94°C "
58°C "
72°C "
3. ciklus: 1x 72°C !
4. ciklus: 4°C o0

7. d tablazat. NBS-LRR PCR program az antiszensz orientaciéban plazmidba
épitett inszertekhez (371, 373).

A reakcio lépései: | Homérséklet Idé
1. ciklus: 1x 94°C 3
2. ciklus: 30x 94°C 30"

54°C 40"

72°C I
3. ciklus: 1x 72°C 6’
4. ciklus: 4°C 00
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7. e tablazat. NBS-LRR PCR program az Oryza sativa L. eredetii NBS-LRR
génekhez (25.4, 15.2).

A reakcio lépései: | Homérséklet Idé
1. ciklus: 1x 94°C 3
2. ciklus: 30x 94°C 30"
57°C 30"
72°C I
3. ciklus: 1x 72°C 7'
4. ciklus: 4°C 00

7. f tablazat. MsAlr PCR program.

A reakcio lépései: | Homérséklet Idé
1. ciklus: 1x 95°C 2!
2. ciklus: 30x 95°C 30"

64°C 30"

72°C I
3. ciklus: 1x 72°C 10’
4. ciklus: 4°C 00
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3.2.11. Gélelektroforézis
A kapott PCR termékeket agrar6z-gélben (1,5%), elektroforézissel

ellendriztiik (120 mA aramerdsségnél). Az agardz gélbe ethidium-bromidot (1
pg/ml) adagoltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A génexperesszios tesztrendszer kidolgozasanak el6zményei

Napjaink funkciondlis genomikai kutatdsai megkovetelik a gének nagy
mennyiségli vizsgdlatit. Az eddig ismert nagyteljesitményll tesztrendszerek
mellett sziikségesnek tartottuk egy olyan vizsgélati médszer 1étrehozdsat, amely
amellett, hogy szintén nagy, vagy legaldbb kozepes teljesitményili, adatot
szolgdltat a vizsgdlt gének ozmotikus stressztiirésben betoltott szerepérdl. A
tesztrendszerrel vizsgalni kivantuk, hogy az érintett géneknek valoban van-e
élettani funkcidja a bedllitott stresszhatdst tekintve, illetve tdltermelése vagy
kikapcsoldsa valéban csak a kivéltott stresszhatds esetén nyilvanul-e meg.
Rendszeriink kialakitdsat tobb, modszertanilag eléremutatd, de a végso
felhasznalhatosdgot tekintve sikertelen kisérlet eldzte meg. E kisérletek sok
tanulsaggal szolgéltak a tovabbi tesztek kialakitasakor.

Az elso kisérletek buza sejtszuszpenzios tenyészetek GFP markergénnel
torténd transzformdcidjara irdnyultak. Elgondoldsunk szerint a szilard taptalajra
kiszélesztett buza sejteket a markergénnel és a célzott markergénre specifikus
RNAi konstrukcidkkal 16ttiik be, hogy megvizsgaljuk, PEG kezelés kozben
hogyan valtozik a sejtek osztéddsa. Els 1épésben a kontroll, nem stresszelt €s
PEG kezeléssel dehidratdlt tenyészeteket pGFP, zold fluorescens fehérjét
tultermeltetd konstrukcidval transzforméltunk. A belovést kdvetden 24 Oraval
mikroszképos vizsgalattal detektaltuk és szamlaltuk meg a GFP-t expresszalé
sejteket, majd naponta (24 6ranként) ellendriztiik a zdlden fluoreszkald sejtek
osztédasat a kontroll és PEG tartalmu téptalajon. Viérakozasunknak
megfelelden a 400 mOsmol értékre beallitott tdptalaj hatékony és elegendd
stresszhatdst jelentett a buza sejtszuszpenziok szamdra. A kontrollkezeléshez
képest jelentdsen csokkent a tenyészeteink frisstomeg gyarapoddsa a vizsgalt
stresszhatds alatt. Kisérleti terveink szerint a mikroszképos vizsgalattal
ellendriztik a GFP markergénnel transzformalt buza sejtek osztédasit. A
kontroll és a PEG kezelt tenyészetek kozott jelentkezd jelentds osztodasbeli
kiillonbséget az RNAi konstrukcidoval torténd egyiittes transzformécid
feltehetéen, bizonyos célzott gének esetén tovabb moddositand. Az elvégzett
kisérletek eredményei ezt az elgondoldsunkat se megerdsiteni, se cafolni nem
tudtdk, mivel a markergénnel jelzett sejtek osztéddsa gyakorlatilag
kovethetetlen volt a kivant iddintervallumban. A tranziens GFP expresszi6 4-5
nap elteltével egyes sejtekben megsziint illetve az intenziven oszt6dé
sejtkolonidk elfedték a transzformdlt sejtjeinket. Az o0sztédd sejtekben, sok
esetben kétséges volt, hogy valédi osztédasrol van e sz6, vagy csupan egymas
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melletti fliggetleniil transzformalt sejtekrol. A szilard téptalajra sz€lesztett biza
sejtek 0sztddo képességét ezen kiviil dontden befolyasolta a sejttenyészet kora,
az utolsé passzdlds oOta eltelt ido, de fleg a kiszélesztett sejtek mennyisége.
Ezen eredmények tiikrében elvetettiik a btiza sejtszuszpenzids tenyészetek
felhaszndldsdt, mint lehetséges inokulumot a géntesztelési rendszer
kialakit4sara.

A kovetkezO kisérleti elgondolds szintén nem hozott eredményt, de
lényegében elvezetett a miikodo és végrehajthaté rendszer kidolgozdsdhoz. A
biza folyékony kozegben tenyésztett sejtszuszpenzid helyett egyhetes arpa
csiranovényeket vontunk be a kisérletbe. A hatékony stresszhatdst gyokéren
keresztiil alkalmazott PEG kezeléssel biztositottuk. A GUS génnel normalizilt,
anthocyanin akkumuldlé sejtek szdmdanak csokkenése hatékonyan jelezte az
egyedi epidermisz sejteket érd vizhidny sulyossdgit. A GUS és anthocyanin
termelddésért felelés gén egyiittes transzformdacidja, majd expresszidja a
transzformalt sejtekben idedlisnak tiint. A GUS transzformdaciot kovetd
tranziens expresszié mar a belovést kovetd 24 éraval bekovetkezett, valamint 4-
5 napos stressz-periddust kovetden is biztonsdggal detektdlhaté volt. Az
anthocyanin expresszidja és voros szinanyagga torténd érése 1ényegesen tobb
1dot vesz igénybe. Feltételezésiink szerint, ez a komplex rendszer érzékeny a
sejtet érd karositd hatdsokra. Kisérleteink igazoltdk feltevéseink helyességét. A
gyokéren keresztiil biztositott stresszkezelés €s ennek négy napon keresztiili
fenntartdsa bonyolult és tilzottan munkaigényes eljardsnak bizonyult. Ennek
ellenére a kapott eredmények az aldbbiakban részletesen bemutatott
tesztrendszer kidolgozasahoz j6 alapot szolgéltattak.

4.1.1. Tranziens génexpresszios tesztrendszer egyedi génfunkcié
vizsgalatara vizmegvonassal stresszelt arpaban

A szarazsagtél vagy dehidraticids stressztél szenvedd sejtek
potencidlisan sériilnek membran integritdsukban, a fehérjék szerkezetében és a
redox statuszukban, hogy csak néhdnyat emlitsiink a felmeriilo legjelentdsebb
problémdk koziil (Ingram és Bartels 1996). Kisérleteinkben felhasznaltuk a
vorosen fluoreszkdl6 DsRed fehérje biokémiai tulajdonsdgait, hogy
megismerjiik és jelezziik a szdrazsdg stressz tényét, silyossagat, a beldtt rpa
epidermisz sejtekben. A DsRed fehérjérdl kordbban kimutattdk, hogy
fluoreszcens homo-tetramer komplexszé vald éréséhez néhdny nap sziikséges
allati és novényi rendszerekben €s denaturicié esetén voros fluoreszcenciabodl
gyenge z0ld fluoreszcencidra valt 4t (Baird és mtsai. 2000, Gross €és mitsai.
2000). Ezek alapjan val6szintinek tiint, hogy a DsRed fluoreszcencidja érzékeny
azokra a denaturdl6 feltételekre, melyek a négy napos silyos stressz periddus
alatt jelentkeztek. Rdaddsul a megnovekedett proteolitikus aktivitds €s sejthalél
is csokkenti a miikodoképes, fluoreszcens DsRed mennyiségét. A belovést
kovetden bedllitott vizhidny-stressz miatt karosodott illetve megvaltozott
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anyagcseréjli levelekben a fehérje komplex vegyiiletté alakuldsa sok esetben
nem ment végbe, karosodast szenvedett. A kordbbi kisérletek tapasztalataira
alapozva a teljesitmény fokozdsa érdekében novényekrdl levagott levelek
vizsgalatdval folytattuk a rendszer kialakitdsat. Egyedi sejtek vizsgdlatara
alkalmasnak taldltuk az egyhetes novényekrdl levélasztott elsd levélen torténd
tesztelést. A szeneszcencia elkeriilésére maximum egy hetes iddtartamra
eredményes volt a vizes agarhoz adagolt benzimidazol. A kordbban kiprébalt
PEG kezelés helyett a természetes koriilményeknek jobban megfeleld
vizmegvondst alkalmaztuk. Az 5. dbra Osszefoglalja a levalasztott levelek
dehidratacids tolerancia tesztjének kisérletét, mely hdrom plazmid egyideji
belovésén alapszik: a zold fluoreszcens fehérjét kodolé6 pGFP a DsRed
fluoreszcencia bels6 normalizdldsara, Ubi-DsRed-nos riporterként a sejt
dehidratécids stressz dllapotanak jelzésére és a pIPKTA30_Célgén az arpa jelolt
gének RNAi csendesitésére. Az RNAi konstrukcié helyett tdltermeltetd
konstrukcidk is hasznédlhatok.
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1. Kotranszformaci6 a DsRed-
GFP- expresszids, valamint
RNAI konstrukciokkal.

2. GFP expresszdl6  sejtek
szamlalasa a 24 oraval a
transzformaciot kovetoen.

3. Kiszaritas a relativ friss tomeg
60%-ara és a stressz fenntartdsa
96 Oran at.

4. DsRed-t kifejezd  sejtek
megszamlalasa, 120 Oordval a
belovést kovetden.

DsRed/GFP arany
kiszamitdsa a turgoros és
vizhidny stresszelt
levélszegmenseken.

5. abra. A TIGS sziir6 rendszer folyamatabraja, gének funkcidjanak
értékelésére, dehidratacioval stresszelt arpa levelekben.
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A belovés utan a GFP-t, az éretlen (nem fluoreszkald) DsRed fehérjét,
valamint a kettds szali RNS-t 24 6ran keresztiil hagytuk felhalmoz6dni nem
stresszelt kortilmények kozott. A 6. abra mutatja, hogy a GFP fluoreszcencia 24
oraval a belovés utan kifejez0dott, amig - mint az varhaté volt - a DsRed
fluoreszcencidja négy nap utan még mindig novekedett.

400

300 -

200 -

Fluoreszkalé sejtek/levél

0 '_H T T
0 24 48 72 96 120

Ido a beléveés utan [h)

6. abra. A tranziens GFP és DsRed kifejezddés kinetikdja a transzformalt
epidermisz sejtek fluorescencidja alapjan. Ugyanazon bel6tt leveleken
szamoltuk ismételten a zold és a voros epidermisz sejteket a jelzett
idépontokban. Ot levélszegmens atlaga + kozépérték hibaszérdsa

A GFP expresszdld6 epidermisz sejtek szamldldsa wutdn a
levélszegmensek 50%-at tettiik ki dehidratacids stressznek gy, hogy kiindulési
érték 60%-dra csokkentettiik a relativ friss tomegiiket (RFW). A levelek
fennmaradé 50 %-at, mint nem-stresszelt kontrollt kezeltiik és vizes agaron
tartottuk turgoros dallapotban. Minden belovés esetén, ahol az RFW-t a
stresszkezelés kezdetén 60%-ra allitottuk be, az RFW 66,4 + 9,3%-ra (4tlag +
SD, n=111) névekedett a stresszkezelés ideje alatt, jelezve a viszonylag dllando,
reprodukadlhato stresszkezelési feltételeket.

Annak érdekében, hogy 0sszehasonlitsuk a levelek relativ friss tomegét
(RFW) és relativ viztartalmat (RWC) - mely a szarazsagstressz széles korben
haszndlt mutatéja (Barrs és Weatherley 1962) - kiszamitottuk a relativ
viztartalmat is. A 8. tdbldzat mutatja, hogy a kisérleti koriilményeket tugy
vdlasztottuk meg, hogy 60%-os relativ viztartalom felelt meg a sulyos szarazsag
hatdsnak a stresszkezelés négy napja alatt (Teulat és mtsai. 2003).
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8. tablazat. A transzformalt arpa levelek relativ friss tomege (RFW) és a relativ
viztartalma kozotti Osszefiiggés.

kontroll® dehidratalt®
RFW® 4 nap utan 101,3 £ 0,22° 69,8 +1,3°
RWC? 4 nap utan 97,0+0,1° 60,1 + 0,5°

%0,5% viz- Phytoagaron négy napig inkubdlt levélszegmensek lezért Petri-
csészéken

b60% relativ friss tomegre dehidratdlt levélszegmensek nedvesitett
szlirépapiron inkubdlva, zart Petri-csészékben

‘Relativ friss tomeg (RFW)(%)= (FW4nap/FWkiindulasi) x 100

Relativ viztartalom (RWC) (%)=(FW4nap-DW)/(TW-DW) x 100; DW -
szaraz tomeg - levélszegmensek 24 h 65°C-on széritva, TW - turgescens tomeg
— levélszegmensek 24 h, 20°C-on.

eAtlalg + kozépérték hibaszordsa, o6t belovés pGFP, pUbiDsRed-nos és
pIPKTA30N iires RNAi vektorral

A dehidraticiés stresszkezelés végeztével szamlaltuk meg a DsRed
fluoreszkdlé sejteket, majd normalizdltuk az wugyanazon leveleken a
stresszkezelés elott szamolt GFP  fluoreszkdld sejtek szamdval. Annak
megéllapitasdhoz, hogy a DsRed megfelelo-e a dehidratacios stressz jelzésére,
meghatdroztuk hiarom kiilonb6z6 4arpa genotipus normalizdlt DsRed
fluoreszcencidjat vizmegvonas hatdsara. A ’Golden Promise’ és a "Morex’ fajta
esetén enyhe, mig a ’Steptoe’ fajta esetén a DsRed fluorescencidjanak erds
csokkenését tapasztaltuk (9. tablazat).
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9. tablazat. DsRed fluoreszkal6 sejtek szamanak csokkenése a levél
szegmenseken, vizmegvonds alatt, kiilonboz6 arpa fajtakban.

