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1. A MUNKA ELOZMENYEI ES A KITUZOTT CELOK

A szdrazsdg - bar a Karpat medencében az aszdlyt jol ismerjiik - a globdlis klimavaltozas
egyik hozadéka. A vildg ndvénytermesztését - egyéb abiotikus stresszhatdsokkal egyiitt, mint a
karos (UV-B) sugdrzasok, ho- vagy fagyhatds — &ltaldnosan fenyegetd abiotikus stressz. Ha az
abiotikusakhoz hozzdszdmitjuk a biotikus stresszeket, a gomba és virus betegségeket, mar is
lathatjuk milyen komoly tényezOk veszélyeztetik a gabonafélék, benne az arpa és a buza
termesztését.

Napjaink funkciondlis genomikai kutatdsai megkovetelik a gének nagy mennyiségi
vizsgalatit. Az eddig ismert nagyteljesitményli tesztrendszerek mellett sziikségesnek tartottuk egy
olyan vizsgdlati mddszer létrehozdsat, amely amellett, hogy nagy, vagy legalabb kozepes
teljesitményti, adatot szolgdltat a vizsgélt gének ozmotikus stressztlirésben betoltott szerepérol. A
tesztrendszerrel vizsgélni kivantuk, hogy az érintett géneknek van-e élettani funkcidja a beéllitott
stresszhatast tekintve. A gén tiltermelése vagy kikapcsoldsa, a kivéltott stresszhatds esetén elOnyt
vagy hatranyt jelent a novénynek? Dolgozatomban egy tranziens vizsgélati rendszer kialakitasat
mutatom be, mely arpa levelek részecskebelovése révén segitséget nyujthat a kiszdradasstresszben
szerepet jatsz6 gének azonositisaban RNAi alapon, vagy tiltermeltetéssel. Az altalunk kifejlesztett
tesztrendszer a szdrazsagtiirés igen Osszetett komponensei koziil elsdsorban, az ozmotikus illetve
kiszaradas stressz esetén miikodo gének felderitésére hasznalhato.

A genetikai kutatdsban a transzformacié a novényi funkciondlis genomikai kutatds egyik
kulcsmédszerévé valt, ami moddszertanilag izoldlt gének beépitését €s transzgénikus novények
eldallitasat jelenti. Egyes gazdasagilag hasznos gének gyakorlati hasznositdsan til lehetdség nyilt a
novényi genom eddig tisztazatlan funkciéju génjeinek alaposabb elemzésére. A gének szerepérol
végleges, megbizhaté informaciot nyerhetiink a gének megvaltoztatott formdinak genomba torténd
beépitésével és a megvaltoztatott tulajdonsidgok jellemzésével. Ahhoz, hogy a kivant géneket
stabilan kifejeztessiik, illetve elhallgattassuk, hatékony transzformaciés méodszerre van sziikség.

Az emberiség egyik legfontosabb élelmiszerndvénye a biotechnoldgiai és szovettenyésztési
szempontbdl viszonylag nehezen kezelhetd kozonséges buza (Triticum aestivum L.). A
taplalkozasban és a gazdasagi €letben betoltott fontos szerepe miatt keriilt kozéppontba és lett
funkciondlis genomikai illetve transzformacios kisérleteink célpontja.

Az értekezés két kutatdsi téma eredményeit foglalja Ossze. Az els§ a tranziens
génexpresszion  alapulé  tesztrendszer  kidolgozdsdnak  eredményeit  Osszegzi, amely
szarazsagtiirésben részvevo jelolt gének tesztelésére alkalmas. A mdasodik rész, a stabil genetikai
traszformacié eredményeit foglalja Ossze, a létrehozott novények molekuldris jellemzésével

bezéardlag.



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. Ellenérizziik, illetve bizonyitsuk az elébbiekben Kkifejlesztett tesztrendszer

felhasznalhatsagat dehidratacids stresszben érintett gének tesztelésére.

3. Vizsgaljuk meg, hogy Kkiilonb6z6 génexpresszios vektorokba beépitett biotikus és
abiotikus stresszvalaszban szerepet jatsz6 génekkel, milyen stabil transzformacios

hatékonysagot tudunk elérni a részecskebelovés modszerét hasznalva.

