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1. Bevezetés és célkituzések

A vilagszintii élelmezésében a rizs (Oryza sativa) elfoglalt helye igen elékeld, igy modell
novényként valo vizsgalata az alternativ, kornyezetbiztonsdgosabb eljarast jelentd kloroplasztisz
transzformaciés rendszerben részmegoldast jelenthet a demografiai novekedés okozta
¢lelmiszerhidny visszaszoritasaban.

A rizs (Oryza sativa) transzformacidja az 1980-as évek kozepén sikeriilt, azota megannyi
kutatas alapjat képezte. Az eredményes nuklearis transzformaciot ujabb kutatasok kovették, melyek
a kloroplasztisz genetikai modositasara iranyultak. A kloroplasztisz transzformacié mara mar tobb
mint 10 ndvény fajban sikeresen miikodo eljaras, koziilik azonban az egyetlen egyszikii novény a
rizs. Az Orysa sativa kloroplasztisz transzformacidjat eddig KHAN & MALIGA (1999) és LEE et al.
(20006) irtak le, eredményként mindkét esetben heteroplasztomikus rizs névényeket kaptak.

Szamos gazdasagi-, és egészségiligyi eldnye teszi indokolttad kisérletek folytatasat rizs
génmoddositas témakorben. Megoldast jelenthetne a buzalisztre érzékenyek szamadra a rizslisztbol
késziilt termékek fogyasztasa. Allergén hatdsa nagysagrendekkel kisebb a buzaéndl. Hianyzik
azonban beldle néhany, a termék eldallitdshoz sziikséges specialis tulajdonsagli buzéaban fellelhetd
tartalékfehérje. A rizs genetikai modositasaval termeltethetéek lennének ezek a buzafehérjék a
szemtermésben, melynek koszOnhetden alacsony allergén hatast, a buzabdl késziilt tésztdhoz
kozelitd mindséget mutatod rizstészta, majd ebbdl tovabbi termékek eldallitasara lenne lehetdség.
Ehetd vakcina el6allitasahoz is kivald alapanyag a rizs. Escherichia coli és kolerafert6zéssel
szembeni védettség kialakitasara folynak igéretes kisérletek Magyarorszagon. (OszVvALD et al.,
2008a, OszvALD et al., 2008b). Bizonyitast nyert, a megfeleld mennyiségli antigén fehérjék
termelddése a rizsszemben, mely azt jelenti, hogy megfeleld ismétlésben néhany gramm nyers rizs
elfogyasztasa védelmet nyujthat e fertézésekkel szemben. Meglévd, élelmezésiigyet segitd
fejlesztés az A-provitaminban, béta-karotinban gazdag ,,Aranyrizs”, mellyel a vitamin6zis és az
annak kovetkeztében - leggyakrabban a harmadik vilagbeli orszagokban - kialakulo vaksag
megeldzhetd. Emellett a szintetikus étrend-kiegészitd A-vitamin kivaltoja is lehetne a teljesen
ndvényi eredetii A-vitaminban gazdag rizs. (MAGYAR FEHER KONYV, 2011)

A kloroplasztisz transzformacié ujabb egészségligyi-, €s gazdasagi eldnydket hordoz
magaban. Az elsé plasztisz transzformans dohany ndvényt 1990-ben allitottak elé SvAB et
al.(1990). Azbta szamos novényfajnal értek el sikereket a vilagon. A kloroplasztisz transzformacio
kiterjesztette a vakcina eldallitas hatarait, a kolera és az E.coli mellett tetanusz, 1épfene, pestis és
Lyme-kor ellen, illetve némely allatokat fert6zd virus és protozoa korokozd ellen termeltetnek
kisérletesen antigéneket. A human gyodgyaszatban nagy jelentdségli fehérjék termeltetésének
lehet6ségeit szintén kutatjak, ilyenek az inzulin, a szomatotropin, illetve az interferonok. A
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modositott kloroplasztiszokat felhasznaljadk bioreaktorként biopolimerek, aminosavak és ipari
enzimek termeltetésére, nagysagrendekkel magasabb termékmennyiséget kapva a genomialis
transzformansokkal vald elGallitassal Osszehasonlitva (VERMA & DANIELL, 2007, TAMAS &
OszvALD, 2011).

A kloroplasztisz transzforméacio technologiai elényei a genomidlis génmodositassal szemben
foként az organellum bakterilis eredetére vezethetéek vissza. Homoldg rekombinacio jellemzi, igy
a transzgén hely specifikus beépitése lehetséges. A bejuttatott génre nem hathat a géncsendesités
folyamata, mivel az nem muikodik a kloroplasztiszban. Magas kopiaszdma okan bdséges
fehérjetermék allithato el6 altala. Egy sejtben 20-100 kloroplasztisz talalhato, egy plasztiszon beliil
pedig 50-100 kopia, mely dsszesen 1000-10000 kopia sejtenként. Nagysagrendekkel meghaladva
ezzel a nuklearisan modositott novények fehérje expressziojat, hisz az szoros Osszefiiggésben all a
kopiaszammal. A kloroplasztisz a termesztett novényfajok jelentés tobbségében anyai 6roklédési,
igy a pollen Aaltali transzmisszi6é (,,génszokés”) nem lehetséges, mely kornyezetbiztonsagi
szempontbol a legeldnydsebb jellemzdje. A rizs kivalé modell novénye a gabonaféléknek, mert
teljesen megszekvenalt nuklearis (génbanki azonositdja: NC_008405) és kloroplasztisz genommal
(génbanki azonositoja: X15901, NC_001320) rendelkezik.

Célunk egy sikeresen miikodé kloroplasztisz transzformacios rendszer kiépitése rizs (Oryza
sativa L.) novényen. Ennek részeként pedig egy részletes és megismételhetd in vitro sejt-, és

szovettenyésztési, illetve novényregeneracids protokoll 1étrehozésa.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_008405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001320

2. Irodalmi attekintés

2.1. Arrizs jellemzése

A rizs (Oryza sativa, L.) a buizat kdvetden a masodik legfontosabb élelmezési gabonafajtank
a vilagon (lasd 1. tablazat). 5000 éves multtal rendelkezd Délkelet-Azsiabol szarmazod faj.
Taxondmiai besorolasa alapjan a Viridiplantaea orszagba, az Angiospermatophyta - Zarvatermoék
torzsébe, a Monocotyledonopsida - Egyszikiick osztalyaba, a Poales - Pazsitfiiviraguak rendjébe, a
Poaceae - Pazsitfiifélék csaladjaba, az Ehrhartoideae - Rizsfélék alcsaladjaba, és azon beliil az
Oryza nemzetségbe tartozik (TUBA és mtsai 2007, KAszAB 2004).

1. Bza 9. Zab

2. Rizs 10. Bab

3. Kukorica 11. Burgonya

4. Arpa 12. Foldimogyoro
5. Koles 13. Rozs

6. Szemescirok 14. Edesburgonya
7. Szojabab 15. Cukornad

8. Gyapot 16. Manioka

1. tablazat: A vilag f6bb kultirnévényeinek fontossagi sorrendje. (HIDVEGI, 2007)

Egynyari faj, leveler szélesek, nyelvecskéi pillas szorliek, fiilecskéi hartyasak. Nincsenek
pelyvaik. Viragzata laza, 0sszezart buga, melyben 2-7 viragu lapitott, tojasdad fiizérkéi vannak.
Szemterméssel szaporodik, melyre rand a toklasz. Cs-as fotoszintézis uton keresztiil megy végbe a
széndioxid megkotése. A tipanyagban gazdag, nedves talajokat kedveli. Termesztése arasztasos
rendszerrel és szarazon termesztéssel egyarant torténik. Magyarorszag déli része (Szarvas és
kornyéke) kedvezd éghajlata miatt a rizstermesztés északi hatéra. (TUBA és mtsai 2007, KASzZAB
2004)

Az Oryza nemzetség tobb mint 20 fajt foglal magaban, két legfontosabb fajanak az O.
sativa-t és az O. glaberrima-t tartjak, melyek az Oryza perennis Moench ével6 vadrizsbél fejlodtek
ki (HIDVEGI, 2007). Magyarorszagon a mocsarainkban eléfordulé vad faja a Leersia oryzoides L.
sw. — rizsfii. Ot csoportra oszthaté a rizsfélék csalddja, az O. temperate japonica, O. tropical
japonica, O. indica, O. aus, és O. aromatic csoportokra. Koziiliik legnagyobb mértékben elterjedt és
ismert két csoport a ragados, rovid szemii O. japonica, és a nem ragados, hosszi szemi O. indica.