Fajta DsRed p (t-test)” n‘
(stresszelt/kontroll)®
Golden 0,84 +£0,03 <0,0001 30
Promise
Steptoe 0,54 +0,06 0,0017 5
Morex 0,86 +0,09 0,18 5

"DsRed fluorescens sejtek szdmdnak ardnya kiszdradds stresszelt és kontroll
levél szegmensekben. Kozépérték + kozépérték hibaszorasa

PEgymintds t-préba *1” hipotézisértékhez képest

‘Fiiggetlen belovések szama

A ’Steptoe’ fajtandl a 'Morex’-hez képest észlelt erdsebb visszaesés
Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a ’Morex’ csiranévények
erdsebb, vigorosabb kezdeti fejlodést mutattak 15% PEG jelenlétében (K.
Neumann, IPK, személyes kozlés). Ezek az eredmények azt sugalltdk, hogy a
normalizdlt DsRed fluoreszcens sejtek szamanak csokkenése megbizhatdan
jelezte a vizmegvonds hatdsat a beldtt epidermisz sejtekben. Mindazonéltal
tovabbi tesztelésre volt sziikség annak eldontésére, hogy mely arpa genotipus
lesz legalkalmasabb a jelolt gének tesztelésére a TIGS rendszerben. A *Golden
Promise’ fajtat hasznéltuk a tovabbi kisérletek sordn, mely csak mérsékeltebb
csokkenést mutatott a DsRed fluoreszkdld sejtek szamdban dehidratacids
koriilmények kozott, annak ellenére, hogy eredetileg nedves koriilményekhez
alkalmazkodott (UK). Ez azt sugallta, hogy a fontos gének tranziens
elcsendesitése a ’Golden Promise’ fajta erdteljes dehidraticidja esetén is
kovethetd DsRed csokkenést eredményezett.

4.1.2. Jelolt gének tranziens indukalt géncsendesitése (TIGS)

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a TIGS rendszer hasznalhatésagat
vizmegvondssal stresszelt levelekben, irodalmi adatok alapjan Osszeéllitottunk
egy listat a stressz vdlaszban feltételezhetéen részvevd génekrdl. A 16 gén
listdjat mutatja a 10. tdblazat. A lista 14 olyan gént is tartalmaz, melyek
expresszids adatok vagy mutdns illetve transzgénikus novényekre vonatkozd
adatok alapjan szerepet jitszhatnak a szdrazsigtolerancidban (lasd a 10.
tdblazatban). Ezen kiviil a listdn szerepel - negativ kontrollként - két olyan gén,
melyek valdsziniileg nem jdtszanak szerepet az abiotikus stressz tolerancidban.
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10. tablazat. Arpa dehidraticiés stresszben feltételezhetden szerepet jatszé jelolt gének, melyeket tranziens indukalt
géncsendesitési rendszerben (TIGS) teszteltiink, a ’Golden Promise’ fajtaval.

Clone ID  Funkcio BlastX E-value Azonossag Acc. Nr. Meg-  Hivatkozas

talalat legyzes

(NCBI)
HO33D09 Calmodulin H.vulgare O 99% M27303 BlastN  (Perruc et al. 2004)
HI0O9P16 HvCBF6 (CBF2/DREB1-like) H.vulgare 4.0E-50 99% AAX23701 (Oh et al. 2007)
HVO04/10 HvDhn1 (Dehydrin 1) H.vulgare 6,0E-23 100% AAF01689 (Suprunova et al. 2004)
HC02P10 HvDhn6 (Dehydrin 6) H.vulgare 4.0E-19 97% AAF01694 (Suprunova et al. 2004)
HOO01L05 HvDhn8 (Dehydrin 8) H.vulgare 2,0E-52 98% AAD02259 (Choi et al. 1999)
HS08A22 HvDREB1 (DREB2-like) H.vulgare 2.0E-23 100% AAY25517 (Sakuma et al. 2006a)
HU05J23 HvDRF1 (DREB2-like) H.vulgare 3.0E-51 100% AAO38211 (Xue & Loveridge 2004)
HV09A17 HVA1 H.vulgare 2.0E-48 100% CAA55041 (Bahieldin et al. 2005)
HGO1K10 PRPX H.vulgare 2.0E-70 99% CAA34641 Neg. Ctr. unpublished
HO16L13 HvPKABA1 (SAPK1-like kinase)  H.vulgare 2,0E-112 99% BAB61736 (Yamauchi et al. 2002)
HS03E24 SnRK1-Type protein kinase H.vulgare 2.0E-85 83% CAA07813 Neg. Ctr. (Radchuk et al. 2006)
HQO01K06 Sodium/proton antiporter HYHNX1 H.vulgare 1.0E-79 100% BAC56698 (Fukuda et al. 2004)
HO36E09 Thioredoxin CDSP32 O.sativa 2.0E-90 87% BAC75581 (Broin & Rey 2003)
HRO1K17 Tonoplast intrinsic protein T.aestivum 2,0E-64 95% ABI96816 (Peng et al. 2007)
HZ41122 Trehalose-6-phosphate synthase 1 S.lycopersi 1e-62 90% ABO61742 (Karim et al. 2007)

cum
HO10E23 Vacuolar pyrophosphatase H.vulgare 9E-76 90% BAB18681 (Park et al. 2005)
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A kivélasztott géneknek megfelelé EST (Expressed Sequence Tag -
expresszélt szekvenciasorozat darabja az mRNS végérdl) klonokat
azonositottunk és hasznaltunk az RNA1 konstrukciok osszeallitasahoz (7. abra).

plIPKTA30N

—{ camvass >[JcmR[ccdB[[] 1 [JCmR]ccdB[ 3657 }—
att att att att
R1 R2 R2 R1

7. abra. A TIGS rendszerhez hasznalt konstrukcidk vazlatos felépitése.
Jelmagyarazat: T, termindtor; att R1 €s att R2 csatol6 helyek az LR klonazhoz;
CmR, kloramfenikol rezisztencia gén; ccdB, negativ szelekciés marker; I,
RGA2 buza gén intronja (Duchkow és mtsai 2005).

Az RNAIi hatdsdnak elemzésére kétfajta Osszehasonlitast végeztiink.
El6szor 0sszehasonlitottuk a DsRed-fluoreszkdld sejtek szamat az RNAI teszt
konstrukcidk és az iires-vektor kontroll kozott a nem stresszelt leveleken (8A
abra). A PRPX konstrukcié kivételével — kontrollként szerepel, mivel egy
pathogenezishez kapcsol6dd fehérje - nem taldltunk szignifikans eltérést. Ez
jelzi, hogy a szdrazsag-stresszben részt vevd jelolt gének elcsendesitése
altaldban nem rontja a sejtek vitalitdsat, nem stresszelt koriilmények kozott. Ezt
a statisztikai prébat kevésbé talédltuk érzékenynek a kiugré értékekre és ezaltal
kevésbé érzékeny a fals negativ eredményekre. Ezért az 1 mintds t-probat a
jelolt gének kezdeti azonositdsara hasznéltuk. Ezt kovetden 6sszehasonlitottuk a
DsRed fluoreszkal6 sejtek szdménak stresszindukalt visszaesését az iires RNAi
és az RNAI tesztkonstrukcidk kozott (8B abra).
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A Nem stresszelt kontroll

DsRed fluoreszcens sejtek
(normalizalt)

0-
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[[] pIPKTA30 ires vektor [J] RNAi teszt konstrukcio

8A. abra. A jelolt gének csendesitésének (TIGS) hatasa a DsRed fluoreszkald
sejtek szamara nem stresszelt kontroll levélszegmenseken. A levélszegmenseket
egyszerre 16ttiik be a DsRed és GFP-expresszids plazmiddal plusz egy RNAi
konstrukcidval, amit a listdn szerepld arpa génekre terveztiink. Ha a jegyzett
gén 4arpaban nem ismert, akkor az egyéb fajokban ismert legkozelebbi
homolégjdnak nevét adtuk meg (ldsd még a 10. tdbldzatban). A vizmegvonds
stressz négy napja utdn szamoltuk a DsRed fluoreszkald sejtek szamat és a
GFP-hez normalizaltuk. A stresszhatds alatt a kontroll leveleket vizes agaron
inkubdltuk. Az oszlopok jelzik a DsRed fluoreszkal6 sejtek szamét nem kezelt,
kontroll leveleken pIPKTA30 iires RNA1 vektor ill. az RNAI teszt konstrukcid
jelenlétében. Ot fiiggetlen kisérlet dtlaga + hibaszérds, kivéve a HvDRFI,
HvDhn6, HVAI1 és HvNXI1, ahol 5 kisérlet két sorozatanak Osszesitett adatait
mutatjuk*. Statisztikailag szignifikdns differencia (p<0.05).
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8B. abra DsRed fluorescens sejtek szamdnak csokkenése dehidratélt levél
szegmenseken 0sszehasonlitva nem kezelt kontroll levelekkel, iires pIPKTA30
RNAi vektor vagy RNAI teszt konstrukcié jelenlétében. Ot fiiggetlen kisérlet
atlaga + hibaszords, kivéve a HvDRF1, HvDhn6, HVA1 és HvNXI, ahol 5
kisérlet két sorozatdnak Osszesitett adatait mutatjdk. A csillagok a statisztikai
értékelés szignifikancia szintjeit mutatjdk: p<0.01 és p<0.001 megbizhatdsagi
szinten (kétmintds t-préba, kétoldald).
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A dehidraticids stressz az ilires RNAi vektor jelenlétében az esetek
tobbségében csokkentette a fluoreszcens DsRed sejtek szamét, de ez bizonyos
mértékben valtozott az egyedi kisérletektdl (6t) fiiggden, amelyeknek az
atlagértéke lathat6 a 8.B dbrdan. Az eltérések egyik f6 forrdsa a levelek
szélességének kiilonbozOsége lehet, amely kis mértékben valtozott kisérletrdl
kisérletre, és amelyrdl ugy taldltuk, hogy befolydsolja a kiszéraddsi toleranciat
(nem kozolt adatok).

Négy RNAI teszt konstrukcid a sejtekben statisztikailag szignifikdns
modon tovabb csokkentette a DsRed expresszdlé sejtek szamét a beldtt iires
RNAi vektorral valé direkt Osszehasonlitisban. Ez a négy RNAi teszt
konstrukci6 a HvDRF1, HvDHn6, HVNX1 és HVAI1 génekre volt célozva.
Hogy leteszteljik a kezdeti eredmények ismételhetdségét, bedllitottunk egy
masodik, ot ismétlésbdl allé sorozatot, amelyet ugyanazzal a fentebb emlitett
négy RNAi konstrukcidval hajtottunk végre. Mindkét esetben az RNAi
konstrukcidk a DsRed szignifikdns csokkenését eredményezték a dehidratalt
levelekben (11. tablazat).
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11. tablazat: Négy, jelolt génre tervezett RNAi konstrukcié ismételhetd, fenotipusos hatdsa

DsRed-fluorescens sejtek
(kontrollhoz viszonyitva)a

RNAI célgén | Sorozaty pIPKTA30:. RNAi-teszt t-prébad aranye t-préba aranyr
konstr.

HvDRF1 1 0,81340,074 0,526+0,057 | 0,003 0,650+0,043 | 0,001
HvDRF1 2 0,985+0,137 0,731+0,068 | 0,053 0,763+0,055 | 0,012
HvDRF1 mindketté | 0,899+0,079 0,629+0,054 | 0,0004 0,706+0,038 | <0,0001
HvDhn6 1 1,041+0,125 0,808+0,075 | 0,031 0,787+0,046 | 0,010
HvDhn6 2 0,856+0,046 0,670+0,024 | 0,002 0,786+0,021 | 0,001
HvDhn6 mindketté | 0,949+0,070 0,739+0,044 | 0,0003 0,786+0,024 | <0,0001
HvHVAI 1 1,041+0,125 0,658+0,053 | 0,065 0,669+0,096 | 0,026
HvHVAI 2 0,856+0,046 0,636+0,030 | 0,004 0,747+0,035 | 0,002
HvHVAL1 mindketté | 0,949+0,070 0,647+0,029 | 0,004 0,708+0,050 | <0,0001
HvNHX1 1 1,041£0,125 0,842+0,098 | 0,041 0,813+0,052 | 0,023
HvNHX1 2 0,856+0,046 0,666+0,028 | 0,004 0,782+0,027 | 0,001
HvNHX1 mindketté | 0,949+0,070 0,754+0,056 | 0,0003 0,797+0,028 | <0,0001

aKontroll, nem stresszelt levélszegmensek.

»Minden sorozat ot fiiggetlen kisérletet tartalmaz. Atlagértékek + kozépérték hibaszorasa
<Ures RNAI vektor.
dPéros két mint4s t-proba, két oldalu.

¢A normalizalt DsRed fluorescens sejtek szamanak ardnya az RNAI tesztkonstrukcio és az iires kontroll vektor esetén

dehidratalt levelekben a belovést kovetden (4. oszlop/3. oszlop).
fEgy mintds t-proba "1’ hipotézis értékhez, kétoldalu
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Tiz fliggetlen kisérlet adatait haszndltuk fel, hogy kiszamitsuk a
sziikséges kisérletek legkisebb szamdt, ahhoz, hogy statisztikailag szignifikans
eredményhez jussunk a négy RNAI konstrukcié TIGS effektusdahoz (p<0.05). A
9. dbra mutatja, hogy 3-5 kisérlet volt sziikséges a hatdsok kimutatdsdhoz, tiz
kisérlet esetén a p értékek daltaldban <0,0001 ald estek. Ezért legaldbb ot
fiiggetlen TIGS kisérlet elvégzését javasoljuk a statisztikailag megbizhat6
adatok érdekében.

i s |
0 HvDhn 6
1,0 - m HWDRF1
W HWHVA 1
0,9 - T - W HuNHX 1
2 08 i I .
- TEAFTRTIET:
2 |
& 0,7 4
a i
0.6 -
0’5 sedk T3 Rededk  kdkdkk  khkdkd  kwdkd  kddk  kkdkk
* * khkkk Thhkik hikk ddkik dkkk
* *% hk k& kEhkk dkkk
] ek sk

2 3 4 5 6 fid 8 9 10

Kisérletek szama

9. abra. Négy jelolt gén statisztikailag szignifikans hatdsdhoz sziikséges,
fiiggetlen TIGS kisérletek minimdlis szama. DsRed — fluorescens sejtek
normalizalt szdmanak ardnya (RNAIi teszt konstrukci6 vs pIPKTA3ON iires
vektor) dehidratélt leveleken. Atlagértékek + hibaszéras a jelzett szamu
fiiggetlen kisérletekbdl. A ndvekvd szamu csillagok minden oszlop alatt jelzik a
TIGS hatas novekvo statisztikai szignifikancigjat. Jelmagyarazat: *, p<0,05; **,
p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001
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A TIGS rendszer er0sségét jelzi a 10 kisérleti sorozat, mely a HvDRF1
génre tervezett RNAi konstrukcidval tortént: az elsO négy és a fennmaradé hat
kisérlet sordn a leveleket az RFW 50 illet6leg 60%-ara dehidratdltuk. Mindkét
sorozatban a konstrukcié TIGS effektusa jelentds volt (a tesztkonstrukcid és a
pIPKTA30 iires vektor DsRed ardnya stresszelt levelekben a feltételezett érték
, 17 alatt van (p< 0,05). Mésrészrdl a DsRed fluoreszcencia dtlagos ardnya nem
volt szignifikdns a silyos és a kevésbé sulyos stressz koriilmények kozott
(p=0,12). Ez azt jelzi, hogy a HvDRF1 RNAIi tesztkonstrukcié fenotipusos
hatdsat sokféle stressz intenzitds esetén fel tudtuk mérni és ez lehetdvé tette a tiz
kisérlet adatainak kombinéldsat (8. dbra). Mindent egyiittvéve, az itt bemutatott
adatok azt mutattdk, hogy a TIGS rendszer haszndlhat6 eszkdz a gének arpa
epidermisz sejtek dehidratacios stresszben betoltott szerepének felderitésében.