4. Feltételezhetéen hasznos, (jelolt) biotikus és abiotikus stresszekkel szemben
hatékony génekkel hozzunk létre stabil transzformansokat, melyek késébbiekben alapanyagai

lesznek funkcionalis genomikai vizsgalatainknak.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Tranziens génexpresszios tesztrendszer kialakitasa

2.1.1. Novénynevelés

Héarom kiilonbozé arpa fajtat (Golden Promise, Steptoe, és Morex) vizsgaltunk
vizmegvondsi stressz hatdsa alatt. A ndvényeket normdl cserepekbe, kerti talajba iltettiik és
klimakamrdban neveltik egy hétig, minden kisérlethez azonos felnevelési koriilményeket
biztositottunk. 16 ¢éra megvildgitast (120 pmol m” s-1 a novények szintjén), 8 O6ra sotét
megvilagitdsi idot, 55% (nappal) és 70% (éjjel) relativ pdratartalmat valamint 20°C &lland6

homérsékletet alkalmaztunk.

2.1.2. RNAIi konstrukciok eléallitasa

A célgének szekvencidit cDNS klénokbdl PCR technikéval, univerzalis forward primer és
specifikus reverz primerekkel amplifikdltuk. A specifikus primereket a Lasergene (DNASTAR,
Madison, USA) szamitogépes szoftverrel terveztiik meg. A kapott PCR fragmenteket MinElute 96



UF PCR plate-ekkel tisztitottuk (Qiagen, Hilden, Germany), majd a pIPKTA38 vektor (Douchkov
és mtsai. 2005) Swal hasitéhelyére ligdltuk. Minden klénozasi reakciobdl egy egyedi koldoniat
hasznéltunk fel plazmid DNS izolalasra, amit QIAprep® Miniprep Kittel (Qiagen) végeztiink. A
pIPKTA38 klonokban EcoRI emésztéssel ellendriztiik az inszertek jelenlétét.

A pIPKTA38 vektor PCR fragmentjeit a pIPKTA30N fogadé RNAi vektorba

rekombinadltattuk inverted repeat-ként a Gateway LR clonase felhasznaldsdval (Invitrogen).
2.1.3. Részecskebelovés és a dehidratacios stresszkezelés

Ot, hét napos drpa novénykékrél levagott elsd levelet (kb. 6 cm hossziisdgii) helyeztiink 0,5
%-0s (W/V) viz-phytoagarra (Duchefa), mely 10 mg/l benzimidazolt tartalmazott a szeneszcencia
gatlasara. Az arany szemcséket (1 pm atmérd) harom kiillonbozé vektorbol allé plazmid DNS-sel
vontuk be. Ezek a kovetkezOk voltak: pGFP (Schweizer et al. 1999) a normalizdldshoz, a pUbi-
DsRed-nos az RNAIi hatdsok értékeléséhez (Panstruga et al. 2003), és a pIPKTA30_Target vektor
(RNAI vektor) (Douchkov és mtsai. 2005).

Kisérleteinkhez a BioRad PDS 1000/He részecskebelovd berendezést hasznaltuk 900 psi
Hélium nyomds mellett. Az egyenletes taldlati eloszlast Hepta adapter felhasznéldsaval
biztositottuk. A beldtt levélszegmenseket zart Petri-csészékben inkubaltuk klimatizélt helyiségben
(18 °C éllandé hémérsékleten, természetes, nem kozvetlen megvildgitassal, 30 pmol m” s-1).
Kiegészité megvilagitisként Philips TLD 36W fényforrast alkalmaztunk. A belovést kovetden 24
oraval szamoltuk a GFP-expresszal6 sejteket *Zeiss Axioplan 2’ képfeldolgozé mikroszképpal. A
dehidraticids stressz késObbi vizsgalatdhoz a levélszegmenseket filter papirra (Type 813,
Macherey-Nagel, Diiren, Germany) helyeztiik, majd levegdn szikkasztottuk a friss tomeg 60 %-éra,
a sresszhatds inditdsa el6tt mért kiinduldsi friss tomeghez viszonyitva (RFW). A dehidratacids
stresszkezelést a laborban hajtottuk végre 20 °C-on, 40 + 5% relativ pdratartalom, nappali
fényviszonyok kozott, 90 + 30 percen keresztiil. A kontroll leveleket a viz-phytoagaros Petri-
csészékben hagytuk. Amint a kezelt levelek elérték a kivint RWC szintet a stresszelt leveleket a
benedvesitett (0,35 ml H,O/Petri) filter papirra helyeztiik 9 cm-es atmérdjii, lezéart Petri-csészékbe.
A stresszelt és kontroll leveleket 4 napon keresztiil tartottuk a fent leirt koriilmények kozott. A
stresszkezelés végeztével ujra lemértiik a relativ friss tomeget, majd megszamlaltuk a DsRed-
expresszald sejteket a kontroll és stresszelt leveleken, mikroszkép alatt. Végiil kiszdmitottuk a