Elterjedésiiket illetden, az O. indica alfoldi csoport, mely Azsia tropusi éghajlata teriiletein fordul
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eld, az O. japonica csoport Kelet-Azsia mérsékelt éghajlati teriiletein, és Délkelet-Azsia felvidékén
jelenik meg, ezen beliil talalhatok az O. sativa sp. japonica cv. Kyrara és az O. sativa sp. japonica
cv. Taipei 309 fajtak is. GARRIS et al. (2004)

A rizs beltartalmi értékeit tekintve a buzaét meghaladd energiaértékkel, szénhidrat és
nikotinsav tartalommal rendelkezik. Esszencidlis aminosav-Osszetétele igen kedvezd, az anyatejére
hasonlito, keményitéje konnyen emészthetd, E és B-vitaminokban gazdag. A vilag népességének
napi kaloria bevitelének 20%-at fedezi a rizs. (HIDVEGI, 2007)

A rizs strukturalis genom analizise 2003-ban befejez6dott. Mind a nuklearis (génbanki
azonositoja: NC_008405), mind a kloroplasztisz (génbanki azonositéja: X15901, NC_001320)
genom teljes szekvencidja rendelkezésre all. A rizs 430 Mb nagysagi genommal rendelkezik 12
kromoszéman elosztva. A plasztom (kloroplasztisz genom) mérete 134,525 nukleotid hosszu, ez
159 ismert gént tartalmaz, illetve 108 fehérjét és 46 strukturalis RNS-t kodol. A szekvenciajanak

elérhetdsége és kis genommérete teszi kivalo modellndvénnyé a rizst.

2. 2. A kloroplasztisz jellemzése

A kloroplasztisz egy, a zdld novényekre jellemzd sejt organellum, melynek elsddleges
feladata a fotoszintézis helyszinének biztositasa. Proplasztiszbol differencialodassal keletkezik. A
novényi sejten beliill a citoplazméban helyezkedik el. Kettés membranrendszerrel rendelkezik,
amely ha tobbé-kevésbé egyenes, sztroma tilakoidnak nevezziik, melyek Osszetekeredve granum
tilakoidokat alkotnak. Az &si fotoszintetizalo cianobaktériumoktdl szarmaztatjak oket, melyeket az
endoszimbiodzis elmélet szerint, a korai eukariotdk bekebeleztek. Ezt igazolja 6nallo, cirkularis
genomuk ¢€s annak replikacidja utdn hasadédssal torténd osztodasa, illetve egyes enzimek és
strukturfehérjék k6zos, megosztott szabalyozasa. (TUBA, 2006)

A z06ld novények minden sejtjében 50-100 zold szintest talalhatd. A plasztom nagyszamu
DNS kopiaval rendelkezik, mely a granum lemezek kozt helyezkedik el (lasd 1. abra). Egy sejtben
20-100 Kloroplasztisz talalhato, egy plasztiszon beliil pedig 50-100 kopia, mely 6sszesen 1000-
10000 kopia sejtenként. A kloroplasztisz DNS (cpDNS) négy nagyobb egységre tagolhato, a jobb-,
¢s bal oldali elvalasztd forditott ismétlddésekre (Ir), a hosszu koédolod szakaszra (LSC) és a rovid
kodold szakaszra (SSC). Altalaban anyai uton 6rokldik, mint példaul rizsben és a kukoricaban. A

rizs kloroplasztiszaban 0,135 x 106 bp mennyiségii DNS talalhat6. HESzKY (2011) GYULAY (2010)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_008405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001320
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1. dbra: A kloroplasztisz felépitése. (HESZKY, 2011)

2. 3. Transzformacios attekintés

Két f6 csoportra oszthatbak a transzformécids rendszerek, kozvetett és kozvetlen
technikékra. Az elsé transzformans novényt a legelterjedtebb kozvetett technikaval érték el, az
Agrobacterium tumefaciens nevii baktérium segitségével torténd génatvitellel. Ez a talajlako,
anaerob baktérium, tumoros megbetegedést idéz el a kétszikii ndvényeken, melyet mar 1907-ben
leirtak (SMITH and TOWNSEND, 1907). Az un. Ti-plazmidjat és miikodését azonban csak 1974-ben
fedezték fel, illetve tették fel a hipotézist, miszerint ez a plazmid a tumorképzddés indukaloja
(ZAENEN et al., 1974 & LAREBEKE et al., 1974). Az els6 feljegyzések Agrobacterium-mal
transzformalt névényekrdl, az 1980-as évek elejérdl szarmaznak (DAVEY et al., 1980, BEVAN et al.,
1982, HoCKEMA et al., 1982, HERRERA-ESTRELLA, 1983, KERN et al., 1983,). Az ezt kovetd 6t évben
sikertilt eldallitani az elsé gazdasagilag is jelentds transzgénikus ndvényeket, mint pl. virus
rezisztens (POWEL et al., 1986, BAULCOMBIE et al., 1986), rovarrezisztens (VAECK et al., 1986),
illetve herbicidrezisztens novényeket (SHAH et al., 1986). Az Agrobacterium a természetben a
kétszikli novényeket sebzésein keresztiil fertdzi, mely sériilések hatdsdra a ndovények a baktérium
virulencia génjeit aktivald anyagokat (pl. acetosyringon) termelnek. A virulencia gének, a
baktérium tumor indukdlé plazmidjan (Ti-plazmid) taldlhatoak, melybdl egy kisebb szakasz, a

transzfer DNS (T-DNS) kivagodik, és beépiil a fertézott novény sejtmagjaba, genomjaba. A
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http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-34581998000300002&script=sci_arttext&tlng=en#52

beépiilést a T-DNS un. forditva ismétlddoé hatarszekvencidi teszik lehetové. A géntechnoldogusok e
szekvenciak koziil vagjak ki a bazisokat és épitik a helyiikre a bejuttatandé géneket. (HESzKY et al.,
2005, HEszKY, 2011)

Az Agrobacterium-mal torténé transzformacidé azonban az egyszikiicknél nehézségekbe
iitkozott, ugyanis az egyszikli novények nem (vagy nagyon kis mennyiségben) termelik sebzések
hatdsara a virulencia géneket indukalé anyagokat. Ennek koszonhetden alakult ki a biolisztikus
géntranszfer technika (KLEIN et al., 1987), mely a kdzvetlen génmodositas csoportjaba sorolhatd
modszerek kozil a legelterjedtebben alkalmazott. Hasznéalata soran mikrohordozéhoz
(mikronméreti wolfram vagy aranyszemcsék) kotjiik a bejuttatni kivant plazmidot, gént, majd ezt
egy makrohordozora helyezziik, amit nagy nyomasu suritett gazzal (N, vagy He) beld a génpuska a
célszovetbe (részletesebben lasd Anyag és modszer 3. 3. 2. fejezete). A részecskebombazasnak tobb
elénye is van az Agrobaktériumos transzformécioval szemben, jelen kisérlet szempontjabol
azonban a két legfontosabb, hogy egyszikii ndvényt is lehet vele transzformalni, illetve organellum
genomba is bejuttathatd a kivant gén. A kozvetlen géntranszfer csoportjaba tartozik még szamos,
kevésbé alkalmazott technika, ilyen tobbek kozt a protoplasztok polietilén-glikol-os (PEG)
kezelése, az elektroporacio, illetve a mikro-, és makroinjektalas. JENES et al. (1996), HESzKY (2011)

2.3. 1. Rizs transzformacios attekintés

Az elsé transzforméans rizs novényt elektroporacids kezeléssel segitett protoplaszt
transzformacios rendszerrel érték el (TORIYAMA et al, 1988). Ugyanabban az évben ZHANG AND
Wu (1988) elsdként tudtak nagyszamu transzformans rizst eldallitani, miutan a bakterialis /3-
glitkuronidaz gént bejuttattdk rizs protoplasztba. Szuszpenzidés kultarat inditottak rizs
szkutellumbol, majd onnan izolaltak protoplasztokat, melyeket PEG-os kezeléssel fuzionaltattak a
B-glitkuronidaz génnel. A kovetkez6 nagy 1épés a herbicidrezisztens rizs eldallitasa, DATTA et al.,
(1992) ugyancsak PEG segitségével vitték be a foszfinotricin bar génjét a protoplasztba. A Basta
nevi széles spektrumu herbicid szarmazéka a foszfinotricinnek, mely ellen rezisztenciat nytjt. CAO
et al.(1992) mar biolisztikus transzformacioval vitték be a bar gént rizsbe. Sikeresen allitottak el
transzforméansokat, melyek foszfinotricinnel végzett szelekcidja is pozitiv eredményt mutatott. A
legnagyobb elért eredmény a mai napig a béta karotinban gazdag ,,Aranyrizs” kifejlesztése, mely
segitene a szegényebb azsiai orszdgokba nagy szamban el6forduld vitamindzis elkeriilésén
(POTRYKUS, 2001).