4.1.3. Génregulacio

A négy jelolt gén, melyek csokkentették a DsRed fluoreszkdld sejtek
szamat a dehidratacié-specifikus TIGS rendszerben, fontos szerepet jatszhatnak
a szdrazsdg tolerancidban és ezért kiillonbozden szabdlyozottak dehidraticids
stressz esetén. Annak érdekében, hogy teszteljiik a feltevést, kvantitativ reverse-
transzkripciés, real-time PCR-t  hajtottunk  végre a  levdlasztott
levélszegmenseken. Amint a 10. dbra mutatja, mind a négy funkcionalisan
validalt gén tdltermelést mutatott a dehidratacios kezelés alatt, mind a belott,
mind a nem transzformdlt levelekben. Mindazondltal az indukcié kinetikdja
kiilonbozé volt a négy gén esetében. A HvDRF1 és HvNHX1 mRNS
felhalmozddas a stresszperiddus teljes idejében, mig a HVA1 és HvDhn6 mar a
dehidratécié kezdete utdn maximum 6 illetdleg 1 6rdval elérte a maximumot, és
a kisérlet végére, alap szintre tért vissza. A 11. dbran a négy kivélasztott, jelolt
gén normalizdlt transzkript szintje a dehidraticié alatt €s a szabdlyozds
ismételhetdsége lathat6. A 8. tdbldzatban mutatott adatokkal egyiitt
megerdsitettnek 1atjuk, hogy a belott levelek stresszkondiciéi eléggé
szabvanyositottak ahhoz, hogy a TIGS rendszer ismételhetd fenotipus adatokat
adjon. Végiil, bar a transzkript felhalmozddas valdszinlileg nem korlatozédott
az epidermisz sejtekre, ahol a TIGS fenotipusra gyakorolt hatdsat vizsgdltuk, a
génszabdlyozds és a TIGS adatok kombinaciéja konvergens bizonyitékot nytjt
és szlirOként hasznalhat6 a dehidratacids stresszben érintett jelolt gének hosszu
sordnak tesztelésében.
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10. abra. Jelolt gének transzkripciés profilja dehidratalt levéldarabokon. A
transzkriptek mennyiségi meghatarozasa reverse transzkripcids real-time PCR-
rel a dehidratacio stressz periddus alatt (nyitott jelek) vagy a kontroll inkubéaci6
(kitoltott jelek) (viz-agar) alatt a levelekbdl izoldlt RNS-bol. Az RNS izoldlas a

nem transzformadlt (A O) és a beldtt (#0) levélszegmensekbdl tortént. Az 1dd
mérését a levagott levelek 55 % relativ frisstomegének elérésekor inditottuk. A
transzkript felhalmozddast a vizsgélt gén €s a kontroll NUBC kontroll gén
hényadosa alapjdn hatdroztuk meg. Atlag érték + eltérés két fiiggetlen PCR
kisérlet adataitdl, ugyanazon cDNS mintat hasznalva.
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Transzkript felhalmozodas
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11. abra. A génregulaci6 ismételhetdsége a levalasztott leveleken végzett
dehidratéci6 stresszelt drpa rendszerben. A levélszegmenseket pGFP és pUbi-
DsRed-nos plazmidokkal 16ttiik be, 24 6rdval a stresszkezelés elott. RNS-t
tisztitottunk két fiiggetlen dehidratdcids kisérletben a jelzett idOdpontokban.
Azonos cDNS minta felhasznaldsdval végzett két fiiggetlen qPCR futtatds
atlagértékei, plusz a szoras.
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4.2. A biza stabil genetikai transzformacié eredményei

A stabil genetikai transzformdcié néhdny gazdasédgilag fontos novényfaj
(kukorica, repce, gyapot stb.) esetében, mar gyakorlati céld transzgénikus fajta-
eldallitasban is rutinszeriien alkalmazott. Ez a megéllapitds azonban, els6sorban
az amerikai foldrészre érvényes. Eurdpa legtobb orszdgdban az engedélyezett
GM novényfajtak gyakorlati célu alkalmazasa jelenleg jelentOs tdssadalmi és
gazdasagi ellenéllasba iitkozik. Ezzel szemben a genetikai transzformacié —
kutatdsi céli - funkciondlis genomikai alkalmazdsa, nagy jelentdséggel bir
hazankban is. Nagyteljesitményl transzformaciés rendszerek alapvetden fontos
szerepet jatszanak gének funkcidjdnak meghatarozdsaban. Konkrét, jelolt gének
hatdsat, a gén elhallgattatisidval (leszabdlyozds), vagy tiltermeltetésével
hatdrozhatjuk meg, de ehhez feltétlen sziikség van hatékony transzformécids
rendszerre. A dolgozat tovabbi része a kozvetlen génatviteli eljards és a vele
elérthetd eredmények bemutatdsara torekszik. A laboratériumunkban a 90-es
évek  kozepén  bevezetett és  azdta  jelentésen  tovédbbfejlesztett
részecskebelovésre alapozott moddszer eredményeit foglalja Ossze, hdrom
kiillonbozé génnel buzdban elvégzett — Ph.D. értekezésemhez kotddo - stabil
transzformaécios kisérlet eredményeinek 0sszegzésével.

4.2.1. Stabil transzformacios Kisérletek, plazmidok egyiittes bejuttatasaval

Az Mlo géncsendesitésre irdnyuld transzformdécids kisérleteinket a
markergént (pAHC20) és a célkonstrukcidt (pStarling) kiilon-kiilén plazmidban
tartalmazé, egy-egy  mennyiségi  részardnyban  kevert,  egyiittes
transzforméacidval végeztiik, az alabbi részeredményekkel.

Novényi oldalrél, a *CY-45" tavaszi buza genotipus éretlen embridit
hasznaltuk inokulumként. Kordbbi transzformécids tapasztalataink szerint,
laboratériumunkban ez a legjobb bitiza genotipus a részecskebelovésen alapul6
transzformécidhoz. A *CY-45’ genotipusnak kivald in vitro novényregeneracios
képessége, amely a hatékony génbeviteli rendszer egyik fontos mddszertani
alapja. Genetikai transzformdaciok esetén fontosak a recipiens genotipus un.
vadtipusu tulajdonsigai. A *CY-45" genotipus ismereteink alapjan lisztharmatra
érzékeny. Ebben a kisérletben a lisztharmat-fogékonysdg kifejezetten
eldnyOsnek latszik, a bejuttatott forditottan ismétlodd szekvencidk hatdsdnak
végso ellendrzésekor.

Kisérletiink sordn 0Osszesen 3650 éretlen embriét izoldltunk. Az izolélt
embridinkat dediferrencidltuk D,-es tdptalajon, a kalluszosodds az embridk
izoldldsa utdn 5-10 nappal megindult. fgy kaptuk a belovéshez a részben mar
dediferrencialt kalluszokat. Petri-csészénként 25 embridt raktunk le, €s 16ttink
be a két plazmid molekulaval (1. és 2. dbra, pStarling-A, pAHC20). A plazmid
oldatokat a kovetkez0 mennyiségben, egy-egy ardnyban adagoltuk az egyes
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transzforméciods kisérletekben: 3-3 ul, 5-5 pl vagy 4-4 pl (Anyag és mddszer: 4.
tablazat,).

Kisérletenként 50 db éretlen embriét, belovés nélkiilli kontrollként
kezeltiink. Ezeket a nem transzformalt embridkat a transzformécids 1€épés
kivételével ugyanigy kezeltiik, mint a transzformadltakat. A nem transzformalt
kalluszok a szelekciés molekula (PPT) hatdsara elhalvanyultak, fejlodést nem
mutattak, majd elpusztultak (12. abra). A transzformdcids kisérletben szerepld
kalluszok egy része, amelyek genomjiba nem integralddott a transzgén, szintén
elpusztultak. Ezzel szemben azok a kalluszok, melyekbe sikeresen bejutott és
feltehetéen expresszalodott a markergén, ott a regeneracié jelei mutatkoztak. A
szelekcids 1d6 eldrehaladtdval egyre jobban megerdsodd hajtaskezdemények
fejlodtek.

12. abra. A bal oldali Petri-csészében levé embridkon a regeneracio jelei
mutatkoznak, zoldiilni kezdtek. A jobb oldali Petri-csészében lathat6 a belovés
nélkiili kontroll embridk, melyek nem zoldiilnek, nem indultak fejlédésnek és

késobb elhaltak.

A regeneralést tovabb folytatva 707 darab novénykét dthelyeztiink egyedi
novényneveld csévekbe, ahol foszfinotricin tartalmi hormonmentes tiptalajt
alkalmaztunk 20 mg/1 ppt-t alkalmazva a szelekcidra (13. dbra). Ezzel sikeresen
kialakitottuk - éretlen embridkbdl kiindulva - a ppt szelekcion alapul6
transzgénikus novényi modellt, amely kisérletiink alappillére volt.

A 13. tablazatbdl jol lathat6, hogy az embridk regenerdloddsukat tekintve a
4-4 pl 150 pl etanolban felszuszpenddlt aranyrészecske bizonyult a
leghatékonyabbnak, itt a bel6tt embridk 37,42 %-a keriilt egyedi novényneveld
csovekbe (2 cm felett). Legkevésbé sikeres regeneralast inditottunk az 5-5 pl 84
ul etanolban felszuszpendalt kisérletiink sordn, itt mindossze az embridk 23,35
9-at tudtuk atrakni a ndvényneveld csovekbe.
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13. abra. A szelektiv koriilmények kozott inditott novényregeneralds
eredménye. A regenerdnsok egy része, egyedenként elkiilonitve, 6nalld
tenyésztocsOben.

Novényeink megfeleléen megerdsodtek, majd meggyokeresedtek a
szelektiv koriilmények kozott. Ezt kovetden Kkiiiltettiik Oket kozonséges
tiveghdazi neveléshez haszndlatos talajba, alulrdl nyitott PVC csovekbe (PVC =
polivinilklorid), zart rendszerli itiveghdzi koriilmények kozé. Novényeinket
védtilk az erds parolgastol, ezért polietilén, izoldlé zacskdval takartuk Oket,
majd igény szerint ezeket eltdvolitottuk. Sikeresen regeneralt novényeink szdma
106, mely szdzalékos hatékonysdgban - a kiinduldskori 3650 db embriéra
vetitve- 2,9 %. Plazmid molekula ardnyokra nézve a leghatékonyabb ndvényi
kitiltetést az 5-5 pl 84pl etanolban felszuszpendalt aranyrészecskék bizonyultak,
5,51 %-al. Mig a legkevesebb novényi kiiiltetést a 3-3 pl 84 ul etanollal végzett
kisérletiinkbdl kaptuk (10. tdbldzat). A kiiiltetést tilélé novényeink szdma 66
(1,8 %), elpusztult novényeink szdma 40 (1,09 %) volt.

Egy hét elteltével a kiiiltetést tiléld, zolden maradt novények DNS szintii
tesztelését végeztiik el. Kisérleteink célja a transzgénikus jelolt novények koziil
a ténylegesen (a bejuttatott DNS szekvencidkat tartalmazd) transzgénikus
egyedek azonositdsa. Molekuléris modszerekkel meg kellett dllapitanunk, hogy
a jeloltek valéban tartalmazzdk-e a beépitett géneket, és ezek kifejezddésre
jutnak-e a vizsgdlt novényekben. A megfelelden fejlodd, megerdsodott
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novényeinket két hét eltelte utdn 1%-os Finale 14 SL gyomirtdszerrel
permeteztiik le.

Permetezés utan életben maradt és elhalt ndvényi mintdk lathatok a 14.
abran.

14. abra. Az elhalt (a fold felszinén lathaté drapp szinii névény
maradvéanyok, nyillal jeldlve) és életben maradt transzgénikus jelolt novények
zart iiveghdzi nevelés alatt PPT permetezés utdn 14 nappal.

4.2.1.1. Transzgénikus jelolt novények molekularis jellemzése

Transzgénikus jelolt novényeinket molekuldris szinten vizsgaltuk, illetve
jellemeztiik. Célunk az volt, hogy DNS szinten is bizonyitsuk, valéban
transzgénikus novényekrdl van sz6. A transzgénikus jelolt novényekbdl és
kontroll novényekbdl (melyek transzformdcié nélkiil voltak regenerélva)
levélmintat vettiink, majd genomi DNS-t izoldltunk, melyeket PCR technikdval
tovabb vizsgéltunk (66 db ndvényi minta), a tobbi 40 ndvény elpusztult a
kitiltetés utdn. A kapott DNS mintdkkal PCR vizsgdlatot végeztiink a bar,
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szensz és antiszensz szekvencidra nézve. A novényi mintdk PCR analizisét
elvégeztiik.

PCR vizsgdlat sordn megéllapitottuk, hogy hdny tartalmazza a bar, a
szensz €s az antiszensz Mlol szekvencidt a transzgénikus jelolt novényeink
koziil. A kapott PCR termékeket gélelektroforézis technika segitségével
megvizsgaltuk (15. dbra; 16. dbra; 17. 4bra). Kapott eredményeinket a 12.
szamu t4bldzat mutatja, melyben megtaldlhatok azok a novények, melyek
talélték a kitiltetést, beldliik levélmintat vettiink, majd DNS-t izoldltunk. A
tdblazat mutatja a vizsgalt novényegyedek egyedi jelolését, a belovés sordn az
egyiitt transzformalt plazmid konstrukciok mennyiségét, valamint a vizsgalt
szekvencidkra specifikus PCR reakciok eredményét. A  tablazatbol
szembetinden latszik, hogy a szelekciés marker gén ugyanazon
novényegyedekben van jelen, amelyekben az Mlo génre célzott szensz €s
antiszensz szekvencidk is jelen vannak. Azokndl a novényeknél, ahol 84ul
helyett 150 pl etanolos higitast hasznaltunk, ezt kiilon feltiintettiik (a tablazat 4.
oszlopa). A PCR teszt elvégzése utan elvégeztiik a jelolt novényeink herbicides
permetezését, mely szintén teljes mértékben egybeesett a molekularis teszt
eredményével, a bar génre pozitiv 25 novényiink mindegyike tulélt, a nem
transzgénikus novények mindegyike elpusztult. Az egyiitt transzformacié DNS
szintll vizsgdlati eredményeit a 13. tdblazat utolsé harom oszlopdban foglaltuk
Ossze.
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12. tablazat. Kiiiltetett novények transzformaciéja €s a molekuldris teszt
eredménye. Az els6 oszlopban a DNS minta jelolését, a masodik oszlopban a
novények egyedi jelolése lithatd (Petri-csésze szadmal/in vitro ndvényegyed
sorszdma). A harmadik és negyedik oszlop jelzi az egyiitt transzformalt
plazmidokat és azok mennyiségét. A 150 ul etanolos higitdssal transzformalt
novények esetén a higitast kiilon jeloltiik. Az 5-7. oszlopban a PCR reakcidk
eredményei lathatok.