DsRed/GFP aranyt a stresszelt €s kontroll levélszegmenseken.



2.1.4. A TIGS hatas statisztikai elemzése

A TIGS hatas statisztikai elemzését a GraphPad InStat 3 szamitdégépes szoftver segitségével
hajtottuk végre. Eldszor a vizmegvondssal stresszelt levelek DsRed fluoreszkald sejtjeinek
atlagszdmait (a nem stresszelt kontrollhoz normalizdlva) hasonlitottuk 0Ossze az RNAIi
tesztkonstrukciok és a pIPKTA3ON iires-vektor kontroll felhasznaldsa esetén (paros, két mintés t-
préba). Alternativaként a dehidratalt levelek DsRed-fluoreszkal6 sejt szdmanak ardnyat szamitottuk
ki, a belovés utdn az RNAI teszt konstrukciokkal vagy az iires kontroll vektorral. A statisztikai

szignifikanciat egy mintas t-probaval teszteltiik az “1” hipotetikus értékkel szemben.

2.2. Stabil genetikai transzformacié bizaban

2.2.1. Novényi anyag

Novényi anyagnak a hazai szelekcidji, mexikoi szarmazasia CY-45’ tavaszi baza (Triticum
aestivum. L) genotipust hasznaltunk (Felfoldi és Purnhauser, 1992). Szomatikus szovettenyésztési
kisérletekben ez a genotipus bizonyult legalkalmasabbnak in vitro tenyésztésre (Pauk mtsai, 1998).
Az alapanyagként hasznalt novényanyagot a GK Kft iiveghdzdban és Szeged, Kecskés-telepi biiza

tenyészkertjében neveltiik, standard nevelési koriilmények kozott.

2.2.2. Alkalmazott plazmid vektorok

Buza novényeinkben az MLO gén elhallgattatisira a pSTARLING-A konstrukciét hasznéltuk,
melybe szensz és antiszensz orienticiéban épitette be kooperécids partneriink (Dr. Vérallyay Eva
MBK, Go6dollo) a buza genomjaban elhallgattatni kivant génre tervezett szekvencidkat. A
géncsendesitésért felelos plazmidunkat egyiitt transzforméltuk a bar gént hordozé, pAHC20
(Christensen mtsai. 1992) plazmid molekuldval.

A lucerndbdl (Medicago sativa L.) szarmazd aldoz-reduktiz (MsALR) gént az SzBK
Novénybioldgia Intézetében (Mai Antal és Fahriye Ertugrul) izoldltdk. Az MsALR gént pAHC25
plazmid molekuldba épitették be, a GUS gén helyére.

Az NBS-LRR tipusi rezisztencia analég gének transzformdci6jahoz a pBAJEN
(Ahlandsberg és mtsai. 2001) plazmidot hasznaltuk fogad6 vektorként (Dr. Dallmann Géza MBK,
Godollo). A génizoldlas utdn Osszesen hét kiilonb6zd NBS-LRR tipust klont adott at - funkciondlis

tesztre - egyiittmiikodo partneriink.



2.2.3. A buza genetikai transzformacio 1épései

Transzformaci6 eldtt 4-6 ordval az egyhetes buza kalluszokat magas mannitol tartalmd,
ozmotikus, D,m tdptalajra raktuk at. A részecskebelovést BioRad® PDS1000/He génpuskéval
végeztiik, a gydrt6 cég altal, a haszndlati utasitdsban megadott irdnymutatds szerint.