2003-ra, megkonnyitve a kutatasokat befejez6dott a rizs strukturalis genom analizise - Rice

Genome Programme (HESzKY 2005).



2.3.2. A kloroplasztisz transzformacié elonyei

Az elsd plasztisz transzformans dohdny ndvényt 1990-ben allitottak elé (SVAB et al.). Azota
szamos novényen sikeresen hajtottak végre kloroplasztisz transzformaciot: ludfii (SIKDAR et al.,
1998), burgonya (SIDOROV et al., 1999), paradicsom (RuF et al., 2001), repce (Hou et al., 2003),
Lesquerella (SKARJINSKAIA et al., 2003), szdja (DUFOURMANTEL et al., 2004), sargarépa (KUMAR et
al., 2004a), gyapot (KUMAR et al., 2004b), petinia (ZUBKO et al., 2004), salata (LELIVELT et al.,
2005), rizs (LEE et al., 2006), karfiol (NUGENT, 2006), nyar (OKUMURA, 2006), kaposzta (LIU et al.,
2007), cukorrépa (DE MARCHIS et al., 2009) és tojasgyiimolcs (SINGH et al., 2010).

Szamos elonnyel rendelkezik a sejtmag transzformansokkal szemben. Kornyezetvédelmi
szempontbol legfontosabb eldnye, hogy a kloroplasztisz anyai 6roklddésének koszonhetden itt nem
kell tartani a gén/pollenszokés veszélyétdl. Nagy mennyiségli fehérje expressziora képes a
plasztommodositott ndvény, nagysagrendileg meghaladva a nukledrisan modositott ndvény
fehérjetermék eldallito képességét. Ez a legfontosabb gazdasagi elénye, mivel igy kevesebb energia
befektetéssel nagyobb haszon érhet6 el. Bioreaktorként hasznalhaté fel a kloroplasztisz
transzformans novény kiillonbozo ipari teriileteken, gydgyaszatban vakcina termeltetésre, bioiparban
hasznos polimerek, enzimek termeltetésére példaul. Ebben az esetben kiilon eldnyt jelent, hogy a
transzformdns novények altal eldallitott hasznos molekuldk keriilnének felhasznalasra, nem maga a
modositott novény szolgaltatna az alapanyagot (HESzKY, 2011, TAMAS & OszVALD, 2011).

Szelektiv mutagenezissel, szelektiv —antibiotikum rezisztencia alakithat6 ki a
kloroplasztiszban, 6nall6 genomjanak koszonhetéen, mind Streptomycin, Rifampicin, Eritromycin
¢s Kloramfenikol antibiotikumok esetében (GYULAI, 2010). A mostani antibiotikum rezisztencia

tiltas értelmében ennek azonban csak a kutatasban lehet jelentdsége.

2.3.3. Kloroplasztisz transzformacio rizsben

A kloroplasztisz transzformacidja rizsben napjainkban csak biolisztikus modszerrel mehet
végbe sikeresen. Az Agrobacterium tumefaciens csak a nuklearis genomba tudja beépiteni T-DNS-
ét, emellett egysziklieknél nehezen alkalmazhato. Csak 0gy, mint az ismertebb kozvetlen
madszerek, a protoplaszt fzid, mikroinjektalds vagy az elektroporacio.

Tobb probléma neheziti a kloroplasztiszba torténd gén transzformalast. Ilyen a kisebb
mérete, melyhez kisebb altaldban 0,6 pm arany vagy wolfram szemcséket lehet hasznalni
hordozoként, az 1-3 um-esek helyett. Kis méretébdl adéddan nehezebben talalhato el hidba van sok
plasztisz egy sejtben, emellett a kloroplasztisz kettds membranrendszerén kell atjutnia a hordozo-
szemcséknek. Az els6 kloroplasztisz transzformaciot, ezen okokbol kifolydlag a Chlamydomonas
reinhardtii nevli zold algaval végezték el, ugyanis egy nagy kloroplasztisszal rendelkezik, mely

kozvetleniil a sejtmembran alatt helyezkedik el (BOYNTON et al., 1988). Egy évvel késébb
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BLoweRs et al. (1989) neomicinfoszfotranszferaz gént (nptll) juttattak be Chlamydomonas
plasztiszba. Az els6 virdgos ndvényen, dohanyon, végrehajtott kloroplasztisz transzforméciot 1990-
ben irtak le (SvAB et al.).

KHAN & MALIGA (1999) Es Lee et al. (2006) stabil transzgén integraciot
(heteroplasztomikus allapotot) sikeriilt elérniiik rizsben, azonban a homoplasztomikus allapot lenne
a megfeleld. Kisérleteik protokollja alapvetden hasonld, néhany fontos eltérést a kovetkezékben
fejtek ki. Kahn & Maliga a pMSK49-es plazmidot hasznalta, mely nagy eléonye a FLARE-S fuzids
gén, ami magaban foglalja az aadA (aminoglycoside 3’-adenylyltransferase) és a gfp (green
fluorescent protein) marker géneket. Lee et al. (2006) is az aadA és gfp marker géneket hasznaltak,
de kiilon épitették be a konstrukcidjukba. Khan & Maliga szuszpenziok sejt-aggregdtumainak, Lee
et al. magkalluszok biolisztikus génmoddositasat végezték. A hasznalt szelekcids dgens egyezett,

Streptomycin volt mind a két esetben, azonban mas-mas koncentracioban alkalmaztak. Khan &

crer
c ey

crer

heteroplasztomikus rizs ndvények.
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3. Anyag és modszer

A Mezbgazdasagi Biotechnologiai Kutatokézpont Novényi Sejtbioldgia Csoportjanak 2004-
ben indult, és jelenleg is folyd kisérletébe csatlakoztam 2010-ben. A cél egy “kornyezetvédd”

transzgénikus technologia fejlesztése — a kloroplasztisz transzformacio volt.

3. 1. Felhasznalt novényanyag

A kisérlet Oryza sativa sp. japonica cv. Taipei 309 és Oryza sativa sp. japonica cv. Kyrara
fajtakkal lett beallitva. Elterjedésiiket illetben Délkelet-Azsiai fajtak. A T-309 egy nagyon
hatékonyan regeneralo, standard fajta, mely azt jelenti, hogy 1 explantumbdl nagyobb szdmu sejt,
illetve novény regeneraltathatd. A Kyrara fajtat gyorsabb regenerald képesség jellemzi a Taipei-
309-el szemben. A Kyrara kalluszai un. soft jelleget mutatnak, a T-309 inkabb kompaktabb
kalluszokat képez.

3.2. Sejt-, és szovettenyésztési rendszer

A Kkisérlet in vitro koriilmények kozott zajlik. Elsé fazisa a megfeleld mennyiségii és
mindségli explantum el6allitas sejt-, és szdvettenyésztési technikak segitségével. Erett magbol
differencialt kalluszok, érett magbol preparalt szkutellumok és szkutellum tenyészetbdl inditott

finom embriogén sejtszuszpenzidk dsszehasonlitd vizsgalatat végeztiik.