. Plazmidok
ml}nta Jele Plazmid :rén;fl;) Bar + Mio ‘Mlo
Szama szensz + | antiszensz +
(ul- pb)

1. | 64/2 | pStarling-A, pAHC20 5-5 pozitiv | pozitiv | pozitiv
2. 73/7 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
3. 64/3 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
4, 54/4 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
5. 41/4 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
6. | 69/7 | pStarling-A, pAHC20 5-5 pozitiv | pozitiv | pozitiv
7. 51/5 | pStarling-A, pAHC20 5-5 pozitiv | pozitiv | pozitiv
8. 59/9 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
0. 72/3 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
10. | 51/3 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
11. | 73/8 | pStarling-A, pAHC20 5-5 pozitiv | pozitiv | pozitiv
12. | 46/7 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
13. | 40/7 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
14. | 69/9 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
15. | 69/6 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
16. | 59/10 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -

: > > nagyobb
17. | 83/2 | pStarling-A, pAHC20 4-4 pozitiv | pozitiv fragment
18. | 82/1 | pStarling-A, pAHC20 4-4 - - -
19. | 114/1 | pStarling-A, pAHC20 4-4 - - -
20. | 26/5 | pStarling-A, pAHC20 3-3 - - -
21. | 26/5-2 | pStarling-A, pAHC20 3-3 pozitiv | pozitiv | pozitiv
22. | 27/4 | pStarling-A, pAHC20 3-3 - - -
23. | 17/2 | pStarling-A, pAHC20 3-3 pozitiv | pozitiv | pozitiv
24. | 5/3 | pStarling-A, pAHC20 3-3 pozitiv | pozitiv | pozitiv
25. | 86/1 | pStarling-A, pAHC20 4-4 pozitiv | pozitiv | pozitiv
26. | 80/1 | pStarling-A, pAHC20 4-4 - - -
27. | 94/1 | pStarling-A, pAHC20 4-4 pozitiv d;lga pozitiv
28. | 97/1 | pStarling-A, pAHC20 4-4 pozitiv | pozitiv | pozitiv
29. | 76/1 | pStarling-A, pAHC20 4-4 pozitiv | pozitiv | pozitiv
30. | 63/1 | pStarling-A, pAHC20 5-5 - - -
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31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.

73/15
14/2
65/3

117/5

105/5

116/4

129/15

40/14

972
20/5
4/1

136/2

128/3

127712
94/3
92/1

126/1
50/8
26/6
76/1

121/6
89/3
7177
62/1

124/3

77
82/2
78/1
88/4

127/1

119/3

141/2

11772
26/1

120/2
29/1

pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20
pStarling-A, pAHC20

5-5
3-3
5-5
4-4 1500l eth
4-4
4-4 1500l eth
4-4 150l eth
5-5
3-3
3-3
3-3
4-4 1500l eth
4-4 150l eth
4-4 150ul eth
4-4
4-4
4-4 1500l eth
5-5
3-3
4-4
4-4 1500l eth
4-4
5-5
5-5
4-4 150ul eth
3-3
4-4
4-4
4-4
4-4 150l eth
4-4 150ul eth
4-4 150l eth
4-4 150ul eth
3-3
4-4 1500l eth
3-3

pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv

pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv

pozitiv

pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv

pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv

pozitiv

pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv

pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv
pozitiv

pozitiv

A 66 novénybdl 25 esetben kaptunk bar génre nézve pozitiv eredményt, a

szensz €s antiszensz orientacioju inszertekre nézve szintén 25 minta bizonyult
pozitivnak. Kiinduldsi anyagunk 3650 embri6 volt, ez Petri-csészénként 25 db

éretlen embriét jelentett.

A Dbelovést 775 embriondl 150 pl etanol

hozzaadéasaval végeztilk, melyhez 4-4 pul pSTARLING-A, pAHC20 plazmid
molekulédt adtunk. Ebbdl a sorozatbdl minddssze 2 (0,25 %) minta bizonyult a
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bar, szensz €s antiszensz génre nézve pozitivnak. 950 embridndl a belovést 84
ul etanol hozzdadasaval végeztiik, melyhez 3-3 pul pSTARLING-A, pAHC20
plazmid molekulat adtunk, melybdl osszesen 6 (0,63 %) minta lett pozitiv a
vizsgdlt génekre nézve. 925 embridt, 5-5 pl plazmid molekuldt adtunk, 84 pl
etanol hozzdadéasa mellett. Illyen feltételek mellett 6 (0,64 %) minta bizonyult
pozitivnak a vizsgélt génekre nézve. Végiil 1000 embrid belovését végeztiik el
4-4 wl plazmid hozzdaddsaval, 84 ul etanol hozzdadédsdval. Pozitiv mintdink
szama 11 db (1,1 %) volt, a bejuttatni kivant génekre nézve.
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13. tablazat. Plazmidok egyiittes transzformaldasdval végzett kisérletek
Osszefoglald eredményei. A négy transzformdacids sorozat sordn alkalmazott
plazmid mennyiségeket €és a higitdishoz hasznalt etanol mennyiségét tiintettiik
fel a masodik oszlopban. A 3. és 4. oszlop mutatja a ndvényregenerdcid
eredményeit, a novények darabszamat és a szdzalékos aranyt a transzformalt
embridkhoz viszonyitva. Az 5-7. oszlop adatai mutatjdk a DNS szintll
molekuléris tesztek (PCR) eredményeit, ahol szintén a bevitt szekvenciat
hordoz6 novények egyedszamat és szazalékos értékét tiintettiik fel.

. Plazmid | Névények Kiiiltetett .
ﬁﬂ:‘t’tk arény, csében (db) névények Bar + Szensz+ antiszensz+
€ ( dbl)o etanol
(db) % db)| % |(db)| % |(db)| % |(db)| %

3-3

950 84 ul 103 | 10,84 | 14 | 1,47 6 0,63 6 0,63 6 0,63
5-5

925 84 ul 216 | 23,35 | 51 | 5,51 6 0,64 6 0,64 6 0,64
4-4

1000 84 ul 98 98 21 2,1 11 1,1 11 1,1 11 1,1
4-4

775 150 l 290 | 37,42 | 20 | 2,58 2 0,25 2 0,25 2 0,25

3650 707 19,37 | 106 | 2,90 | 25 | 0,68| 25 | 0,68 25 | 0,68

A belovéshez alkalmazott etanol mennyiségek alapjan megéllapitottuk,

hogy a 84 ul etanolban felszuszpenddlt aranyszemcsével végzett belovés joval
hatékonyabb, mint a 150 pl etanolban felszuszpendélt aranyszemcsével végzett
belovés, ahol a beldtt mintdk koziil minddssze 0,25 %-uk mutatott pozitiv
jelleget, ahogyan azt a 13. tdbldzat is mutatja.

Osszességében elmondhatd, hogy a 4-4 ul 84 ul etanolban felszuszpendalt
aranyszemcsével végzett kisérletiink volt a leghatékonyabb, 1,1 %-ban (11
novénynél) értiink el pozitiv eredményt az 100 beldtt embridra szamitva (13.
tablazat).
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A specifikus PCR reakciok gélképei (1-32. vizsgalt mintdval szemléltetjiik)
egyértelmii bizonyitékkal szolgdltak a bejuttatott szekvencidk jelenlétérol,
melyeket késobb a herbicides permetezés eredménye is megerdsitett.

15. abra MLO1 Bar PCR, 1-
32. minta:

1. sor: marker; 1-15. minta,

2. sor: marker; 16-30. minta,

3. sor: marker; 31-32. minta;
tires zseb; blank; plazmid;
negativ novényi kontroll

A gélképen jol lathatd, hogy a bar gén esetében 13 minta mutatott
pozitiv eredményt. Ugyanezen ndvénymintdkkal (1-32. minta) elvégeztiik a
PCR reakcidt a szensz és antiszensz Mlo szekvencidra tervezett primerparral is
(16. abra és 17. abra).

16. abra MLO1 Szensz PCR, 1-32.
minta:

1. sor: marker; 1-15. minta,

2. sor: marker; 16-30. minta,

3. sor: marker; 31-32. minta; iires zseb;
blank; plazmid; negativ ndvényi
kontroll.

17. abra Mlol Antiszensz PCR, 1-
32. minta:

1. sor: marker; 1-15. minta,

2. sor: marker; 16-30. minta,

3. sor: marker; 31-32. minta; iires
zseb; blank; plazmid; negativ
ndvényi kontroll.
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A szensz €és antiszensz Mlo PCR gélképén jol l4thatd, hogy a 32 izolalt
DNS mintabdl 13 pozitiv eredményt mutatott. Mlol szensz gélképén, a vizsgalt
mintdk koziil a 27. dupla savot mutat, Mlol antiszensz gélképén, a 17. minta
esetén a vartndl nagyobb méretli fragmentet kaptunk. Ezek a mintdk bar génre
vizsgdlva viszont pozitiv jelleget mutattak, a késobbiekben tervezett RNS szintii
vizsgalatokkal fogjuk majd tisztazni, van-e detektdlhaté génexpressziéo a
transzformalt novényeinkben. A PCR reakciét természetesen elvégeztiik a 33-
66. mintdkkal is a vizsgalt génekre nézve (12. tdblazat) is, de gélképeit itt most
nem mutattuk be.

4.2.2. Stabil genetikai transzformaci6 MsALR gént tartalmazé
transzformansok létrehozasara és a transzformansok DNS szinti
vizsgalata

Az MSALR génnel transzformalt biiza vonalaink 1étrehozdsa a kozvetlen
génbeviteli modszer alkalmazdsanak egyik tipikus példdja. Ebben az esetben a
cél (MsALR) és marker gént egy vektor molekuldba beépitve egyiitt
transzformaltuk buizdba. Az anyag és modszer fejezetben leirt transzformécios
eljarast hajtottuk végre és a kisérlet eredményei az alabbiakban taldlhatok.

A transzformdaciét megalapozé eldtenyésztés az itt bemutatott Ot
kisérletben is 7 €s 9 nap kozott valtozott, ami 1ényegében azonos fejlettségi
allapotot jelentett a bel6tt embridk esetében. Az ot kisérletben sszesen 4025 db
éretlen embrié eredetli kalluszt transzformaltunk. A transzformdlt embridk
mennyiségét alapvetden meghatdrozta az aktudlisan rendelkezésre 4llo,
megfeleld fejlettségi dllapotu éretlen szemek mennysége, tovabbd az egy f6
altal egyszerre kezelhet6 novényi alapanyag.

Az els6 hdrom transzformdcids kisérletben idedlis édllapotu, iiveghdzi
koriilmények kozott nevelt novényi alapanyagot haszndltunk. Novényeink
természetesen nem érték el a tenyészkerti koriilmények kozott tapasztalhatod
méretet, de az éretlen embridk fejlettsége egységes volt, mig a negyedik és
0todik transzformdcids sorozatban tenyészkerti novényanyagot hasznéltunk. Az
tiveghdzban felnevelt novényeink magassdgban, bokrosoddsban, fejlettségben
jelentdsen elmaradtak a tenyészkertben szedett donor kaldszoktdl, mégis az
embridok fejlettsége a kaldszokon beliill sokkal kiegyenlitettebb volt. A
tenyészkerti novényanyag éretlen embridi azonos fenofazist tekintve méretben
is megeldzték az iiveghdz eredetii novényeket.

Az embridizolélédst kovetd eldtenyésztési szakasz 2 mg/l 2,4-D tartalmu
szilard taptalajon a biiza embridk sejtjeinek gyors osztédasat eredményezte. A
buza differencidlodott szovetei — a kiilsdleg adott auxin hatdséra - rovid 1d9 alatt
a dedifferencidlodés irdnydba osztddtak tovabb. Megindult a kalluszképzddés,
de a 7-9 napos eldtenyésztés utin szabad szemmel még érzékelhetd volt az
embridk differencidlodott struktirdja. A belovést megel6z6 ozmotikus kezelés
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szemmel alig lathat6 valtozassal jart, kordbbi tapasztalatok szerint eldny0s
hatdssal bir a transzgénikus jeloltek regenerdlé-képességére. A belovés
kortilményei, az anyag és modszerben taldlhat6 protokoll szerint folytak.

A Medicago sativa eredetii aldoz-reduktiz génnel végzett
transzformécios kisérlet eredményeinek osszefoglaldsat a 14. tablazat Osszegzi.

14. tablazat. Az MsAlr génnel végzett transzforméacios kisérletek eredményei.
Az 1-3. kisérletben iiveghdzi, a 4-5. sorozatban tenyészkerti névényanyagot
hasznéltunk.

Talaiba Hatékonysag,
Transzformacios | Bel6tt In vitro Kiilt eJtett bar+ ALR+ | transzgénikus
kisérlet jeldlése | embrid | névénykek | ..° névények | Bar+ | ndévény/100
névények .
embrid
(db) |(db)| % |(db)| % | (db) % (db) %o
1. 975 | 95 | 9,74 | 26 [2,67| 10 | 1,03 8 0,82
2. 1050 |234|22,29| 15 |1,43| 3 0,29 3 0,29
3. 800 |115(14,38| 12 | 1,5 5 (0625 5 0,625
4. 575 | 89 |15,48| 3 |0,52| 2 0,35 2 0,35
5. 625 |[152(24,32| 3 (0,48 1 0,16 1 0,16
Osszesen 4025 |685|17,02| 59 (1,47 | 21 0,52 19 0,47

A 14. tdblazat adataibol jol lathat6, hogy a kéthetes kalluszindukcids
fazis és az azt kovetd tobb mint négyhetes regenerdcids, szelekcids szakasz
minden esetben nagyszamu transzgénikus jelolt novényt eredményezett. A
novényregenerdcié e fazisdban minden esetben a jelolt novénykék nagyfoku
mozaikossagaval kell szdmolni (kimérdk). A 685 db in vitro, 2 cm nagysagot
elért novény kozil minddssze 19 novény lett molekularis tesztekkel is
bizonyitottan transzgénikus. Mind az ot kisérlet sordn kisérletenként 50 db
embriét nem transzformdlt kontrollként haszndltunk, melyeket a kisérletben
részt vevé embridk transzformaciéjat kovetden azokkal azonosan kezeltiink.
Ezekben a tenyészetekben egyaltaldan nem tapasztaltunk novényregenerdlodast.
Minden transzformdacié nélkiilli kalluszunk az elsé szelektiv t4ptalajon
kifehéredett, elhalvanyult és elpusztult. Ezzel szemben minden transzformalt
tenyészet kalluszai zoldiilni kezdtek. A zoldiilés soha sem az egész kalluszt
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érintd folyamat volt. Egyes pontokbdl kiindulva, a taldlatot kapott sejtek,
sejtcsoportok zoldiilése volt megfigyelhetd. A zold részek ezt kovetden egyre
erdteljesebb novénykezdeményekké alakultak. Habdr a szelekci6 els6 fazisaban
még minden tenyészet nagyszamban tartalmazott z6ldiilo kalluszt, a szelekcids
folyamat eldrehaladtdval szamuk minden esetben 1épésrdl 1épésre jelentOsen
csokkent. A regenerdcio utolsé szakaszat elérd, kb. 2 cm-t meghaladd, hajtast és
gyokeret novesztd novények 9,74 - 24,32 Y%-ban voltak elbéllithatok a
kiilonbozd kisérletekben. Az egyedi novényneveld csovekben tovabb szelektalt
novények- az erds szelekcié hatdsdra- vagy elpusztultak, illetve megallt a
novekedésiik, vagy beldlik egészséges gyokérzetet fejlesztd, {iiveghazi
kortilmények kozé kiiiltethetd transzgénikus jelolt novénykéket kaptunk. Ezek
szazalékos ardnya erételjesen lecsokkent, mindossze 0,48 - 2,67 % kozott volt.
Ez az eredmény a bejuttatott konstrukcio nagyfoku kezdeti instabilitasara illetve
erds mozaikossagra utalt. Az iiveghazi koriilmények kozé, talajba Kkiiiltetett,
meggyOkeresedett novénykéinkbdl ezt kovetben genomi DNS mintat
tisztitottunk, majd specifikus primerek felhaszndldsaval ellendriztik a
transzgének jelenlétét. Vizsgalatokat végeztiink mind a szelekcidés markergénre,
mind az MsSALR génre nézve. Az ot transzformacids sorozatbol Osszesen 21
transzgénikus novényt kaptunk, ezek koziil kettd esetben csak a szelekcids
markergén volt kimutathat6, 19 novénynél mindkét gén jelenlétét igazolni
tudtuk. A specifikus primerekkel végzett PCR reakcié eredményét a 18. dbra
mutatja.
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18. abra. Az elsé 41 transzgénikus jelolt novény PCR reakcidjanak képe az
MsALR génre specifikus primerekkel. Minden sor elsd oszlopdban
molekulatomeg marker taldlhatd. Az utolsé harom minta: - kontroll novényi
minta; pozitiv kontroll névény; pAHALR plazmid kontroll.