A néhanynapos inokulumokat egy nappal (20-24 6ra) a transzformacié utan D,MCu
kalluszindukcios taptalajra helyeztiik. A tenyészeteket ezen a taptalajon tartottuk 10-14 napig, 24-
25 °C-os soOtét termosztatban. Ezt kovetoen a kalluszok normal méretii Petri-csészékben 1€vo,
hormonmentes DyCu Sppt regeneraciés taptalajra keriiltek, ahol két hétig voltak mesterséges
megvilagitds mellett 24-25 °C-os tenyésztOszobaban. Két hét utdn udjra regenerdl6 tdptalajra
keriiltek 10 mg/l-re emelt glufosinate-ammoniummal kiegészitett D, t4ptalajra, a nevelést
tenyésztoszobaban végeztiik.

Végiil a regeneralt novénykéket (2 cm méret f6lott) 1/2 MS gyokerezteto tdptalajra helyeztiik,
2% szachar6zzal €és 20 mg/l glufosinate-ammoniummal kiegészitve és a novényeket
tenyésztdszobaban neveltiik kiiiltetésig.

A megfeleléen meggyokeresedett novényeket kozonséges talajba iiltettiikk ki, zart rendszerti
tiveghdzi koriilmények kozé. A megfelelden fejlodd, megerdsddott novényeket két hét utan 1%-os
Finale 14 SL totdlis gyomirto6 szerrel permeteztiik. Egy hét utdn a zolden maradt névényekbdl DNS-
t izoldltunk. A genetikai transzformécids kisérletek sordn a célgének és a szelekcids markergén

jelenlétének DNS szintli bizonyitasdhoz az adott génre specifikus PCR reakcidkat hajtottunk végre.

3. EREDMENYEK

3.1. Tranziens génexpresszios tesztrendszer kidolgozasa egyedi génfunkcié vizsgalatara

Kisérleteinkben felhaszndltuk a vorosen fluoreszkdlé DsRed fehérje biokémiai
tulajdonsagait, hogy megismerjik és jelezzilk a szdrazsdg stressz tényét, sulyossdgit, a
transzformdlt 4rpa epidermisz sejtekben. Egyedi sejtek vizsgdlatara alkalmasnak taldltuk az egy
hetes novényekrdl levalasztott elsd levélen torténd tesztelést. Kisérleti rendszeriink harom plazmid
egyidejii belovésén alapszik: a zold fluoreszcens fehérjét kodolé pGFP a DsRed fluoreszcencia
belsé normalizaldsara, Ubi-DsRed-nos riporterként a sejt dehidratdcids stressz dllapotanak jelzésére
és a pIPKTA30_Target az arpa jelolt gének RNAi csendesitésére hasznaltuk. Az RNAi konstrukcié

helyett tiltermeltetd konstrukcidk is hasznédlhatok.



A transzformacié utdn a GFP-t, az éretlen (nem fluoreszkdl6) DsRed fehérjét, valamint a
kettds szali RNS-t 24 6ran keresztiil hagytuk felhalmozédni nem stresszelt koriilmények kozott.

A dehidratéicids stresszkezelés végeztével szamldltuk meg a DsRed fluoreszkdld sejteket,
majd normalizdltuk az ugyanazon leveleken a stresszkezelés elott szamolt GFP fluoreszkal6 sejtek
szamaval.

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a TIGS rendszer hasznilhatésdgat vizmegvondssal
stresszelt levelekben, irodalmi adatok alapjan Osszedllitottunk egy listdt a stresszvdlaszban
feltételezhetéen részt vevod génekrdl. A lista 14 olyan gént is tartalmaz, melyek expresszids adatok
vagy mutdns illetve transzgénikus novényekre vonatkozé adatok alapjan szerepet jatszhatnak a
szarazsagtoleranciaban. Ezen kiviil a listdn szerepel - negativ kontrollként - két olyan gén is, melyek

feltételezhetden nem jatszanak szerepet az abiotikus stressz tolerancidban.

A dehidratécids stressz az iires RNAi vektor jelenlétében az esetek tobbségében csokkentette
a fluoreszcens DsRed sejtek szamat. Négy RNAIi teszt konstrukcié a sejtekben statisztikailag
szignifikdns médon tovabb csokkentette a DsRed expresszal6 sejtek szamat az iires RNAi vektorral
val6 direkt 6sszehasonlitdsban. Ez a négy RNAI teszt konstrukcié a HvDRF1, HvDHn6, HvNX1 és
HVA1l génekre volt célozva. Annak érdekében, hogy teszteljik a kezdeti eredmények
ismételhetdségét, beallitottunk egy masodik, 6t ismétlésbdl 4llo sorozatot, amelyet ugyanazzal
kordbban mar emlitett négy RNAi konstrukcidéval hajtottunk végre. Mindkét esetben az RNAi
konstrukcidok a DsRed szignifikdns csokkenését eredményezték a dehidratalt levelekben.