3.2. 1. Magkalluszositas eszkozrendszere és folyamata

A magvak hantolasat kovetden a sterilizalas kovetkezik. Ennek 1épései a kovetkezok: 70 %-
os Ethanol 3 perc, 2x steril desztillalt vizes 6blités, majd hypo-desztillalt viz 1:1 ardnyl keveréke,
melyhez 100 ml-enként egy csepp Tween 20 feliiletaktiv anyagot cseppentiink. A sterilizalo
oldatban 30 percig razatjuk a magokat. A kovetkezd 1épésként eltavolitjuk a hypot a magvakrol,
steril desztillalt vizzel jol &tmossuk min. 2x ismétlésben, alkalmanként 10-10 perces razatassal. Az
utolsd oblitdviz eltavolitdsat kovetden N6-3 taptalajra helyezziik Oket, 10 mag/ Petri csésze
elosztasban. Az eredeti N6 taptalajt (CHU et al., 1975) 3 mg/l 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic
acid) hormon hozzaadasaval hasznaljuk (lasd 5. tablazat). A magokat harom hétre 28 °C-os sotét
termosztatba helyezziik a j6 kalluszképzddés eldsegitése érdekében. Az 1d6 leteltével levalasztjuk a
kalluszokat a magrol - lehetdség szerint darabolas nélkiil. A génbeldvéshez a Petri csésze kdzepére
helyezziik 6ket 1-1,5 cm atmérdjlii korben (még mindig N6-3 taptalajon).

A transzformacidt kovetden a kalluszok 2-3 napig ugyanezen a taptalajon maradnak, de a

jobb tapanyagellatas érdekében egyenletesen szétrakjuk Oket a Petri csészében és visszahelyezziik a
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termosztatba. 2-3 nap elteltével kezdjiik meg a szelekciot 100 mg/1 Streptomycint tartalmazo MS-I
vagy MS-II regeneracios taptalajon, melyek az alabbi hormon kiegészitéseket tartalmazzak: MS-I (2
mg/l BAP és 1 mg/l NAA), MS-11 (2 mg/l Kinetin és 2 mg/l NAA). Az MS alap taptalaj (MURASHIGE
& SKOO0G, 1962) valtozatai (lasd 5. tablazat). Mindkét taptalajt 2 mg/1 Gelrite-al szilarditjuk. Ekkor
keriilnek 4t sotétbdl fényszobaba, ahol nappal 22-24 °C-on, éjszaka 20-21 °C-on, 16/8 o6ra
fotoperiodus mellett, 2-3000 lux megvilagitast kapnak. A kisérletet LEE et al. (2006) cikke alapjan
allitottuk be.

3.2.2. Szkutellum preparalas eszkozrendszere és folyamata

A magvak sterilizaldsa a magkalluszositasnal leirtakkal megegyezden zajlik. A magokat az
utols6 Oblitéviz csekély maradékaval egyiitt egy hirtelen mozdulattal steril szlir6papirt tartalmazé
Petri csészébe ontjiik. Ezt kdvetden egy napra 28 °C-os termosztatba tessziik dket, mely id6 alatt a
rizsszemek megduzzadnak, megpuhulnak. Masnap sztereo mikroszkép alatt az endospermiumbol
kipreparaljuk a szkutellumot, és eltavolitjuk a csirakezdeményt. A prepardtumokat LS-2.5
kalluszosité taptalaj kozepére helyezziik egy koriilbeliil 0,5 cm-es atmér6ji korben (30 szkutellum/
Petri csésze).

Amennyiben nem sikeriilt minden szembdl teljesen eltavolitani a csirakezdeményt, azt a
belovést kovetden folyamatosan tavolitjuk el a kalluszosodasnak indult szkutellumokbol. Az
alkalmazott LS taptalaj (LINSMAIER & SKOOG, 1965) 2,5 mg/l 2,4-D hormont tartalmaz (lasd 5.
tablazat), melyet 2-3 nap mulva 100 mg/1 Streptomycin-nel egészitiink ki a szelekcié érdekében. 3
hét alatt 28°C-o0s sotét termosztatban elkalluszosodnak. A kalluszok a transzformaciot kovetden 1,5-
2 hoénap mulva keriilnek MS alap regeneracids taptalajra, melyet 2 mg/l BAP és 1 mg/l NAA
hormonokkal egészitiink ki és 3,5 mg/l Gelrite-al szilarditunk. A regeneraciot fényszobaban

végezziik, mely paraméterei megegyeznek a magkalluszositasnal leirtakkal.

3.2.3. Sejtszuszpenzio inditas eszkozrendszere és folyamata

A hantolas és a sterilizdlas a fent leirtak alapjan torténik. A vizzel torténd atmosast
kovetden a szkutellum preparalas elokészitéséhez hasonldan 1 napra, nedves sziirépapiron, 28 °C-0S
sOtét termosztatba helyezziik a magvakat, ahol megduzzadnak és puhulnak. Masnap mikroszkop
alatt kipreparaljuk a szkutellumot az endospermiumbol és LS-2.5 taptalajra helyezziik. 3-4 napra
visszakeriilnek a termosztatba, ez alatt megindul a kicsirazas. Amikor a csirandvények elérték az 1-
1,5 cm hosszlsagot, szike és csipesz segitségével eltavolitjuk dket, a szkutellumok pedig Gjra friss
LS-2.5 taptalajra keriilnek. 7-14 nap alatt 28°C-os sotét termosztatban tartva éket elkalluszosodnak.
Megfigyeléseink alapjan a 10. napra képzddnek idedlis méretli és szilardsagu kalluszok. Ekkor

inditjuk el a folyékony szuszpenzids sejtkulturat a kovetkezoképpen: két csipesz segitségével
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belemorzsolunk egy 15-20 ml AA2 tapoldatot tartalmazé 100 ml-es Erlenmayer lombikba
koriilbeliil 30 kalluszt (egy Petri csészényi). Innentdl sotét koriilmények kozt, folyamatosan
razogépen razatjuk a lombikokat 120 rpm fordulatszdmon, a sejtek megfelelé oxigénellatasanak
biztositasa végett. A korabbi tapasztalatok szerint az alkalmazott AA2 taptalajnak (MULLER &
GRAFE 1978, TORIYAMA & HINATA 1985) gyakran modosult a pH-ja a passzalasok ideje alatt és a
meglehetésen pH fiiggd sejtszuszpenzidk nem tudtak megfeleléen szaporodni és osztodni ebben a
szamukra kevésbé optimalis kdzegben. A problémat 5 mM MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic
acid) puffer hozzaadasaval sikeresen kikiiszoboltiink. Az AA2 taptalajt 2 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/I
Kinetin és 0,1 mg/l Gibberellinsav hormon kiegészitéssel hasznaljuk (lasd 5. tablazat). Az
elsddleges (primer) szuszpenziok hetente kétszeri passzalast igényelnek, melynek soran tilepitjiik a
szuszpenziot, majd ledntjikk rola a tapkozeget és a méretndovekedésiiknek megfelelden toltjiik fel
ismét friss AA2 tapoldattal. Koriilbeliil 1 honap elteltével a taptalaj stirlisddése (kocsonyasodas)
figyelhet6 meg. Ujabb 1 honap elteltével visszatisztul a tipkozeg és megindul a sejtek osztodasa,
sejt-aggregatumok képzddése. A szuszpenzids kultura inditasatdl szamitva 3-4 honap elteltével
megfeleld mennyiségli sejt-aggregatum keletkezik, ekkor megkezdddhet az elvélasztisuk az
»anyakalluszoktol”. Kisebb térfogatukbodl és tomegiikbdl adéddan lassabban iilepednek, igy rovid
iillepités (dekantalas) utan kis mennyiségii tapoldattal atonthetdéek egy masik Erlenmayer lombikba.
Az igy kapott egysejtes, illetve aprobb sejt-aggregatumokat tartalmazo finom szuszpenzidkat mar
elegendé hetente egy alkalommal passzalni. A génbelovéshez a szuszpenziobol 1-2 mi-nyi
mennyiséget racsoppentiink egy steril sziir6papir koronggal boritott szilard AA2 taptalajra.
Kortilbeliil 1,5-2 cm-es korben egyenletesen szétteritjiik, igy génbelovésre alkalmas explantumot

kapunk. (GoNzALEZ-CORONEL and JENES, 2001)

3. 3. Transzformacios rendszer

A sejt-, és szovettenyésztési munkalatokat kovetéen megkezdtik az explantumok

transzformalasat.