A Medicago sativa eredetii ald6z-reduktdz génnel végzett
transzformécids kisérleteinkben sikerrel vittiik at buzdba mind a célgént, mind a
szelekciés markergént. A PCR reakcidval végzett tesztelés utin két olyan
novényt taldltunk, melyben a markergén jelenlétét igazoltuk, de az alddz-
reduktdz gén jelenléte nem volt bizonyithatd. A bar szelekcidra éEpiild
transzformécids rendszer sajatossdgabol adéddan forditott helyzet nem fordult
eld. Minden aldéz-reduktdz gént hordoz6 névényben kimutathaté volt a bar gén
jelenléte. A kisérleteket 0sszegezve megallapitottuk a szaz bel6tt embridra jutd
transzgénikus novények ardnyat. A kiilonbo6zo kisérletekben a transzformécio
hatékonysédga 0,16 - 1,03 %-os volt a bar génre nézve. A célgént tekintve 0,16 -
0,82 %-os hatékonysagot sikeriilt elérni.

4.2.3. NBS-LRR levélrozsda rezisztenciaban jelolt gének stabil
transzformacidja

A buza levélrozsda-rezisztencia kialakitdsara végzett transzformdacids
kisérleteinkben a leggyakrabban alkalmazott CY-45 btiza genotipus mellett,
kisérletbe vontuk a GK Tavasz tavaszi buzafajtat is. Tavaszi fajta 1évén- a
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vernalizacios igény nélkiil- alkalmas alanynak tint az NBS-LRR tipusu
génanaldgokkal végzett kisérletekben. A dolgozatban hét, kiillonbozé NBS-LRR
rezisztenciagén-analogokkal végzett transzformécids sorozat eredményeit
mutatjuk be.

A biotikus ellenéllésag fokozasat tekintve transzformdcidés modszerrel
mindeddig kevés adat allt rendelkezésiinkre. Mds fajokban (rizs, arpa, kukorica)
igen biztat6 eredmények lattak napvildgot, melyek transzformécidja buzaban
nagy jelentéségli lehet nemesitési szempontb6l €s hozzdjarul az adott gén
funkcigjanak részletes megértéséhez.

Az NBS-LRR génanalégok izoldlasit a kivalé rezisztencia
tulajdonsagokkal rendelkezd Triticum monococcum ,,Albini” vonalon kezdte el
harom évvel ezel6tt fontos kooperdcids partneriink Dallmann Géza, aki
megszekvendlt szamos domén-homoldgia alapjan izolélt rezisztenciagén analdg
/RGA/ DNS fragmentet. A novényi stabil transzformadldsra alkalmas klénokkal
a buza transzforméciét a GK KhT-ban végeztik el. A transzformdcios
eredményeink szdmszerii adatait a 15. tdblazat foglalja 6ssze.

E transzformaciok sordn a jol bevalt bar herbicidrezisztenca-gént
hasznaltuk szelekciés markerként. Sikeres transzformdciot hajtottunk végre
harom kiilonboz6 T. monococcum eredetiit NBS-LRR rezisztenciagén analoggal
(361, 362, 363). Sikeresen jutattuk be ezek antiszensz formaban vektorba épitett
valtozatat (371, 373) a GK Tavasz tavaszi fajtdba, valamint két kiilonboz0, rizs
(Oryza sativa) eredeti NBS-LRR génanalégot juttatunk be a CY-45
genotipusba. Az Osszesen 3150 éretlen buza embrid transzformacidja soran 34
fliggetlen transzformans vonalat allitottunk eld, ami 100 transzformalt embridra
vetitve 1,08 %-os atlagos hatékonysdgnak felelt meg. A Triticum monococcum
eredeti rezisztencia anal6g gének szensz orientdcidju bevitele 1,21 %, 0,83 %,
és 1,78 %-os hatékonysagu volt. A GK Tavasz in vitro regeneralo képessége
jelentdsen gyengébb a CY-45 genotipusndl. Ez a kalluszindukcids 1épés sordan
megmutatkozd gyengébb mindség jelentkezett a kisérletek sordn is. Az
antiszensz orientdciéban bevitt génekkel torténd transzformacié itt 0,89 % és
0,44 %-os hatékonysdgd volt. Az Oryza eredetli rezisztenciagének
bejuttatdsanak hatékonysaga 1,47 és 0,62 %-os volt, 7 és 2 db transzgénikus
novényt regenerdltunk. Figyelemre méltd, hogy a regenerdlt, egyedi
novényneveld csovekbe helyezett transzgénikus jelolt novények ardnya az
Osszes kisérlet atlagaban eléri a 31,52 %-ot, mig a GK Tavasz esetében ez
mindkét kisérletben 10 % alatt maradt (8 és 9,78 %).
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15. tablazat NBS-LRR tipusu génanalégokkal végzett transzformdacids kisérletek eredményének osszefoglalé adatai.

Kisérlet Belott | s vények Talajba bar+ NBS- t}rlsrt;l;ogglsl?fs
1serie Felhasz- | embrick | " gben Kiiiltetett ovanro | LRR#, névéf 1100
sorszama NBS-LRR kl6n nalt szdma & novények y Bar+ Y
. embrio
genotipus
(db) | (db) % @) | % | @b | % (db) %
1. 361 (T. monococcum) | CY-45 825 322 13903 | 53 |642| 10 | 121 10 121
2. 362 (T. monococcum) | CY-45 725 257 | 3545 | 39 |538| 6 |0.83 6 0.83
3. 363 (T. monococcum) | CY-45 350 166 47,43 21 6 6 1,71 6 1,71
4. 3TL(T. monococcum) | g voaca| 225 | 22 | 978 | 6 |267| 2 |oso| 2 0,89
antiszensz
5. 373(T. monococcum) | sy o vacs | 225 18 8 4 178 | 1 | 0,44 1 0,44
antiszensz
6. 15.2 (Oryza sativa) | CY-45 475 109 | 22,95 16 337 7 | 147 7 1,47
7. 25.4 (Oryza sativa) | CY-45 325 99 | 3046 7 215 | 2 | 062 2 0,62
Osszesen 3150 | 993 | 31,52 | 146 | 4,63 | 34 | 1,08 | 34 1,08
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A sikeresnek bizonyulé novényregenerdciét kovetden novényeinket
tiveghdzi koriilmények kozé iiltettiik ki. Kéthetes akklimatizdcié utdn a
megerdsodott novényekbdl DNS mintét tisztitottunk a bar génre és az adott
NBS-LRR rezisztenciagénre specifikus PCR reakcidkhoz, majd herbicides
permetezéssel szelektdltuk az esetleges megmenekiilt novényeket. A PCR
reakciok eredménye bizonyitotta a transzformicid tényét. A markergén és a
rezisztenciagének jelenléte minden transzformdciés esemény esetében
egybeesett. Nem taldltunk olyan novényt, melyben a markergén jelenléte
mellett nem lett volna kimutathaté a rezisztenciagén. A 19. dbrdn a 361-es
rezisztencia analdég génnel transzformalt novények specifikus primerekkel
végzett PCR reakcidjdnak gélképe lathato, a 20. képen a 15.2 rezisztenciagén
analdg transzformans névények mintdinak gélképe.

19. abra. Triticum monococcum eredetii, 361-es NBS-LRR génanaldggal
transzformélt novények specifikus PCR reakcidjanak gélképe. Az elsd
oszlopban molekulatomeg marker taldlhat6. 2-8. oszlop: pozitiv (2, 3, 5, 8) és
negativ (4, 6, 7) transzgénikus jelolt novénykék mintdi. Az utols6 harom minta:
- kontroll negativ névényi minta (9); blank (10); plazmid kontroll 11).
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20. abra. Oryza sativa eredetii, 15.2-es NBS-LRR génanal6ggal transzformalt
novények specifikus PCR reakcidjdnak gélképe. Az els6 oszlopban, mindkét
sorban molekulatomeg marker taldlhaté. 1 sor, 2-13. oszlop: pozitiv (3, 5, 7, 12,
13) és negativ (2, 4, 6, 8, 9, 10, 11) transzgénikus jeloltek mintéi. A 2. sor 2-7.
oszlopdban negativ (2, 3, 4) és pozitiv (5, 7) jelolt mintdk lathatok. Egy iiresen
hagyott zsebet kovetden az utolsé harom minta: - kontroll névényi minta (9);
blank (10), plazmid kontroll (11).
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5. MEGVITATAS
(KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK)

Az utébbi évek kutatisainak eredményeként egyre tobb informécidval
rendelkeziink gazdasdgi novényeink genetikai informécidjat illetden. A nagy
genom projektek sordn meghatarozott DNS szekvencidk adatait azonban
értelmezni kell a genetikai anyag (gének) funkcidjat illetéen. Nagy feladat elé
allitja a novénygenetikaval foglalkoz6 kutatokat a genetikai informacidban rejloé
funkciok felderitése. Kiilonos jelentéséggel birnak a mezdgazdasig és az ipar
szdmdra is hasznosithatd génfunkciok. A mezdgazdasdgi gyakorlat szamara
kiemelten fontos tulajdonsdgok legtobbszér komplex, tobb gén Altal
meghatdrozott jellegek (pl. szdrazsagtiirés, biotikus ellendllo-képesség,
fagytiirés, stb.), ezért sziikkség van a gének nagy szdmdnak a tesztelésére. A
nagyteljesitményli tesztrendszerekkel nagy valdszinliséggel megallapithato,
hogy mely géneknek lehet hatdsa bizonyos élettani funkciéban, azonban ekkor
még csak feliiletes informdcidval rendelkeziink egyes géneket illetben. Az
altalunk kidolgozott mddszer - amellett, hogy segitségével gének szizait
elemezhetjilk - informdciét szolgdltat a komplex tulajdonsdg bizonyos
részteriiletére vonatkozéan. Az igy szerzett adatok birtokdban kivalaszthatjuk
azokat a géneket, melyeket részletesebb tesztelésnek vetiink ala. Ilyen részletes
génfunkcid-vizsgalat végrehajthatd transzgénikus novények elddllitdsdval, a
gének kikapcsoldsdval, vagy tiltermeltetésével. A dolgozat masodik felében
leirt stabil transzformdcids kisérletek eredményei ehhez nyujtanak kisérleti
alapot.

5.1. Tranziens génexpresszios tesztrendszer egyedi génfunkcié vizsgalatara

A funkciondlis genomikai megkozelitések megkovetelik a fenomikai
eszkozok  elérhetdségét. Fontos a mennyiségi tulajdonsiagok nagy
ateresztOképességli értékelése, melyhez a természetes €s indukdlt genetikai
varidciok adnak megfeleld alapot. Az itt lefrt dehidraticids stresszben hasznalt
TIGS rendszer, az arpdban mar egy masodik fenomikai eszkoz, a lisztharmat
elleni védekezésben érdekelt gének tesztelésére 1étrehozott tranziens vizsgélati
rendszer utdn (Douchkov és mtsai. 2005). A most méar rendelkezésre allo két
TIGS sziir6 eszkoz lehetdvé teszi tobb szdz, akar néhany ezer gén tesztelését a
dehidratéci6 tolerancidban, vagy a patogén rezisztencidban betoltott lehetséges
szerepének tisztazasat. Fontos, hogy ez a cél kozvetleniil elérhetd a célzott
novényfaj adott fajtdjan anélkiil, hogy sziikség lenne modell rendszerek
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alkalmazdaséra, mint példdul a Nicotiana benthamiana, az Arabidopsis thaliana,
emlOs sejtvonalak vagy élesztd, ahol mar nagy ateresztOképességli fenomikai
eszk6zok dllnak rendelkezésre (Warringer és mtsai. 2003, Brigneti és mitsai.
2004, Silva és mtsai. 2004, Devi és mtsai. 20006).

5.1.1. A tranziens indukalt géncsendesitési rendszer (TIGS) hasznalataval
elérheto teljesitmény

A tesztrendszerek informdécidszolgaltatd-képességén kiviil fontos
paraméter az egy személy altal, idoegység alatt tesztelheté gének szdma. A
TIGS rendszer jelenlegi ateresztOképessége dehidraticids stresszben érdekelt
gének tesztelésére kb. 40 gén/f6/honap. Mindemellett lehetdség van a rendszer
ateresztOképességének tovabbi novelésére a mikroszkopos vizsgdlatok
robotizalasaval, mint az mar megvaldsult a TIGS szurés
betegségrezisztencidban valé alkalmazédsakor (Ihlow és mtsai. 2008). A
kifejlesztett tesztrendszer egyedi sajatossagdbdl addéddan jelentds mikroszkopi
hétteret igényel. A fluoreszkal6 transzformalt sejtek automatikus képfelismerd
rendszerek dltal torténd szamldlasa jelentds kiegészitése lehet a TIGS
rendszernek, azonban az esetenként erds autofluoreszcencia jelenleg nagy
kihivast jelent a hisztokémiai festéssel jelolt GUS expresszald sejtek
automatikus detektdldsdhoz képest. Személyenként havonta 80-100 gén
tesztelését redlisan megvaldsithatonak tartjuk, abban az esetben, ha az RNAi
vagy tiltermeld konstrukciok mar készen allnak a transzformdaciéhoz. Mindent
egybevetve, a TIGS rendszert a dehidraticiéban érdekelt gének tesztelésére
kozepes vagy nagy ateresztd képességli tesztrendszerként jelolhetjik meg,
kiilonosen, ha osszehasonlitjuk mds, arpdban hasznalt funkciondlis genomikai
eszkozokkel, mint pl. a TILLING (Targeting Induced Local Lesions in
Genomes) vagy a transzgénikus novények elddllitdsa, melyek becsiilt
ateresztOképessége 1 gén/fé/hdnap fenotipizdlassal egyiitt (Caldwell és mitsai.
2004, Zhao és mtsai. 2006).