A dolgozatban bemutatott adatok azt mutattdk, hogy a TIGS rendszer hasznalhat6 eszkoz a

gének arpa epidermisz sejtek kiszdradas stresszben betoltott szerepének felderitésében.

3.2. A buza stabil genetikai transzformaci6 eredményei

Az Mlo géncsendesitésre irdnyuld transzformdcios kisérleteinket a markergént (pAHC?20) és a
célkonstrukciot (pStarling) kiilon-kiilon plazmidban tartalmazd, egy-egy mennyiségi részardnyban
kevert, egyiittes transzformacidval végeztiik.

A 66 n6vénybdl molekuldris teszt utdn 25 esetben kaptunk bar génre nézve pozitiv eredményt, a
szensz €és antiszensz orientdcigji inszertekre nézve szintén 25 minta bizonyult pozitivnak.

Kiindulasi anyagunk 3650 embrio volt.

A Medicago sativa eredetli aldoz-reduktdz génnel végzett transzformdcios kisérleteinkben
sikerrel vittiik 4t bizdba mind a célgént, mind a szelekciés markergént. Az 6t kisérletben Osszesen

4025 db éretlen embrié eredett kalluszt transzformaltunk. Az Ot transzformacids sorozatbdl



Osszesen 21 transzgénikus novényt kaptunk, ezek koziil kettd esetben csak a szelekcidés markergén
volt kimutathatd, 19 novénynél mindkét gén jelenlétét igazolni tudtuk PCR reakcidval végzett
teszteléssel. A kiilonb6z0 kisérletekben a transzformécié hatékonysdga 0,16 - 1,03 %-os volt a bar

génre nézve. A célgént tekintve 0,16 - 0,82 %-os hatékonysagot sikeriilt elérni.

Sikeres transzformaciot hajtottunk végre hdrom kiilonb6zd T. monococcum eredetii NBS-
LRR rezisztenciagén analdggal (361, 362, 363). Sikeresen jutattuk be ezek antiszensz forméban
vektorba épitett valtozatat (371, 373) a GK Tavasz tavaszi buzafajtaba, valamint két kiilonb6z06, rizs
(Oryza sativa) eredetit NBS-LRR génanal6got a CY-45 genotipusba. Az 6sszesen 3150 éretlen buza
embrié transzformdcidja sordn 34 fiiggetlen transzformdns vonalat 4llitottunk el6, ami 100
transzformélt embridéra vetitve 1,08 %-os datlagos hatékonysagnak felelt meg. A Triticum
monococcum eredetll rezisztencia analdg gének szensz orientacidju bevitele 1,21 %, 0,83 %, és 1,78
%-o0s hatékonysagu volt. Az antiszensz orientacidban bejuttatott génekkel torténd transzformacid
0,89 % és 0,44 %-os hatékonysagu volt. Az rizs eredetli rezisztenciagének bejuttatdsanak

hatékonysaga 1,47 és 0,62 %-os volt.

4. MEGVITATAS (KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK)

4.1. Tranziens génexpresszios tesztrendszer egyedi génfunkcié vizsgalatara

A funkciondlis genomikai megkozelitések megkovetelik a fenomikai eszk6zok
elérhetoségét. Fontos a mennyiségi tulajdonsdgok nagy ateresztoképességli értékelése, melyhez a
természetes €s indukdlt genetikai varidciok adnak megfeleld alapot. Az itt leirt, dehidraticids
stresszben hasznalt TIGS rendszer az arpdban mar egy mdsodik fenomikai eszkdz a lisztharmat
elleni védekezésben érdekelt gének tesztelésére létrehozott tranziens vizsgélati rendszer utan
(Douchkov és mtsai. 2005). A mar rendelkezésre allé két TIGS szird eszkoz lehetové teszi tobb
szaztol akar néhany ezer gén tesztelését a dehidratcié tolerancidban vagy a kérokozdval szemben
betoltott lehetséges szerepének tisztdzdsara. Fontos, hogy az adott cél kozvetleniil elérhetd a kutatott
novényfaj adott genotipusan anélkiil, hogy sziikség lenne modell rendszerek alkalmazasara, mint
példaul a Nicotiana benthamiana, az Arabidopsis thaliana, emlds sejtvonalak vagy élesztd, ahol
mar nagy ateresztoképességli fenomikai eszk6zok dllnak rendelkezésre (Warringer €s mtsai. 2003,

Brigneti és mtsai. 2004, Devi és mtsai. 2006).