3.3. 1L Felhasznalt plazmid-konstrukciok

A New Jersey-i Rutgers Egyetemen Maliga Pal altal kifejlesztett pMSK49 gén-konstrukciot
hasznaltuk a transzforméciéhoz (génbanki taxondmiai azonositd: 120083). A kisérlethez vald
csatlakozasom eldtt a pPOPV2 vektor-konstrukcid is hasznalatban volt, melyet ugyszintén Maliga
Pal tervezett. Kifejezetten a célndvényre lettek tervezve a konstrukciok, beépitett rizs plasztisz
genom szakaszokkal (,targeting” régiok, trn) rendelkeznek, melyek a transzgén specifikus
beépiilését teszik lehetdvé. A transzformdcié nyomonkovethetdsége érdekében ketté marker gén

crer
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protein) génekét a FLARE-S (fluorescent antibiotic resistance enzyme, spectinomycin and
streptomycin) gént. Hordozzak tovabba az ismert legerdsebb plasztid riboszomalis RNS promotert
(rrn gén promoter régid), és a psbA gén 3’-UTR szakaszat (psba gén terminator régid) az mRNS
stabilizalasaért (lasd 2. tablazat). Ez a konstrukcié a rizs nemkodoldo 16SrDNS, trnV és rps12/7
régiok kozé képes beépiilni (Génbanki azonosito AF176637, lasd 2. abra). (KHAN & MALIGA, 1999)

Plazmid Targeting Prométer Terminator Gazdasagilag
Marker gén
neve régio régio régio hasznos gén
pOPV2 rizs aadA —gfp PrrnLatpB TpsbA N/A
pPMSK49 rizs aadA —gfp PrrLT7910 TpsbA N/A

2. tabldzat: Vektor-konstrukciok részei.

trnV
PMSK49/ pMSK57 |4\ 0T g T aadl FA [ -
Baliargeting FLARE-S Jobb targeting
régio régio-”
~. i
g trn\V ’,’
Os-wt/Nt-wt ' ] L [ !
165rDNA rpsi2/7
trnV
Os-pMSK49/ _— < T e [
Nt-pMSK57 FLARE-S

2. dbra: A pMSK49 plazmid-konstrukcio és a beépiilés helyének fizikai térképe. (KHAN & MALIGA, 1999)

3.3. 2. A génbelové késziilék

Munkank sordn a masodik generacios GENEBOOSTER™  génbelovd késziiléket
hasznaltunk (JENES et al., 1996) , melynek elsé generacios példanya 1990-ben késziilt el Godo116n, a
Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpontban Jenes Barnabas és munkatarsai tervezésében és
kivitelezésében. Az egyszikliek vastag sejtfala megnehezitette, esetenként ellehetetlenitette (lasd
irodalmi attekintés 1.3.) az Agrobaktériummal torténd transzformalés sikerességét, mely elvezetett a
biolisztikus (génbelovo) rendszer kialakulasahoz. A génbelové modszer 1ényege, hogy egy hordozd
mikrolovedékhez kapcsoljuk az €16 szervezetbe bevinni kivant gént. A mikrolovedéket siiritett gaz
segitségeével felgyorsitjuk, majd beldjiik a célsejtbe. A mikrohordoz6 magaval viszi a bejuttatando
részecskét, amely levalik a gazdaszervezetben és beintegralodik annak DNS-ébe, vagy iddlegesen
mikodésbe 1€p. (HTTP://WwWW.MUSZEROLDAL.HU/MMK/NRG5/JENEI.HTML, JENES et al., 1996, JENES
etal., 1997)
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A génpuska fobb részei a Njp-gaztartily, a hozzaépitett nyomascsokkentd, egy szabalyozd
egység, melyhez kapcsolhatd egy irdnyitd egység (PC), illetve a steril kozegbe helyezett vakuum

kamra és annak részei. (3. abra)

My omas- Szabalyozo Steril zéna
csakkentt eysed /
/ Gar Zyorsitocsd
e s N el e i j_/
i o [
BN EECOOET ER™ =]
N, }— Gaztartaly / —— vakuumkamra
Leszivas
S =
|BM FC

3. abra: A génbeldvd késziilék f6bb részei. (HTTP://WWW.MUSZEROLDAL.HU/MMK/NRG5/JENEI.HTML)

A vakuum kamra legfontosabb szerkezeti elemei a zaré dugd, melyre a makrolovedéket helyezziik,
a gyorsito csd, a stop lemez, a fémhalo, illetve a célszovetet és a fémhalot tartd polcok. A szerkezet
stiritett N, gazzal miikodik. Ez gyorsitja fel a makrohordozot a vakuummal telitett térbe juttatva. A
makrohordozét megallitja a stop lemez, a mikrolévedék €s a hozzakotott anyag tovabb halad,

keresztiilmegy a fémhalo résein, igy szortan jut el a célhoz (lasd 4. abra).

Gyorsitd csd

Stoplemez Wakrolgwvedek

Celszdvet

4. abra: A vakuumkamra részei és a transzformdcio folyamata.

(HTTP://IWWW.MUSZEROLDAL.HU/MMK/NR65/JENEI.HTML)
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A nitrogén nyomadsa €s a vakuum nagysdga manualisan allithatdé a szabalyoz6 egységen,
lehetdséget biztositva ezzel a mikrohordozo6 sebességének befolydsoldsara. Ez a sebesség fliigg még

a mikrolovedék altal a stop lemezig, és onnan a célszévetig megtett Gt hosszusagatol. (JENES et al.,

1997)

3.3.3. A transzformacio folyamata

Makrohordozdként milanyag 16vedéket, mikrohordozoként 0,6 pm atmérdji aranyszemcesét
hasznalunk (0.6 um Gold Microcarriers, Biorad), erre kotjiikk rd a kivant DNS-t. El6szor 30 mg
aranyat sterilizalunk 500 pl abszolut alkohollal torténd atmosassal, mely sordn 2-3 perces vortexelés
¢s 4 masodperces, 13,4 X 1000 fordulatszamon torténd centrifugalas torténik, haromszoros
ismétlésben. A feliilusz6 eltavolitasa utdn 500 pl milliQ vizzel végziink atmosast haromszori
ismétlésben, az elObbiekhez hasonléan. A feliiluszo leszivasat kovetden ramériink negyedik
alkalommal is 500 pl milliQ vizet. Az igy elkészitett mikrolovedék tarolhatéd -20°C-on.

A kovetkezd 1épés a DNS rakotése a hordozd szemcsékre, mely kozvetleniil a
transzformdlds eldtt végezendd el. Kimériink a mikrohordozobol 50 pl-t Eppendorf csdvenként,
hozzdadunk 5 pl-nyi 1,1 pg/ul-es plazmidot és Osszekeverjiikk vortex segitségével. Frissen
felbontott, hideg, 2,5 M-os CaCl,-oldattal kicsapjuk a szemcséhez hozzakotni kivant DNS-t, majd
ugyancsak frissen felbontott, hideg, 0,1 M-os Spermidin oldattal hozzakétjik azt az
aranyszemcsékhez. A  két oldatnak egymast kovetve, gyorsan kell érintkeznie az
aranyszuszpenzioval, ezért az elfektetett Eppendorf cs6 falara cseppentjiik alulra a CaCly-ot, felé a
Spermidin-t, majd az Eppendorf csé 6vatos fiiggbleges helyzetbehozasaval elészor az also, rogton
utdna a felsO csepp is eléri az oldatot. Azonnali egy perces vortexelés kovetkezik. 4 masodperces
centrifugdlds utan, a feliilusz6 leszivasa kovetkezik, majd 250 pl abszolut alkoholt mériink az
oldatra. Ujabb vortexelés, iilepités kovetkezik és a feliiluszé eltavolitisa. A pelletre 105 ul
izopropanolt mériink és a vortexre helyezziik, ezzel elkésziilt a mikrohordozonk, a hozzardgzitett
plazmiddal. Mintaszamhoz mérten és a kivant mintankénti 16vésszamhoz igazodva elére
kiszamitjuk az eldallitandé mikrolovedék mennyiségét. Lovésenkénti (makrohordozonkénti) 10 pl
mikrolovedék felvitel mellett egy Eppendorf-nyi mikrohordozoé 8-10 16vésre elegendo.