5.1.2 A tranziens indukalt géncsendesitési rendszer (TIGS) értékei és
korlatai

A dehidrataciés  stressz-tolerancidra  szolgdlé TIGS rendszer
génfunkcidk felderitésében lehet hatékony eszkoz az aszdllyal Osszefiiggd
probléma néhany szempontjara vonatkozdan. E specidlisan géncsendesitési
konstrukcidkkal kidolgozott rendszerrel komplementicid, vagy tranziens
overexpresszids vizsgdlat ugyandgy végrehajthatd tranziens, egyedi sejt
rendszerben.
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ElGszor is e rendszerrel nem tesztelhetok az elkeriiléssel kapcsolatos
jellemvondsok, mint az epikutikuldris viaszréteg vastagsaga és Osszetétele, vagy
a sztomazarddas. Mivel a célzott géneket csak az egyedi epidermisz sejtekben
hallgattatjuk el, nem tudunk olyan géneket sem tesztelni, amelyek az oldott
anyagok mobilizdlasdban jitszanak szerepet.

Tesztrendszeriink azonban képes feltirni a sejtes tdlélést, fehérjék
védelmét a denaturdciotdl és karosoddstol, valamint az enzimatikus fehérje
lebomlast. Valoszinlileg mind a vizvesztés, mind a reaktiv oxigén fajtak (pl.
H,0,) felhalmozdédasa gatolhatja a DsRed kialakuldst. Jelenleg még nem
tisztazott, hogy e stressz kovetkezmények koziil melyek a legartalmasabbak,
mivel a protektiv gének nagy hdnyadat még nem tesztelték egyenként ezekre a
kovetkezményekre.

Korlatozott szdmu- kordbbi ismeretek alapjan jol jellemzett- jelolt gén
felhaszndldsdval bizonyitottuk koncepcionk helyességét a TIGS rendszer
mikodoképességére, dehidraticids stresszelt arpdban. Ezek a gének a HYDRF1
DREB2 tipusd transzkripcids faktor, a HvDhn6 dehydrin, a LEA proteinek
csoportjdba tartoz6 HVAL és a vakuolar Na*/H" antiporter HYNHX1 fehérjét
kédoljak. Erdekes médon a HVAI elcsendesitése, amely HYDRF1 kozvetlen
downstream célpontjainak egyike (Xue és Loveridge 2004), szintén a DsRed
jelentds csokkenését okozta. Jelezve, hogy a TIGS rendszer elég érzékeny a
génfunkciok felfedésére, nem csak a kulcs szabdlyozok (HvDRF1) el6re 14that6
episztatikus hatdsa, hanem a fontos downstream védelmi fehérjék esetén is. A
HvDRF1 mRNS alapszinten elég magas értéken volt jelen, de tranziensen
elcsendesitve nem csokkentette a DsRed fluoreszcencidt a nem stresszelt
levelekben. Ez azt sugallja, hogy a HvDRFI protein poszt-transzlacids
aktivicion megy keresztiil a stressz sordn, vagy a kordbban meglevd
funkciondlis fehérjének nincs haztartdsi (housekeeping) funkcidja a sejtekben.
A HVAI1 csendesités hatdsa nem volt meglepd, mert ezt a gént, mint
aszélytlirést fokozé gént jellemezték a transzgénikus megkozelitésii kisérletek
egész sordban, kiilonb6zd novényfajokndl, ideértve a buzét is (Xu és mitsai.
1996, Bahieldin és mtsai. 2005, Fu és mtsai. 2007). A HvNHX1 aszélytlirésre
gyakorolt kedvezd hatdsat szintén igazoltdk transzgénikus novényekben
(Fukuda és mtsai. 2004). A HvDRF1 és HvDhn6 csendesitésének itt kimutatott
hatdsa elsoként demonstralja a kddolt fehérjék védo funkcidjat, habar korabban
mar kimutattdk mds dehydrinek védo hatdsit enzim aktivitasban in vitro (Reyes
és mtsai. 2005). Osszefoglalva, e négy funkciondlisan jellemzett jelolt gén
segitséget jelent az darpa molekuldris markerfejlesztésben, koszegregicio
tesztelésére és az aszalytiirés QTLekkel valé kapcsoltsdganak kimutatdsara arpa
térképezésben, illetdleg kapcsoltsag-genetikai populdciokban. A TIGS egy
tovabbi igéretes felhaszndldsi lehet0sége lenne transzgénikus drpa novények
eldallitdsa, melyek a megfeleld6 RNAi konstrukcidkat vagy a szdrazsagtiird
genotipusok introgresszalt gén haplotipusat hordozzdk. Az itt tesztelt gének kis
csoportja a DREB?2 tipusu és a Dhn multigén csaldd kettd, illetleg harom tagjat
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tartalmazta. Mindazonaltal géncsalddonként mar egy RNAi konstrukcié is
jelentds fenotipusos hatdst mutatott.

Ez megnyitja a lehetdséget a TIGS rendszernek multigén csaladok (pl.
Dhn vagy CBF) szisztematikus elemzésére arpaban, hogy tisztabb képet
kapjunk az egyedi gének élettani szerepérdl. Mindazonéltal, a csalad méretii
TIGS megkozelitések egy kifinomultabb konstrukcidtervezést igényelnének
anndl, amit itt alkalmaztunk. Mert mind a harom RNAi konstrukciorél, amelyek
Dhn géneket céloznak meg, ugy taldltuk, hogy nagyrészt atfedo sajatossidgaik
vannak, ahogy azt az “siRNA Scan” szamitogépes program is kimutatta (Xu és
mtsai. 2006). Ugy latszik, hogy valészintileg a hdrom Dhn-RNAi konstrukcié
kiilonb6z6 fenotipikus hatdsa a kiilonboz6 RNAi hatékonysdgnak volt
koszonhetd. Ez lehetségesnek tlinik, mert a célszekvencidk nagyrészt nem
voltak atfedok (adatok nincsenek feltiintetve). A HvDhn8 -ra tervezett RNAi
konstrukcié szintén csak statisztikailag nem szignifikdns hatdst mutatott,
koszonhetden az iires vektor kontroll adatok nagyobb szorasdnak, ezért ezek
valészintileg fals negativ eredmények. A TIGS rendszer ateresztOképessége
lehetdvé teszi, hogy olyan jelolt gének sorat teszteljiik, melyeket vizhidny vagy
aszdly stresszelt arpaban upreguldltként publikdltak. Ez lehetévé teszi, hogy
elkészitsilk a dehidratiacid tolerancidt megalapozd, és igy az arpa extrém
széarazsagtirését meghatarozo gének elsé funkciondlis leltarat (Talame és mtsai.
2007). A DsRed alapi TIGS rendszert a jovOben érdemes lehet még
kiterjeszteni arpa hidegtiirés tesztelésére is. Az arpa nemcsak gazdasdgilag
jelentds, hanem modell novény is, kiemelt fontossagu a bonyolultabb genom-
szerkezetll buza kutatdsdhoz.

5.2. Genetikai alapanyagok létrehozasa stabil genetikai transzformaciéval
funkcionalis genomikai kisérletekhez

Az egyes gének funkcidjanak felderitésében a mutdnsok elemzése
mellett, a gének genetikai transzformécidjdval (elcsendesitésével vagy
overexpresszidjaval) szerezhetjilk a legatfogébb képet. Dolgozatom mésodik
fele a biotikus és abiotikus rezisztencidval kapcsolatban végzett transzgénikus
novény-eldallitds eredményeirdl sz6l. A harom transzformacios kisérlet génjei a
Medicago sativa eredetli aldoz-reduktdz gén, melynek az abiotikus
stressztliroképesség fokozasdban van jelentdsége (Oberschall és mtsai. 2000). A
biza Mlo génjének elcsendesitése, az drpaban régéta ismert mlo lisztharmat-
rezisztencia mintdjara keriilt a figyelem kozéppontjdba. A buza levélrozsda
fokozédsara transzformalt NBS-LRR tipusu rezisztenciagének szerkezeti
hasonlésaguk alapjan perspektivikusak stabil transzformécids kisérletekhez.

A genetikai transzformdciokhoz ma mar a modszerek boséges vdlasztéka all
rendelkezésre. Ezek koziil az egysziki transzformécidban csupan az
Agrobacterium altal kozvetitett és a kozvetlen, részecskebelovésen alapuld
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modszer terjedt el. Az agrobaktériumos transzformdacié szamos elonye ellenére
a kozvetlen génbeviteli mddszer mellett dontottink. A nemzetkozi
szakirodalom dltal publikdlt adatok megerdsitik tapasztalatainkat, a részecske-
belovéses transzformécidval elérhetd transzgénikus novény hozam meghaladja
az agrobaktériumos transzformaci6 hozamat. A két moddszer eldnyeit és
hatranyait mérlegelve, (Vasil 2007, Altpeter és mtsai. 2005) dontésiinket a
belovéses transzformacidval kapcsolatos évtizedes modszertani tapasztalatunk
birtokdban hoztuk meg.
Mindhdrom transzforméciés kisérletben az intakt, jelolt novények
permetezésére 0,5-1%-os Finale 14 SL permetszert haszndltunk, amelynek
gyéri kiszerelése 14 % PPT hat6anyag tartalmi. Tehat a felhaszndlt permetszer
700-1400 mg/1 PPT hatdéanyagot tartalmazott. Az in vitro szelekcié soran 5-20
mg/l dézist alkalmaztunk. A mddszer 1ényegébdl adéddan eléfordult, hogy a
novények a transzgént tekintve szoveti szinten mozaikosak voltak, un. kimérak,
melyek egyardnt tartalmaztak transzgénikus és nem transzgénikus szoveteket. A
kiilonbozé ardnyban taldltunk un. megmenekiilt novényeket, melyek a
szelekcids szakaszt tulélve regenerdlédtak, de nem hordoztdk a transzgént. A
permetezést kovetden néhany esetben eléfordult, hogy a tobb hajtasti novények
egyik fele elhalt, a transzgént hordoz6 hajtasok viszont tilélték a permetezést.
Azt is fel kell vetniink, hogy a PPT szelekcié nem a legkedvezdbb
szelekcids rendszer, vannak megszokd novények. Néhany évvel ezelott, amikor
még kaphat6 volt a Bialaphos,- mely sokkal alkalmasabb volt szelekcidra -
kevesebb volt a megmenekiilt n6vények szdma. Sajnos ma mar nem lehet ehhez
hozzajutni.
A transzformdcidval 1étrehozott Osszesen 78 transzgénikus vonal hasznélhat6
alap az atfogé funkciondlis vizsgalatok elvégzéséhez.

5.2.1. Az Mlo gén csendesitésére iranyulo6 genetikai transzformacio

A stabil genetikai transzforméciéval 1étrehozott novények esetén egyre
nagyobb ellendlldis mutatkozik a szelekciéra haszndlt markergénekkel
kapcsolatban, amennyiben ezek valamilyen antibiotikumot koédolnak. Az
egysziklli transzformécidkban a leghatékonyabb szelekciét lehetové tevd
antibiotikum rezisztencia gének sem engedélyezettek, ha az alapkutatdson tul
gyakorlati felhasznélds keriil széba. Jogos igény tehdt, a markergén-mentes
transzgénikus novényi alapanyagok eldallitasa. Ennek megvaldsitasara jelenleg
mar tobb haszndlhat6 mddszer 4ll rendelkezésre, pl. helyspecifikus
rekombinacié, homolég rekombindcid, transzpozicid, kotranszformacié (Hare
és Chua 2002). Az Mlo géncsendesitésre irdnyuld transzformdcios
kisérleteinkben a kotranszformdcids technikdval kivantuk biztositani a
kovetkezd generdciok markergén-mentességét. A célgént és a szelekcids
markergént két kiilon plazmidon juttattuk be a recipiens genomba. A markergén
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és a célgén, az irodalmi adatok szerint és a sajit eredményeink szerint is, egyiitt
transzformélhat6. A legtobb irodalmi adat alapjén a transzgén beépiilés, a kiilon
plazmidok esetén egymastol fiiggetlen lokuszokra torténik, ami éltal lehetdség
van az utédgeneraciokban markermentes vonalak kialakitasara (Rooke és mtsai.
2003, Yao és mtsai. 2007). A transzgének 0roklddése domindns jellegli volt, de
a Mendeli 6roklddés nem minden esetben figyelhetd meg (Rooke és mitsai.
2003).

Kisérletiinkben CY-45 tavaszi btiza genotipus genetikai modositasaval
foglalkoztunk. Célul tiiztiik ki a biiza Mlo génjét elcsendesiteni egy, az Mlo
génre tervezett szekvencidkat szensz és antiszensz formédban hordozo
plazmidkonstrukcié bejuttatdsdval, igy poszttranszkripcidés géncsendesitéssel
létrehozzuk a lisztharmat elleni rezisztenciat. Kooperacids partneriink egy
vektor molekulat hozott létre, mely szensz és antiszensz orientdcidban
tartalmazza a buza genomjaban elhallgattatni kivant gén szekvencidjat. Mivel a
plazmid molekula nem tartalmaz szelektdlhat6 marker gént, ezért a
géncsendesitésért felelds plazmidunkat egyiitt transzformaltuk a bar gént
hordoz6, pAHC20 plazmid molekuldval, amellyel kordbban mar masok, (Vasil
és mtsai 1992, Becker €s mtsai 1994) és sajat laboratériumunk (Pauk és mtsai.
1998) is hozott 1étre transzgénikus ndvényeket.

A nemzetkozi szakirodalomban mar tobb, gyakorlatban is alkalmazhatd
tranziens expresszion nyugvo tesztrendszert is ismertettek lisztharmat elleni
rezisztencidban érdekelt gének genomikai sziirésére. (Douchkov és mtsai 2005;
Ihlow és mtsai 2008). Eredményes stabil transzformécids kisérletekrdl is
megjelentek mér az els6 publikiaciok (Altpeter é€s mtsai 2005), mégis buizdban
mindeddig nem ismertek olyan stabil transzformécids eredmények, melyek az
arpadban ismert mlo rezisztencia buzdban vald sikeres alkalmazdsardl szélnak.
Transzgénikus novényeink tovédbbi elemzése uj informdaciokkal szolgalhat a
hatékony és tartés biotikus rezisztencia kialakuldsanak hatterérol.