4.1.1. A tranziens indukalt géncsendesitési rendszer (TIGS) hasznalataval elérheté
teljesitmény

A TIGS rendszer jelenlegi ateresztOképessége dehidratacids stresszben érdekelt gének
tesztelésére kb. 40 gén/fé/honap. Mindemellett lehetdség van a rendszer édteresztoképességének
tovabbi novelésére a mikroszképos vizsgalatok robotizdldsdval, mint az mar megvaldsult a TIGS
szlirés betegségrezisztencidban valé alkalmazasakor (Ihlow és mtsai. 2008). Egy f6 havonta 80-100
gén tesztelését végezheti el, abban az esetben, ha az RNAi vagy tiltermeld konstrukcidk mér készen
allnak a transzformdaci6hoz. Mindent egybevetve, a TIGS rendszert a dehidraticiéban érdekelt
gének tesztelésére kozepes ateresztd képességli tesztrendszerként jelolhetjiik meg, kiilondsen, ha
0sszehasonlitjuk mds, arpaban hasznalt funkciondlis genomikai eszk6zokkel, mint pl. a TILLING
(Targeting Induced Local Lesions in Genomes) vagy a transzgénikus novények elddllitdsa, melyek

becsiilt dteresztoképessége 1 gén/fé/hdnap fenotipizdlassal egyiitt (Caldwell és mtsai. 2004).

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

A dehidraticiés stressz-tolerancidra szolgdlé TIGS rendszer génfunkcidk felderitésében
hatékony eszkoz lehet az aszdllyal 6sszefiiggd kérdések genetikai hatterének kutatdsdban. Ezzel a
rendszerrel nem tesztelhetOk az elkeriiléssel kapcsolatos jellemzdk, mint az epikutikuldris
viaszréteg vastagsaga és Osszetétele vagy a sztomazirddds. Mivel a célzott géneket csak az egyedi
epidermisz sejtekben hallgattatjuk el, nem tudunk olyan géneket sem tesztelni, amelyek az oldott
anyagok mobilizadldsdban jatszanak szerepet.

Tesztrendszerlink képes feltarni a sejtes tulélést, fehérjék védelmét a denaturdciétdl és
karosodastol, valamint az enzimatikus fehérje lebomldst. Valésziniileg mind a vizvesztés, mind a
reaktiv oxigén fajtidk (pl. H>O,) felhalmozddésa gatolhatja a DsRed kialakuldst.

Korlatozott szdmu, kordbbi ismeretek alapjan jol jellemzett jelolt gén felhaszndldsaval
bizonyitottuk koncepcionk helyességét a TIGS rendszer mikodOképességére dehidratacios
stresszelt drpdban. A TIGS rendszer ateresztoképessége lehetdvé teszi, hogy olyan jel6lt gének sorat
teszteljiik, melyeket vizhidny vagy aszdly sujtott arpdban upreguldltként publikdltak. A DsRed
alapu TIGS rendszert a jovoben érdemes lehet még kiterjeszteni arpa hidegtiirés tesztelésére is. Az
arpa nemcsak gazdasdgilag jelentds, hanem modell novény is a gabonafélék kozott. Buzaval
Osszehasonlitva kiemelt fontossdgu, hogy diploid fajrél van sz6. Ez sok kisérletes eldnyt jelent a

bonyolultabb genom-szerkezetii biza genetikai kutatdsahoz viszonyitva.



4.2. Genetikai alapanyagok létrehozasa stabil genetikai transzformaciéoval funkcionalis
genomikai kisérletekhez.
A genetikai transzformdécidval létrehozott Osszesen 78 transzgénikus vonal megfeleld,

fliggetlen egyedszam, atfogd funkcionadlis vizsgalatok elvégzéséhez.