A Petri csésze kozepére helyezett explantumokkal a mar eldkészitett ndvényi anyag
transzformacioja kovetkezik. A génpuska iizembe helyezésekor beallitjuk a nyomadst, és a
vakuumot. 70 bar nyomads és -0.7 bar vakuum mellett hasznaltuk a szerkezetet, néhany kivétellel
(bdvebben lasd Ertékelés és kovetkeztetések 5. 2. fejezete). A makrohordozéra 10 pl-nyi
mikrolovedéket pipettazunk. A magkalluszok transzformalasa soran eleinte 6-szor, a késébbiekben

10-szer 16ttiink be 10 pl-nyi mikrolovedéket egy Petri csészén talalhatd sejttomegbe (lasd 3.
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tablazat). A szkutellumok egyontetiien 10 16vést kaptak Petri csészénként, a szuszpenziok 8-at (lasd
4. tablazat). Minden I0vést kovetden forditottunk egyet-egyet a Petri csészén a lovésszamtol
fiiggben, hogy a mikrohordozdé minél jobban szétteriilhessen a célobjektumon. A célszovet
fémhalotol valo tavolsagat tekintve altalaban feliilrdl szdmolva a 4. emeletet preferaltuk, némely
esetben van csupan eltérés (bGvebben lasd FErtékelés és kovetkeztetések 5. 2. fejezete).

Péarhuzamosan kontroll novények azonos kezelését is végeztiik, leszdmitva a lovést.

3. 4. Szelekcios rendszer és detektalas

A plazmid-konstrukcio altal tartalmazott aadA (aminoglycoside 3’-adenylyltransferase) gén
tobb antibiotikum rezisztenciat kodol: Streptomycin, Spectinomycin. Ezek koziil a Streptomycin-t
hasznaljuk szelekciés markernek, mivel a rizs egy pontmutacidjabol adoddan rezisztens az emlitett
masik antibiotikumra. A transzformaciot koveté 2-4-ik napon inditjuk a szelekciot Streptomycin-t
100 mg/l-es koncentracioban tartalmazo taptalajon. Szuszpenzids sejtek esetén a 16vést kdvetden
kétféle modszert alkalmazunk; ismét folyékony AA2 kalluszositd tiptalajba (par nap elteltével
kiegészitve Streptomycin-nel) mossuk vissza az aggregatumokat, illetve szilard AA2 taptalajon (+
Streptomycin par nap mulva) hagyjuk 6ket 2-3 hétig. Ez az idészak segiti a kalluszok erdsddését,
illetve az esetleges transzplasztomikus sejtek feldusulasat. Ezt kovetéen kerlilnek at a regeneracios
MS-BAP-NAA (+ Streptomycin) taptalajra. A magkalluszok és szkutellumok a 16vést kovetd 2-4-ik
szkutellumokét MS-BAP-NAA taptalajon végezziik. A szelektalas egészen a kitiltetésig valtozatlan
100 mg/l Streptomycin koncentracidé mellett folyamatosan torténik. Amennyiben sikeriil
eldallitanunk plasztom modositott ndvényeket, azok zoldellni fognak a szelekcios taptalajon is, mig
a sikerteleniil transzformaltak kifehérednek. Ez tehat egy szelekciora és detektdlasra egyarant
alkalmazhatd6 modszer. A kontrollokat nem részesitettiik Streptomycin szelekcioban, tehat
antibiotikum-mentes regeneracidos taptalajon nevelkedtek, ez altal segitségiinkre voltak a
regeneracios rendszer tesztelésében.

A plazmid tartalmazza a gfp (green fluorescent protein) génjét is, mely pontosabb
detektalhatosagot tesz lehetdvé. Amennyiben a transzgén integralodik a kloroplasztisz genomba,
annak atirasa soran a gfp gén is atiroédik, z6ld fluoreszcens fehérje expresszidjat eredményezve. A
novények fluoreszcenciajat vizsgalva Olympus IMT-2 tipusu fluoreszcens mikroszkdp segitségével,
a zold fluoreszcens fehérjetermékek megmutatjak a beépiilés pontos helyét. A technika miikodik az
€16 sejtekben, igy nem kell letalis hisztokémiai modszereknek kitenni a vizsgalati alanyt. (KHAN &
MALIGA, 1999)

A z06ld regeneransok molekularis vizsgalatdt most kezdjiik, mely soran alkalmazunk PCR-

analizis, gélelektroforézis technikékat. DNS izolalast, emésztést €s szekvenalast végziink.
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4. Eredmények

4.1. Sejt,- és szovettenyésztési rendszer eredményei

Erett magbol differencialt magkallusz, érett magbol preparalt szkutellum és szkutellum
tenyészetbdl inditott embriogén sejtszuszpenzid ndvényregeneracios Osszehasonlitdo kisérletét
végeztiik el a rizs két fajtajan; Oryza sativa sp. japonica cv. Taipei 309 és Oryza sativa sp. japonica

cv. Kyrara.

4.1.1, Magkalluszositas eredményei

Az érett magokat sterilizalast kovetden kipreparaltuk a szkutellumokat és kalluszosités
céljabol N6-3 taptalajra helyeztiik. 3 hét elteltével transzformdldsra alkalmas jo6 mindségli sarga
kalluszokat kaptunk, a T-309-es fajtabol kompaktakat, a Kyrara fajtabol Gn. soft jelleglieket, melyek
puhédbb, tapadosabb allagiiak voltak. Osszesen 420 explantumot transzformaltunk, melybsl 320
kalluszra 6x 16ttiink Petri csészénként, az utolsé 100 kalluszndl mar megemeltiik 10-re a 16vések
szdmat (lasd 3. tablazat). Ezen feliil 100 darab kallusz szolgalt kontrollként, melyek azonos
kezelésben részesiiltek, leszamitva a transzformaciot és a szelekcids agenst. A 0,6 um atmérdji
aranyszemcseékhez kotott plazmidok kloroplasztiszokba vald bejuttatisa kovetkezett biolisztikus
modszerrel. 2-3 nap mulva a kalluszok MS-1 vagy MS-II regeneracios taptalajra keriiltek. Ekkor a
taptalajhoz 100 mg/l koncentracioban Streptomycin-t adtunk és megkezdtiik a szelekciot.

A Kyrara fajta kalluszai hamar, 2-3 héten beliil, egyidejiileg tobb gyokérkezdeményt
fejlesztettek (elkezdtek ,,sz6r6s6dni”’), méretbeli ndvekedésiik azonban csekély mértékdi volt. A T-
309-es fajta kalluszai erdteljes novekedésnek indultak, tehat nagymérvii szovet szaporodas volt
megfigyelhetd. Emellett a T-309 fajta kalluszai tobb mint egy honap elteltével kezdtek zoldiilni (5-6
hetes korban), a Kyrara viszont mar 2-3 hét mulva.

A kalluszok 3 hetenként esedékes friss taptalajra helyezésekor tigyeltiink a megfeleld tér és
tapanyagellatas biztositasara, igy a Petri csészénkénti kalluszok szdmat novekedésiik aranyaban
csokkentettiik.

Koriilbeliill 1 honappal a transzformalds utdn a kalluszokon zdld foltosodast lehetett
megfigyelni, majd Gjabb 1-2 hoénapot kovetden megjelentek az elsd fehér, zold, vagy kiméras
novénykék (1., 2. kép). Az okkersarga szinii kalluszok ez id6 alatt jellemzdéen besotétedtek néhany
arnyalattal (1., 2., 3. kép). Ez a kallusz dregedésével jar6 természetes folyamat. Némely kalluszok a
regeneracid folyamdn bebarnultak, ez azonban nem jelentette a pusztulasukat, a teljesen elbarnult

kalluszbol is fejlédott novény.
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| N

1. kép: Kyrara magkalluszok a transzformacio utan 1 honappal. Jol lathato a z6ld foltosodas.