CY-45 buza genotipusunkndl sikerrel indukaltunk embriogén struktirdkat
és regenerdltunk gyokerez0 zo0ld novényeket. A dolgozatban bemutatott
modszer szerint az éretlen embridkat helyeztiink 2 mg/l 2,4-D tartalmu
taptalajra. Az 5-10 napig tartd elStenyésztés sordn -nagy valdszinliséggel- az
alig differencidlédott mezokotil és hajtdsprimordiumbdl indul meg a
kalluszfejlodés. A fiatal embridkat a hajtds és gyokérprimordiumot, és
mezokotil részt tartalmazé axissal lefelé helyeztiik a taptalajra. Az idedlis
embrioméret és fejlettség esetén ekkor j6 mindségli, embriogén kalluszokat
kaptunk, melyek kivdlé novényregenerdcids képességgel rendelkeztek. A
tulsagosan fejlett embridk esetén az axis eltdvolitdsa megakaddlyozza ugyan az
embrié kicsirdzasat, de tapasztalataink szerint ebbdl az osztéddsnak indult
scutellumbdl, mar nem kapunk j6 mindségli alapanyagot a transzforméacids
kisérletekhez. Ilyen esetben gyengébb novényregenerdld képességgel kell
szamolni. Célunk minél tobb transzgént hordozd, zold kallusz-koldnia
elddllitasa volt. Azokat a novényeinket, melyek megfelelden novekedtek az
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tivegcsobe helyezést kovetden, kililtettilk az liveghdzba, szdmukra optimélis
koriilményeket biztositva a tovabbi fejlodéshez. Azokat a ndvényeket,,
amelyeknél a gyokér- €s hajtasfejlodése gatolva volt- valamilyen okndl fogva-
nem tudtuk kiiiltetni. A kiiiltetett novények koziil az elpusztult (1,09 %), illetve
életben (1,8 %) maradt novények aranyat tekintve azonban megallapithattuk,
hogy a kapott eredményeink nemzetkozi szinten publikdlt 0,1-2,0 %-os buza
transzformécids eredmények fényében is jonak mondhatéak (Varshney és
Altpeter 2001). A PCR eredmények alapjan rendellenes 17. és 27. novényi
mintdinkat a tobbi novénnyel egyiitt tovabb vizsgéljuk génexpresszids szinten
is, hogy van- e benniik detektdlhaté mennyiségii, géncsendesitésben jelentds
siRNS.

A bar, szensz és antiszensz Mlo szekvenciara nézve Osszesen 25
ndvényiink volt pozitiv. Mivel mind a 25 ndvényi minta tartalmazta az egyiitt
transzformélt két kiilonb6z6 plazmid szekvencidit, kijelenthetjik: a
kotranszformacié hatékonysdga 100%-os volt. Ezt az eredményiinket, irodalmi
adatok tiikrében, redlis eredményként értékelhetjiik (Yao és mtsai. 2006). A
kozvetlen transzformaciés mddszerek €s  szelekciés  mddszereknek
koszonhetden, az egyiitt transzformdlt plazmid molekuldk ugyanazokba a
sejtekbe  keriilnek. A dolgozat els6 részében bemutatott tranziens
transzformécids kisérletekben sajat tapasztalatok alapjan allithatjuk, hogy az
egyiitt transzformalt riporter gének (RFP, DsRed) mindig ugyanazon sejtekben,
egyiitt expresszdlédtak. Az Mlo géncsendesitési kisérletek sordn a
kotransszformacio utdn nem taldltunk olyan novényeket, melyekben a szelektiv
markergén mellett nem lett volna jelen a két célgén szekvencia. A
tovabbiakban a kiilon plazmid molekuldn bevitt szekvencidk egyiitt 6roklodését
az utédgenerdciok elemzése utdn értékelhetjiik. Leghatékonyabb plazmid
molekula 6sszetételnek a 4-4 ul plazmid DNS, 84 pl etanolos kotranszformaci6
bizonyult, itt hatékonysagi szdzalékunk elérte az 1,1%-ot. Legkevésbé sikeres
belovéses sorozatunkat a 4-4 pul DNS, 150 pl etanol hozzdaddsaval végeztiik el,
ahol hatékonysdgi szdzalékunk mindossze 0,25%-ot ért el. A kiilonb6zo
higitdsu €s plazmidardnyu kotranszformécids kisérletek eredményeit mégsem
értékelhetjiik csupdn a transzformaciés hatékonysag alapjan. A nagyobb higitast
alkalmaz6, de kisebb hatékonysdgu kisérleteink jelentdsége teljes mértékben
csak a génexpresszids vizsgdlatok, illetve a gének kdépiaszamanak
meghatdrozasa utdn mérhetd. Vadarakozdsaink szerint nagyobb higitdst
alkalmazva az egykdpids beépiilések nagyobb ardnyban fordulnak eld. A
részecskebelovés modszer egyik elonyeként jelolhetjiilk meg a bejuttatott DNS
szakaszok pontosabb és precizebb manipuldlhat6sagat, mellyel befolyasolhat6 a
transzgén lokuszok mindsége és struktirdja (Altpeter és mtsai. 2005). A kivént
géncsendesités  illetve rezisztencia eléréséhez  feltételezéseink  szerint
nagyszamu siRNS jelenlétére és egy, vagy alacsony beépiilt kdpiaszdmra van
sziikség.
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Az elédllitott novények utédgenerdcidiban a jovoben teszteljiik majd, a
bejuttatott gén hasaddsat, illetve oOroklodését és detektdlhatjuk az egyiitt
transzformélt szelekciés marker gén, és az Mlo csendesitési konstrukci6
szegregacidjat vagy egyiittoroklodését. Azokon a novényeken, melyek az
tiveghdzban végzett eddigi kisérletek alapjan transzgénikusnak bizonyultak,
tovabbi molekularis vizsgalatokat végziink, a specifikus siRNS-ek jelenlétét és
mennyiségét Northern hibridiz4cids probéval jellemezziik.

Jovébeni  munkdnk megvizsgdlni, hogy a génmodositis az
utddgenerdciokban okoz-e mérhetd kortani vdltozdsokat, a kontroll
novényekhez hasonlitva. Kisérleteink kutatasi jellegtiek. Szeretnénk megtudni,
hogy a dolgozatban vazolt és létrehozott rendszeriink biztosit-e védekezési
alternativat a veszélyes gombabetegség, a lisztharmat ellen.

5.2.2. Stabil genetikai transzformacié Medicago sativa eredetii aldéz-
reduktaz génnel

Kutatdsunk sordan célként tliztik ki az MsALR gén buzadba torténd
(Triticum aestivum L.) beépitését, mellyel a szdrazsdggal és mas abiotikus
stresszekkel szembeni tolerancidjat kivantuk novelni. A lucerndbdl izolélt
MSsALR gént genetikai transzformdcidval épitettiik be a munkank sordn hasznalt
CY-45 buza genotipusba.

Srivastava és mtsai (1995), valamint Vander Jagt és mtsai (1992)
kutatdsai szerint a kiilonbozd stresszhatasok sejtkarosité hatasként 1épnek fel,
reaktiv aldehid és keton vegyiiletek keletkeznek, €s halmozodhatnak fel a
novényben. A szdmos vizsgédlati eredmény alapjan az ald6z- reduktidzoknak,
ezen vegyiiletek kémiai  4dtalakitdsin  keresztiil kdrosité  hatdsaik
megsziintetésében lehet szerepiik. A novények osztddd sejtjeiben a glioxaldz
enzim (GLXI) aktivitdsat mérték, mely keletkezhet spontin a glikolizis és
fotoszintézis sordan. Tovabbi kisérletek, pedig bebizonyitottdk, hogy a GLXI
enzim tdltermeltetése ozmotikus stresszel szembeni ellendllésaghoz vezet,
vagyis a metilglioxdl sikeres detoxifikdldsa -amiben szerepe van az alddz-
reduktaznak- abiotikus tolerancidhoz vezet (Veena és mtsai 1999).

Az MsALR gén kifejez0dését hormondlis és kornyezeti tényezOk
egyarant befolydsoljdk. A gén megemelkedett expresszids szintet mutatott ABA
hormon, valamint ozmotikus, nehézfém okozta stresszhatasokra, kiszaritasra és
reaktiv oxigén kozvetlen hozzdaddsara. Az izolalt és vektorba épitett MsALR
gén transzgénikus dohdny novényekben fokozott kiszdradds toleranciit okozott.
(Oberschall és mtsai 2000). Legkorabbi kisérleteinkben ugyanezzel a génnel
transzformélt biza sejtszuszpenzids tenyészeteink, fokozott nodvekedést
mutattak a kontroll vonalakhoz képest ozmotikus stressz koriilmények kozott
(Pauk és mtsai. 2002).
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Ezt a transzformdciés munkat folytattuk, kisérleteinkben eredményesen
transzforméltuk az MsALR gént a CY-45 buza genotipusba. A 21 bar pozitiv
novénybdl 2 nodvény esetén nem sikeriilt kimutatni az MsALR gént. A
permetezés hatdsara elpusztuld6 novénylinket nem vetettiik ald részletes
molekuldris analizisnek, de irodalmi adatok alapjan eldéfordulhat plazmidok
torése, esetleg a plazmidok toredékes beépiilése (Altpeter és mtsai. 2005). A 19
Uj, bizonyitottan transzformdns buza vonalak tesztelését folytatjuk
génexpresszids szintll vizsgdlatokkal, majd a gént fokozottan kifejezd
vonalainkat komplex stresszdiagnosztikai rendszerben kezdtiik megvizsgélni
(Majer és mtsai. 2008). A sikeres transzforméacids események mellett, azonban
mindenképpen emlitést érdemel, hogy a transzforméciés gyakorisdg némileg
elmarad a dolgozatban bemutatott, tobbi transzformdcids kisérletben elért
eredménytdl. Ennek okai valdsziniileg a gén élettani hatdsaibdl, vagy a vektor
kiilonbségébdl addédik, mert a transzformécié technikai koriilményei és
modszere ebben az esetben is megegyezett. A biotikus stressztlirés fokozasara
irdnyul6 elgondoldsunk jol illeszkedik az utébbi évek kutatdsi trendjébe. A
novények abiotikus stressztlird-képességének fokozdsara a nagy munka és
id6igényes klasszikus nemesitési modszerek mellett, az utébbi tiz-tizenot évben
egyre nagyobb teret hdditanak a molekuldris genetikai médszerekkel végzett
probdlkozasok. A stressztolerancidt biztosité gén kivalasztdsa, izoldldsa,
novényekbe vald bevitele és magas szintll kifejeztetése (vagy elhallgattatisa) az
egyik legelterjedtebb stratégia (Holmberg és Biillow 1998). A mddszer
alkalmazasédval szdmos sikeres kisérletet mutattak be, bizonyitva a jelolt gének
pozitiv vagy negativ hatdsat stresszelt koriilmények kozott (Tarczynski és
mtsai. 1992, 1993, Abebe és mtsai. 2003, Sivamani és mtsai. 2000; Bahieldin és
mtsai 2005, Xue és mtsai. 2004; Wu és mtsai. 2005; Huang és mtsai. 2006).

Az MsALR génnel transzformalt 0 buza vonalainkat eddig még csak a
dolgozatban leirt DNS szinten vizsgaltuk. Tervezzilk ezen ujonnan
transzformélt vonalak tovabbi tesztelését RNS és fehérje szinten is, késobb a
GK Kft-ben mikodé komplex stresszdiagnosztikai rendszerben kivanjuk
vizsgélni.

5.2.3. Genetikai transzformacié NBS-LRR génanalégokkal

A nemzetkozi szakirodalomban eddig viszonylag kevés publikécié latott
napvilagot izolalt rezisztenciagének buzdba torténd bevitelével kapcsolatban.
Transzformdciés moddszertani szempontbdl kisérleteink nem jelentettek
Ujdonsdgot, mégis figyelemre méltd, hogy a transzformicié hatékonysagat
tekintve problémamentesnek tiint a gén bejuttatisa. Mindegyik génanaldg
transzforméacidja bizonyitottan transzformédns novények kiiiltetéséhez vezetett.
A kiilonboz6 kisérletekben a bejuttatasi hatékonysag 0,44 és 1,71% kozott volt.
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Hazéankban a levélrozsda, ha megfeleldek az iddjarasi és egyéb fertdzési
koriilmények, akar 20-30%-os termésveszteséget okozhat. Természetesen a
védekezés megoldhaté vegyszeres védekezéssel is, azonban a kornyezet
védelme megkivanja a modern molekuldris bioldgiai alapokon nyugvo
rezisztencianemesitést is. A nemesitok rendelkezésére &ll mintegy 50
levélrozsda rezisztenciagén, ezek mindeddig valéban jé szolgdlatot tettek a
klasszikus nemesitOknek. Az utébbi idében, azonban egyre inkabb
megfigyelhetd, hogy az eddig j6 rezisztencia hatdsfokkal rendelkezé gének
elvesztik hatasukat, az altaluk okozott rezisztencia letorik és kevésbé
hatékonyak a fertézéssel szemben.

Altaldnossdgban elmondhaté, hogy az 6si vad biiza, vagy egyéb nem
buzafajtdk, potencidlis rezisztencia gén donorok Ilehetnek. Ezekben a
novényekben rejléd lehetdségeket érdemes kihaszndlni. Kiilondsen annak
tudatdban, hogy a rezisztenciagének kozos, egymashoz nagyon hasonlé domén
felépitésiiek, un. NBS-LRR /nucleotid binding site leucin rich repeat/ strukturat
mutatnak. Emiatt akar a fajok kozotti transzfer esetében is elképzelhetd
hatékony miikodés.

A gének fizikai azonositdsa, klénozdsa sokkal gyorsabb és hatékonyabb
nemesitést tesz lehetové. Tovabba lehetdség van arra, hogy eddig nem ismert,
azonositatlan rezisztenciagéneket a génekben rejld0 homoldgia alapjan
izoldlhassunk (Dallmann 2006). Az éltalunk transzformdlt rezisztencia
génanaldgok is domén homoldgia alapjan voltak kivélasztva €és klénozva. A
célgént expresszald, és stabilan 6rokitd vonalainkat a késObbiekben kiterjedt
rezisztencia vizsgalatoknak vetjiik ald. Abbdl adéddan, hogy kérokozdk nagyon
széles kore ellen védelmet nyujtd reziszetenciagének tartozhatnak szerkezet
szerint ugyanabba a csoportba (pl. NBS-LRR), transzgénikus vonalainkat a
késobbiekben nemcsak levélrozsda, hanem mas korokozok elleni rezisztencia
kapcsan is vizsgaljuk.