Az Mlo gén elhallgattatdsdra iranyuld genetikai transzformacids kisérleteinkben a
szelektalhatd markergént és a géncsendesitési konstrukciot egyiitt transzformdltuk a buza
genomjdba. Az egyszikli transzformacidkban a leghatékonyabb szelekciot lehetové tevd
antibiotikum rezisztencia gének nem engedélyezettek, ha az alapkutatison tdl gyakorlati
felhaszndalas kérdései is széba jonnek. Jogos igény tehdt a markergén-mentes transzgénikus novényi
alapanyagok el6dllitasa. Kisérleteinkben a célgént és a szelekcios markergént két kiillon plazmidon
juttattuk be a recipiens genomba.

Mivel a plazmid molekula nem tartalmaz szelektdlhaté marker gént, ezért a géncsendesitésért
felelds plazmidunkat egyiitt transzforméltuk a bar gént hordozd, pAHC20 plazmid molekuldval,
amellyel kordbban mar masok (Vasil és mtsai 1992, Becker és mtsai 1994) és sajat laboratériumunk
(Pauk és mtsai. 1998) is hozott 1étre transzgénikus novényeket.

A kiiiltetett novények koziil az elpusztult (1,09 %) illetve életben (1,8 %) maradt novények
aranyat tekintve megdllapithattuk, hogy kapott eredményeink nemzetkozi szinten publikélt 0,1-2,0
%-o0s buza transzformdacids eredmények fényében is jonak mondhatdéak (Varshney és Altpeter
2001).

A bar, szensz €s antiszensz Mlo szekvencidra nézve Osszesen 25 novénylink volt pozitiv.
Mivel mind a 25 ndvényi minta tartalmazta az egyiitt transzformalt két kiilonb6z6 plazmid
szekvencidit, kijelenthetjiik: a kotranszformacié hatékonysdga 100%-os volt. Ez az eredményiink
irodalmi adatok tiikrében redlis eredményként értékelhetd (Yao €és mtsai. 2006). A tovdbbiakban a
kiilon plazmid molekuldn bevitt szekvencidk egyiitt oroklodését az utddgeneracidk elemzése utdn
értékelhetjiik. A transzformécids kisérletekben 0,25 és 1,1 % hatékonysagot értiink el. A kiilonb6z0
higitdsu és plazmidardnyd kotranszformécids kisérletek eredményeit mégsem értékelhetjiik csupan
a transzforméciés hatékonysiag alapjan. A nagyobb higitast alkalmazd, de kisebb hatékonysagu
kisérleteink jelentdsége teljes mértékben csak a génexpresszids vizsgdlatok illetve a gének
kopiaszamanak meghatarozasa utdn mérheto €s hasonlithatd 0ssze. Azokon a névényeken, melyek
az liveghdzban végzett eddigi kisérletek alapjan transzgénikusnak bizonyultak, tovabbi molekularis
vizsgalatokat végziink, a specifikus siRNS-ek jelenlétét és mennyiségét hibridizacids prébaval
jellemezziik.

Jovobeni munkdnk megvizsgilni, hogy a génmddositds az utédgenerdciokban okoz-e mérhetd

kértani valtozasokat a kontroll névényekhez hasonlitva.



Az 1izolalt és vektorba épitett MSALR gén transzgénikus dohdny noévényekben fokozott
kiszaradas toleranciat okozott. (Oberschall és mtsai 2000). Kordbbi kisérleteinkben ugyanezzel a
génnel transzformalt biza sejtszuszpenzids tenyészeteink fokozott novekedést mutattak a kontroll
vonalakhoz képest ozmotikus stressz koriilmények kozott (Pauk és mtsai. 2002).

Ezt a transzformécidés munkét folytattuk, kisérleteinkben eredményesen transzforméltuk az
MsALR gént a CY-45 buza genotipusba. A 19 4j, bizonyitottan transzformdns biza vonal
tesztelését folytatjuk génexpresszids szintli vizsgdlatokkal, majd a gént fokozottan kifejezd
vonalainkat komplex stresszdiagnosztikai rendszerben kezdjiik el vizsgalni (Majer é€s mtsai. 2008).

A nemzetkozi szakirodalomban eddig viszonylag kevés publikacié latott napvildgot izolalt
rezisztenciagének buzdba torténd bevitelével kapcsolatban. Kisérleteinkben mindegyik génanaldg
transzformécidja bizonyitottan transzformdns novények Kkiiiltetéséhez vezetett. A kiilonb6zo
kisérletekben a bejuttatasi hatékonysag 0,44 és 1,71% kozott volt.