2. kép: Taipei-309 magkalluszok a transzformacio utan 2 honappal, z61d regenerdans novénykével.
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3. kép: Két honapos T-309 kontroll kalluszok regenerdcios taptalajon.

Osszesen 520 darab érett magot kalluszositottunk el, ebbdl 420 darab transzformélasara,
majd szelektalasara keriilt sor, a fennmaradd 100 darabot kontrollként kezeltiink, tehat nem voltak
részecskebombazas és szelekcid részesei (lasd 3. tablazat). A kettd rizsfajta kisérleti koriilményei
azonosak voltak. A 3. tablazat megmutatja tovabba az egyes kisérletek esetében alkalmazott

regeneracios taptalajokat.
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A Explantum Zoldiilo Kifehéredé Zold
. : pia Lovésszam/ | Regeneracios | kalluszok | regeneransok | regeneransok
kisérlet | Fajta szam . . : . . . .
elilése (db mag) Petri csésze taptalaj szama szama szama
! (db) (db) (db)
T-27 T-309 80 6 X MS-I 18 - -
kontroll | T-309 20 - MS-1 * - 2
T-28 T-309 80 6 X MS-I11 44 - -
kontroll | T-309 20 - MS-II * - 12
T-29 Kyrara 80 6 X MS-1 40 - -
kontroll | Kyrara 20 - MS-I * - 14
T-30 Kyrara 80 6 X MS-II 34 20 1
kontroll | Kyrara 20 - MS-II * - 6
T-31 T-309 50 10 X MS-I 22 26 1
kontroll | T-309 10 - MS-I * - 5
T-32 Kyrara 50 10 X MS-I 26 - -
kontroll | Kyrara 10 - MS-I * - -
84 26 1
2T T-309 210 nv nv (40%) (12,4%) (0,5%)
20
- * -
Z kontroll | T-309 50 nv nv (40%)
100 20 1
T Kyrara 210 nv nv (47,6%) (9,5%) (0,5%)
19
* -
¥ kontroll | Kyrara 50 nv nv (38%)
T-309
184 46 2
T & 420 nv nv 0 0 0
Kyrara (43,8%) (11%) (0,5%)
T-309 39
¥ kontroll & 100 nv nv * -
(39%)
Kyrara

3. tablazat: Transzformalt magkalluszok kisérleti paraméterei és eredményei.

(Megjegyzés: * - nincs adat, nv — nem vizsgalhato, irrelevans)

A 420 transzformalt magkalluszbol 2 z6ld novényt kaptunk, 1-1 ndvényt a Kyrara és a T-
309 fajtakbol. Ez a két regenerans két kiilon vonalnak szamit, amennyiben egy vonal alatt az egy
kalluszbdl kifejlédott zold ndvényt értjiik. Ebben a megkozelitésben pedig egy kallusz alatt azt az
Osszes, friss taptalajra valo atrakasok soran esetlegesen szétdarabolodott kalluszokat értjiik, melyek

egy azon kezdetben elkalluszositott magbol szarmaznak, hisz ezek genetikai jellemzoi
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tulajdonképpen azonosak. A transzformacids folyamaton atesett explantumokbol 184 zoldiild
kallusz fejlodott ki, ez 43,8%-a az Osszes kallusznak, melyb6l 100 darab a Kyrara, 84 a T-309
fajtabol szarmazik. A Kyrara fajtdbol regeneralt kalluszok 47,6%-an, a T-309 fajtabol nevelt
kalluszok 40%-an jelent meg zoldiilés. Ezen explantumokbol fejlodott ki a 2 z6ld névény. A két
z6ld vonal 0,5%-o0s regeneracidos hatasfokot jelent. Emellett Osszesen 46 darab kifehéredd
regeneranst kaptunk, mely 11%-a az 6sszes explantumnak, ebbdl 26 fehér novény a T-309, 20 darab
a Kyrara fajtabol fejlodott ki.

Tehat a T-309 fajtabol regeneralt magkalluszok 21,4%-4bol kaptunk fehér ndvényeket,
illetve a Kyrara explantumok 9,5%-abol. Kifejlodott a kontroll kisérletekbél (nem transzformalt és
nem szelektalt kalluszokbol) is 39 zold ndvény, mely az Osszes kontroll explantum 39%-a.

Fajtankénti lebontasban a T-309 fajtabol eléallitott kalluszok 40%-abol, a Kyrara fajta 38%-abol.

4.1. 2. Szkutellum kalluszositas eredményei

Az érett magok sterilizalasat, majd 1 napi duzzasztiasit kovetden kipreparaltuk a
szkutellumot és LS-2.5 kalluszosito taptalajra helyezve kozvetlen transzformaciot végeztiink rajtuk.
3 nap mulva a taptalajhoz adtunk 100 mg/l koncentracioban Streptomycin-t, ezzel meginditva a
szelekciot. 1,5-2 honap mulva, miutdn megerdsodtek a kalluszok, keriiltek at MS-BAP-NAA
regeneracios taptalajra és fényre. Eddig 28°C-os sotét termosztatban nevelkedtek, lasd 4. kép. A
szkutellumbol kifejlodott kalluszok nagyarany gyokérképzodést (,,szO0rdsddést”) mutattak és itt is

jellemzd volt a kalluszok sotétedése, esetleges elbarnulésa.
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S/a kép: 4 napos transzformalt szkutellumok kalluszositasa LS-2.5 taptalajon.
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6. kep: Szkutellumbol kifejlodott 2 honapos kontroll kalluszok MS-BAP-NAA taptalajon.
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A Kkisérletet a T-309 rizs fajtara allitottuk be. Osszesen 540 érett magbol preparalt
szkutellum kalluszositasat végeztiik el, ebbdl 420 explantumot transzformaltunk biolisztikus
modszerrel, 120 kontroll kallusz fenntartasa mellett, melyek nem estek at transzformacion, illetve
szelekcion. A 420 transzformalt explantumbdl 6sszesen 728 fehér ndvény fejlodott, mely 146 fehér
vonalat jelent (34,8%), illetve 8 darab zold, feltételezhetéen transzplasztomikus vonalat kaptunk. A
120 kontroll kalluszbol 6sszesen 45 fehér ndvény jelent meg, mely 8 fehér vonalat jelent, illetve
166 zold ndvény regeneralt, ami 37 zold vonalnak felel meg. Egy vonal alatt ebben az esetben is az
egy kalluszbol regeneralt novényeket értjiik.

A 8 z06ld vonal névényei jelenleg hormonmentes MS-taptalajon (+Streptomycin) vannak
kitiltetve 16 cm-es livegesovekbe.

Rizs szkutellum explantum beldvésérdl nincs tovabbi dsszehasonlithato irodalmi adat, ebben

a témakdrben az els¢ adatokat mi szolgaltatjuk.

Explantumok Kifehéredé Zold
. . P . Lovésszam/ | Regeneracios | regeneransok | regeneransok
Sorszam Fajta szama . . . . . .
Petri csésze taptalaj szama szama
(db szkutellum) . v
(vonal/ novény) | (vonal/ névény)
T-33 T-309 150 10X MS-BAP-NAA 53/295 414
kontroll T-309 30 - MS-BAP-NAA 4/36 6/24
T-34 T-309 90 10X MS-BAP-NAA 28171 -/-
kontroll T-309 30 - MS-BAP-NAA 3/8 216
T-35 T-309 90 10X MS-BAP-NAA 23/118 212
kontroll T-309 30 - MS-BAP-NAA -/ - 18/78
T-36 T-309 90 10X MS-BAP-NAA 421244 212
kontroll T-309 30 - MS-BAP-NAA 1/1 11/58
146 /728 8/8
T T-309 420 10X MS-BAP-NAA (34,8%) (1,9%)
81745 371166
¥ kontroll T-309 120 - MS-BAP-NAA (6,7%) (30,8%)

4. tablazat: Transzformalt szkutellumok kisérleti paraméterei és eredményei.
4.1. 3. Sejtszuszpenzié eredményei