Transzformdacids kisérleteinket, hatékonysigot tekintve sikeresnek
mondhatjuk, mivel nem voltak olyan kisérletek, ahol nem sikeriilt DNS szinten
bizonyitottan transzformans vonalat 1étrehozni. Minden kisérlet hatékonysdga
elérte azt a szintet, mely nemzetkozileg is jonak mondhaté buza esetében. A
transzforménsok elddllitdsa laborintenziv és munkaigényes folyamat, melyben
szamos tényezd befolydsolja a végsé sikert. Az dltalunk haszndlt buiza
transzforméciés maddszerrel, kb. hdrom hénap laboratériumi munkat kovetden
juthatunk iiveghdzi koriilmények kozé, talajba kiiiltethetd transzgénikus jelolt
novényekhez. A genetikai transzformdaciét ebbdl addéddéan, a funkciondlis
genomikai eszkoztarban a kis teljesitményli moddszerek kozé sorolhatjuk,
azonban a transzgénikus novények vizsgdlata altal nyerhetd informdcidk miatt,
mégis nélkiilozhetetlen bizonyos funkcidkban jelolt gének alapos és céliranyos
vizsgdlatdban.
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5.3. Uj tudoményos eredmények

Kisérleteinket a funkciondlis genomika tudoményteriiletén végeztiik. A
dolgozat elsé felében leirt, tranziens indukalt géncsendesitési rendszert — melyet
kozepes ateresztoképességli géntesztelési rendszerként irtunk le — és a dolgozat
masodik felében ismertetett genetikai transzformaciés kisérletek célja hasonlo:
Uj informdciokat kapjunk a nemesitési kutatds szamara biotikus illetve abiotikus
stresszhatdsok ellen védelmet nyujté jelolt génekkel kapcsolatban, és novényi
alapanyagot 4llitsunk el6 a funkciondlis genetikai vizsgalatokhoz.
Eredményeink olyan kutatdsi eredmények, melyek mind hagyomanyos, mind
modern mddszerekkel felhaszndlhatok a biotikus és abiotikus stresszekkel
szembeni kutatdsban.

Kisérleteink sordn az aldbbi iij eredményeket értiik el:

1. Kidolgoztunk egy kozepes dteresztO-képességli  tesztrendszert
vizmegvondsi stresszben érdekelt gének szlirésére, arpa modell
novényen. A tranziensen indukélt géncsendesitési rendszerben (TIGS),
levagott arpa levelekben a vizhidnystresszre érzékeny DsRed marker
fehérjét expresszalo sejtek szama jelezte a vizhidny stlyossagat.

2. Szakirodalmi adatok alapjan kiszdradds stresszben érintett gének
csendesitésével igazoltuk a kidolgozott tesztrendszer mitkodOképességét
és felhaszndlhatosdgat a dehidratici6 stresszben érintett gének
tesztelésére egyedi epidermisz-sejtes rendszerben.

3. Buzdban stabil genetikai transzformdciés célra rutin mddszerré
fejlesztettiik a részecske belovésen alapulé (PDS -1000He) kozvetlen
géntranszformdciés modszert. A tobb idegen gén transzformdéldsaval
elért génbeviteli hatékonysdg (0,16-1,71 %) nemzetkozi szinten is jo
eredménynek szamit.

4. Sikeresen transzformaltuk a buzat (Triticum aestivum L.) biotikus és
abiotikus stresszhatdsok ellen védelmet biztosité génekkel (Mlo
géncsendesitési  konstrukcié, MsALR és  NBS-LRR tipusu
rezisztenciagén analdgok). Kisérleteink sordn Osszesen 78 filiggetlen
transzformédns novényt sikeriilt elddllitani, melyeknél minden esetben
DNS szinten bizonyitottuk a transzgén jelenlétét.

5. A kozvetlen génbeviteli moddszerrel (PDS-1000/He) transzformalt

novények létrehozdsdval genetikai forrasokat hoztunk létre a tovabbi
funkcionélis genetikai vizsgalatokhoz.
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6. OSSZEFOGLALAS

A modern névénygenetikai kutatds egyik fo kérdése, hogy a kutatdsi
célunknak megfelel génekhez fizikai kizelségbe keriiljiink. Ertekezésem elsd
részében a génvadaszat, egy altalunk kialakitott modszerét mutattam be arpa
modell névényen.

A DsRed nevii voros fluoreszcens fehérjérdl ismert, hogy a levelek
dehidraticids stresszben érintett sejtjeinek kdrosoddsat a protein csokkent
felhalmozddasa jelzi. A DsRed fehérje késoi érésii, felhalmozddasa a sejtekben
érzékeny a stresszhatdsokra. Négynapos dehidraticids stresszkezelés utdn (a
levagott levelek relativ friss tomegét a kezdeti friss tomeg 60-66 %-an tartottuk)
a normalizalt DsRed fehérje reprodukalhatéan csokkent felhalmozdodasat
észleltiik. Feltevésiinket bizonyitandd, szamos szarazsagtiiréssel osszefiiggésbe
hozhat6é gén drpa mRNS homoldgjat vilasztottuk ki és probaltuk ki a tranziens
géncsendesitési rendszerben. (TIGS). Négy, TIGS rendszerben tesztelt gén
eredményezett szignifikdns visszaesést a normalizalt DsRed fluoreszcencidban
a dehidrataciés stressznek kitett leveleken, mig a teljesen turgoros kontroll
leveleken nem jelentkezett hatds. Ezek a gének arpa szdrazsag reszponziv faktor
HvDRFI1 (DREB2-like), dehydrin 6, LEA protein HVA1, és vacuolar Na*/H"
antiporter HVHNX1 géneket kodolnak. A négy célzott transzkriptrdl az is
kimutathaté volt, hogy gyorsan folhalmozdédnak a dehidraticids stressznek
kitett arpa levelekben. Az eredmények azt sugalljdk, hogy a TIGS rendszer
eredményesen alkalmazhaté nagyszdmu szdrazsdg stresszben jelolt gén
funkciondlis tesztelésére arpaban.

A genomikai és funkciondlis genomikai kutatdsok kozott, az egyik
tudoményos hid a gének transzformécidja valamilyen recipiens szervezetbe,
hogy megtudjuk, ellendrizziik — a gén tiltermeltetve, elhallgattatva — a gén
funkciéjat. Ehhez a munkdhoz harom transzformdcids project stabil genetikai
transzforméacigjat végeztiik el buzdba. Végsd célunk a bejuttatott gének
funkciondlis analizise a befogadd szervezetben. Ehhez el0szor 1étre kellett
hozni a bizonyitottan transzgénikus buzakat. Ertekezésem masodik felében ezt a
munkat 9sszegeztem.

A lisztharmat-rezisztencidval foglalkozék korében jol ismert rezisztencia
eléfordulds az arpa Mlo gén homozigéta mlo allélje dltal kddolt nem rassz-
specifikus ellendllé-képesség, mely helyi sejtfalvastagoddssal reagdl a
lisztharmat fert6zés esetén. Céljaink kozott szerepelt egy hasonld tipusu
rezisztencia kialakitdsa buzdban poszttranszkripciés géncsendesitéssel,
transzgénikus  novények  létrehozdsdval a  rezisztencia  viszonyok
tanulmanyozdasara. Kisérletiinkben a CY-45 tavaszi biza genotipus genetikai
modositasdval foglalkoztunk. Buza genotipusunk- kisérleti adatok alapjin-
lisztharmat fogékonynak ismert. A biza Mlo génjének elcsendesitésére egy, az
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Mlo gén egy szakaszdra tervezett szekvencia szensz €s antiszensz orienticioban
hordozé plazmid konstrukcidt (pSTARLING-A) transzforméltunk, nemzetkozi
viszonylatban is jonak mondhaté hatékonysaggal. Mivel a pSTARLING-A
plazmid nem tartalmazott szelektilhaté marker gént, ezért egyiitt
transzformaltuk (ko-transzformacid) egy bar gént hordoz6, pAHC20 plazmid
molekuldval.

A bar génre valamint szensz és antiszensz Mlo szekvencidra nézve
0sszesen 25 novényiink volt pozitiv. Leghatékonyabb plazmid molekula
Osszetételnek a 4-4 pl plazmid DNS, 84 pl etanolos kotranszformacio bizonyult,
itt hatékonysagi szdzalékunk elérte az 1,1 %-ot. Az eldallitott transzgénikus
vonalakat biotikus rezisztencidval Osszefiiggd genetikai  vizsgalatok
alapanyagaiként hasznalhatjuk fel.

Az abiotikus stressztlir6-képesség javitdsara és funkciondlis genomikai
vizsgdlatira a Medicago sativa eredetii ald6z-reduktiz génnel végzett
transzforméciods kisérleteinkben sikerrel vittiik at buzdba mind a célgént, mind a
szelekcios markergént. A PCR reakcidval végzett tesztelés utin két olyan
novényt taldltunk, melyben a markergén jelenlétét igazoltuk, de az alddz-
reduktiz gén jelenléte nem volt igazolhat6. A bar szelekcidra épiild
transzformécids rendszer sajatossdgabol adéddan forditott helyzet nem fordult
eld. Minden aldéz-reduktdz gént hordoz6 névényben kimutathaté volt a bar gén
jelenléte. A kisérleteket 0sszegezve megallapitottuk a szaz bel6tt embridra jutd
transzgénikus novények ardnyat. A kiilonbo6zo kisérletekben a transzformécio
hatékonysaga 0,16 - 1,03 %-os volt a bar génre nézve. A célgént tekintve 0,16 -
0,82 %-os hatékonysagot sikeriilt elérni.

Napjainkban fokozottan n6 az igény Uj rezisztenciagének izolaldsara,
majd termesztésbe vondsdra. Az Osi vad buza, vagy egyéb buza genotipusok
potencidlis rezisztenciagén donorok lehetnek. Kiilonosen annak tudatiban, hogy
a rezisztenciagének kozos, egymashoz nagyon hasonlé domén felépitéstiek, un.
NBS-LRR struktirdt mutatnak. Emiatt akar a fajok kozotti transzfer esetében is
elképzelhetdé  hatékony miikkodés. Az eddig ismeretlen funkcidju
rezisztenciagének transzformdcidja gyakorlati jelentdségén tdl, alapanyagot
szolgaltat a  rezisztenciagének  milkodésével  kapcsolatos  tovabbi
alapkutatdsoknak is.

Sikeres transzformdaciét hajtottunk végre harom kiilonb6zo T.
monococcum eredeti NBS-LRR rezisztenciagén analdggal (361, 362, 363).
Sikeresen jutattuk be ezek antiszensz formédban vektorba épitett valtozatat (371,
373) a GK Tavasz tavaszi fajtaba, valamint két kiillonboz0, rizs (Oryza sativa)
eredetii NBS-LRR génanal6got juttatunk be a CY-45 genotipusba. Az Gsszesen
3150 éretlen biiza embrié transzformdcidja sordn 34 fiiggetlen transzformans
vonalat allitottunk el6, ami 100 transzformalt embridra vetitve 1,08 %-os
atlagos hatékonysdgnak felelt meg. A Triticum monococcum eredetli
rezisztencia analdg gének szensz orientdaciéju bevitele egy kisérletben elérte az
1,78 %-os hatékonysdgot.
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Transzformacids kisérleteink sordan 0sszesen 78 fiiggetlen transzgénikus
biza vonalat allitottunk eld, melyek a tovdbbiakban funkcionélis genomikai
vizsgdlatokban szolgédlhatnak informdcidkkal a biotikus, illetve abiotikus
stressztliréssel kapcsolatban.
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7. SUMMARY

One of the main issues of modern plant genetics research is to come into
physical contact with genes corresponding to our research objectives. In the
first part of my thesis I will introduce one method of gene hunting developed by
our group on barley as a model plant.

Cellular stress or damage in dehydrated leaves is reported by a reduced
accumulation of slowly maturing, native red-fluorescing protein DsRed that is
known to be sensitive to denaturing conditions. After a dehydration-stress
period of four days during which the relative fresh weight of leaves was kept at
60-66% of initial fresh weight, a reproducible reduction of normalized DsRed
fluorescence was observed. In order to obtain proof of concept, a number of
barley mRNAs homologous to drought-response genes were selected and
targeted by transient-induced gene silencing (TIGS). TIGS of four tested genes
resulted in a significantly stronger decrease of normalized DsRed fluorescence
in dehydration-stressed leaves, whereas they had no effect in fully turgescent
control leaves. These genes encode barley drought-responsive factor HvDRF1
(DREB2-like), dehydrin 6, late-embryogenesis-abundant protein HVAI, and
the vacuolar sodium/proton antiporter HvHNX1. The four targeted transcripts
were also found to rapidly accumulate in dehydration-stressed barley leaf
segments. The results suggest a value of the TIGS system for functional pre-
screening of larger numbers of drought or dehydration stress-related candidate
genes in barley.

A link between genomic and functional genomic research is the
transformation of genes into a recipient organism and the overproduction or
silencing of the gene, in order to identify the gene function. In this study we
carried out wheat stabile transformation experiments in three different projects.
Our main aim was the functional analysis of the transformed gene in the
recipient organism. The first step for achieving this aim was the production of
transgenic wheat lines. This work is summarized in the second half of the
thesis.

The broad spectrum resistance coded by the Mlo gene’s homozygous
mlo allele causing a non race-specific resistance is well-known as a common
resistance source for powdery mildew. In case of infection these genotypes
react with a thickened cell wall at infection site. One of our aims was to develop
a similar type resistance in wheat by posttranscriptional silencing, producing
transgenic plants for studying resistance effects. We used CY-45 spring wheat
genotype in our experiments. Experimental data showed this genotype to be
powdery mildew sensitive. In order to the silencing the wheat Mlo gene, we
transformed a plasmid construction designed to a sequence of the Mlo gene in
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sense and antisence orientation (pSTARLING-A) with a good efficiency in
international comparison. Since the pSTARLING-A plasmid did not contain a
marker gene for selection we co-transformed with a plasmid molecule
containing the bar gene (pAHC20) as selectable marker.

We obtained 25 plants which were positive for both bar gene and sense
and antisense Mlo sequences. The most effective (1,1% transformation
efficiency) plasmid constitution could be reached by using 4-4 pl plasmid DNA
and 84 pl etanol for co-transformation. The generated transgenic lines can be
used for genetic experiments on biotic resistance.

For ameliorating and functional genomic testing of abiotic stress
resistance, we introduced the Medicago sativa derived aldose reductase gene
into wheat along with a marker gene for selection. PCR testing of the plants
showed that there were two plants where the marker gene was present in the
absence of aldose reductase gene. The reverse situation could not occur
resultant from the transformation system based on selection for bar gene. All
plants containing aldose reductase gene contained bar gene, too. Summarizing
the results, we determined the rate of transgenic plants for every hundred
bombarded embryos in each experiment. Transformation efficiency ranged
from 0.16-1.03% for bar gene and 0.16-0.82% for target gene.

Recently there is a growing interest in isolating new resistance genes
and their integration into breeding. Wild ancestor of wheat or other species
different from wheat could serve as potential resistance gene donors, especially
because resistance genes share a common, similar domain structure, the so-
called NBS/LRR structure. Therefore effective functioning can be achievable
even in case of interspecific transfers. Transformation of resistance genes with a
so far unknown function - besides its practical importance - can serve as basic
material for further experiments concerning functioning of resistance genes.

We performed successful transformations with three NBS-LRR
resistance gene analogues of different origin from 7. monococcum (361, 362,
363). Antisense orientation of these same constructs was successfully
transformed (371, 373) in GK Tavasz spring wheat genotype and two different
NBS-LRR gene analogues derived from rice (Oryza sativa) were introduced to
CY-45 genotype. The transformation of 3150 immature wheat embryos resulted
in the production of 34 independent transformant lines, with a transformation
efficiency of 1, 08 %. In case of Triticum monococcum origined NBS-LRR
gene analogue transformation in sense orientation the transformation frequency
reached the 1,78 % frequency. It was our best transformation result.

In our transformation experiments, we produced altogether 78
independent transgenic wheat lines, which can serve further on as information
sources on biotic and abiotic stress resistances in functional genomic
experiments.
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