Altaldnossdgban elmondhaté, hogy az &si buiza fajok, potencidlis rezisztencia gén donorok
lehetnek, amint ezeket a hagyomdnyos nemesités is haszndlta mar. A rokon fajokban rejld
lehetOségeket érdemes kihaszndlni. Kiilonosen annak tudatdban, hogy a rezisztencia gének kozos,
egymashoz nagyon hasonlé domain felépitésiiek, un. NBS-LRR /nucleotid binding site leucin rich
repeat/ struktirdt mutatnak. Ennek kovetkeztében a fajok kozotti célzott géndtvitel, a hagyomdnyos
modszerekhez hasonld, de hatékonyabb alapanyag eldéllitasi modszer lehet.

A gének fizikai azonositdsa, klonozdsa sokkal gyorsabb és hatékonyabb nemesitést tesz
lehetové. Tovabba lehetdség van arra, hogy eddig nem ismert, azonositatlan rezisztenciagéneket a
génekben rejld homoldgia alapjan izoldlhassunk (Dallmann 2006). Az sem elhanyagolhat6
szempont, hogy a rokon fajok kozotti célzott génatvitel, gyakorlati szempontbdl lényegesen

kevesebb ellenzést valhat ki, a technoldgia alkalmazasat ellenzokbdl.



UJ £S UJSZERU TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kisérleteinket a funkciondlis genomika tudomadnyteriiletén végeztiik. A dolgozat elsd
felében leirt, tranziens indukalt géncsendesitési rendszert — melyet kozepes ateresztoképességli
géntesztelési rendszerként irtunk le — és a dolgozat masodik felében ismertetett genetikai
transzformécids kisérletek célja hasonl6: 4j informdacidkat kapjunk a nemesitési kutatds szdmadra
biotikus illetve abiotikus stresszhatdsok ellen védelmet nyujté jelolt génekkel kapcsolatban és
novényi alapanyagot dllitsunk el¢ a funkciondlis genetikai vizsgédlatokhoz. Eredményeink olyan
kutatasi eredmények, melyek mind hagyomédnyos, mind modern mdédszerekkel felhasznalhatok a

biotikus és abiotikus stresszekkel szembeni kutatasban.

Kisérleteink sordn az aldbbi iij eredményeket értiik el:

1. Kidolgoztunk egy kozepes ateresztd-képességli tesztrendszert vizmegvondsi stresszben
érdekelt gének sziirésére, arpa modell novényen. A tranziensen indukdlt géncsendesitési
rendszerben (TIGS), levagott arpa levelekben a vizhidnystresszre érzékeny DsRed marker

fehérjét expresszalo sejtek szama jelezte a vizhidny silyossagat.

2. Szakirodalmi adatok alapjan kiszaradas stresszben érintett gének csendesitésével igazoltuk a
kidolgozott tesztrendszer mikodoképességét és felhaszndlhatosdgat a dehidratacid

stresszben érintett gének tesztelésére egyedi epidermisz-sejtes rendszerben.

3. Buzdban stabil genetikai transzformaciés célra rutin mdédszerré fejlesztettik a részecske
belovésen alapulé (PDS -1000He) kozvetlen géntranszformaciés modszert. A tobb idegen
gén transzformdlasédval elért génbeviteli hatékonysag (0,16-1,71 %) nemzetkozi szinten is jO

eredménynek szamit.

4. Sikeresen transzformaltuk a buzat (Triticum aestivum L.) Dbiotikus €és abiotikus
stresszhatdsok ellen védelmet biztosité génekkel (Mlo géncsendesitési konstrukcid, MsALR
és NBS-LRR tipusu rezisztenciagén anal6gok). Kisérleteink sordn Osszesen 78 fiiggetlen
transzformédns novényt sikeriilt eldallitani, melyeknél minden esetben DNS szinten

bizonyitottuk a transzgén jelenlétét.

5. A kozvetlen génbeviteli mddszerrel (PDS-1000/He) transzformdlt novények 1étrehozdsaval

genetikai forrdsokat hoztunk létre a tovabbi funkcionélis genetikai vizsgdlatokhoz.
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