A rizs T-309 fajtajaval allitottuk be a kisérletet. Sterilizalas és duzzasztas utan kipreparaltuk
a magbol a szkutellumot ¢és szilard LS-2.5 taptalajra helyeztilk 28°C-0s So6tét termosztatba. 3-4
nappal késébb eltavolitottuk a csirandvényeket és friss taptalajra helyeztiik a prepardtumokat. 7-14

nap elteltével a megfeleld kalluszok kialakuldsakor elinditottuk a folyékony szuszpenzios
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sejtkulturat, folyékony AA2 taptalajpa morzsolva a kalluszokat. Innentdl sotétben tartva,
folyamatos razatds mellett, heti kétszeri passzaldssal, koriilbeliil 2 honap alatt megindult a sejt-
aggregatumok képzddése. 1,5 — 2 honapos kort szuszpenzidkat valasztottunk ki a beldvéshez, kicsit
gobos allagn sejt-aggregatumokkal telitve, melyeket a passzalast koveté 1-3 napon beliil
sz¢élesztettiink ki a szilard AA2 taptalajra. Korabbi kisérletek soran ezek a paraméterek bizonyultak
optimalisnak a transzformacidt kovetd ndvény regeneracios hatékonysag tekintetében (Mityko J.
szobeli kozlése és GONZALEZ-CORONEL, 2001 eredményei alapjan). 2-3 hétig el6tenyésztésnek
lettek alavetve az intenziv kalluszosodas meginduldsa érdekében. A transzformalds soran minden
Petri csészére 8 16vést adtunk le, vagyis 80 pl mikrohordozot juttattunk be.

A T-37-es és T-38-as kisérleteknél a 16vést kovetd 2-4. napon megkezdddott a szelekcio,
intenziv kallusz szaporodés iddszaka, mely soran a potencidlis transzplasztomikus sejtek feldusitasa
a cél. 10-14 nap elteltével keriiltek at a kalluszok szilard regeneracios MS-BAP-NAA taptalajra.
Jelenleg a kalluszok novekedése okan el kellett tavolitani a sziir6papirt a taptalajrol a jobb
tapanyag-ellatottsdg érdekében. A szirépapirra csak a szuszpenzids, illetve az aprd kalluszos
fazisban van sziikség a tenyészetek konnyebb kezelhetdsége (atrakdsok) miatt.

A T-40-es kisérlet kalluszait szintén szilard AA2 taptalajon transzformaltuk, azonban
kozvetleniil a belovést kovetden visszamostuk az aggregatumokat friss folyékony AA2 taptalajba és
Streptomycin hozzaadasaval. Jelenleg a potencialis transzplasztomikus sejtek feldusitasa érdekében,
illetve a sejteken belill a transzforméns plasztiszok magasabb szdménak elérése érdekében 1
honapja folyadékkultiraban razatjuk az aggregatumokat.

A harom transzformalt kisérlet mellett parhuzamosan egy-egy kontroll kisérlet is folyik
azonos fenntartasi koriilmények kozott, a transzformalas és szelektalds kivételével. Mivel a
szuszpenzios kisérleteket alig egy-két honappal ezeldtt inditottuk, ezért ndvény regeneracios

eredményeket itt még nem all modunkban kozolni.

4.2. Transzformacios rendszer eredményei
Mind a harom explantummal folytatott kisérlet soran a pMSK49-es plazmidot hasznaltuk
transzformalasra, mely magaban foglalja az aadA és a gfp gének faziojat (FLARE-S), mint marker
gén, melyeket a Prrn promoter hajt meg és a TpsbA terminator ,,allit le”. A plazmidba terveztek
Htargeting” régiokat is specifikusan a rizs genombol; trnV és rps12/7. (lasd Anyag és modszer 2.1.)
Kloroplasztisz transzformacios kisérleteket rizs novényen eddig KHAN & MALIGA (1999) ¢és
LEE et al. (2006) végeztek eredményesen. Kahn & Maliga is az altalunk hasznalt plazmiddal

kisérleteztek. A pMSK49-es plazmid elénye a FLARE-S gén, mely hasznalatanal nem kell tartani a
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marker gének fizikai elvalasatol (KHAN &MALIGA, 1999). Lee et al. (2006) is az aadA és gfp marker
géneket hasznaltak, de kiilon épitették be a konstrukcidjukba. Khan & Maliga sejtszuszpenziok, Lee
et al. magkalluszok belovését végezték, mi e két explantum mellett a szkutellum kozvetlen
transzformalasat is elvégeztiik, ismereteink szerint els6ként. Khan & Maliga és a sajat kisérletiink
kovetden 200 mg/l koncentracidban alkalmazott Streptomycin-t, majd a zdld ndvények
megjelenésekor ezt megemelte 300 mg/lI-re, s a taléléket 500 mg/l-es szelekcionak tette ki.

A Khan & Maliga valamint a Lee altal eddig elért eredmények heteroplasztomikus rizs
novények. A sajat kisérleteinkb6l kapott z6ld névények transzplasztomikus eredetét azonban ez

idaig nem sikeriilt molekuldrisan bebizonyitani.
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5.  Ertékelés és kovetkeztetések

5.1. Sejt-, és szovettenyésztési rendszer értékelése

Rizs Kkloroplasztisz transzformalasa céljabol sikeresen alkalmazott explantum
regeneracios rendszereket mind ez idaig KHAN & MALIGA (1999), illetve LEE és mtsai (2006) irtak
le. Khan & Maliga sejtszuszpenziobol regeneraltatott embriogén sejt-aggregatumokat, Lee és mtsai
érett magbol differencialt embriogén és nem embriogén magkalluszt hasznaltak explantumként. A
kisérletiink soran mi harom kiilonb6z0 explantum Osszehasonlitd vizsgalatat végeztik el; érett
magbol differencialt magkalluszon, érett magbdl preparalt szkutellumon és els6ként, szkutellum
tenyészetbdl inditott finom embriogén sejtszuszpenzion. A kallusz és a szuszpenzid is gyorsan

0sztodo proplasztiszokat tartalmaz, ezért mind a harom explantum alkalmas transzforméaciora.

5.1. 1. Magkallusz regeneracio kiértékelése

Kallusz transzformalds esetében a nagyobb szovethalmaz miatt az aranyszemcsék
nehezebben jutnak el a mélyebb sejtrétegekbe, ezenfeliil a tapanyagok és a szelekcids dgens kisebb
feliileten érintkezik a sejtekkel. Azonban a transzforméciora alkalmas allapotd magkalluszok
nevelési ideje, honapokkal rovidebb a szuszpenzids kultirabol eldallithatd transzforméciora
alkalmas explantumokénal. Ez elényt jelenthetne a szuszpenzios rendszerrel szemben, viszont a
magkallusz regeneracié hatékonysdgat nem tartom megfelelonek, mely fontosabb paraméter a
regeneracid gyorsasaganal.

Az éltalunk végzett magkallusz transzformacios kisérletek eredményei alapjan (lasd
Eredmények 1.1.-es fejezete, illetve 3. tablazat) a magkallusz nem igazdn bizonyult alkalmas
objektumnak a kisérleteinkhez, mivel a kontroll kalluszokbol is csak csekély szamban sikeriilt
novényt regeneraltatni. A 420 transzformalt kalluszbol csupan 184 z61diil6 kalluszt, - ez kevesebb, a
kiindulasi maganyag felénél (43,8%) - 46 fehér regeneranst és 2 z6ld novényt kaptunk. A nem
transzformalt kontroll kalluszokbol pedig csupan 39 zold novény fejlédott, ami szintén kevesebb a
kiindulé maganyag felénél (39%). Tehat maga a rizs magkallusz regeneracioés rendszer nem
optimalis. Nem biztos, hogy ennek a rendszernek a hatékonysag novelésén megéri tovabb dolgozni.
Erdemesebb lenne mas explantumok felé tekinteni, gy mint fiatal sejt-szuszpenzié vagy éretlen
embrio tenyészet, melyek intenzivebb szaporodasra képesek és ez altal feltételezhetéen nagyobb
mennyiségll regenerans allithaté eld beldliik.

Az érett magokbol inditott kallusz kulturdk transzformdcidja utdn MS-1 és MS-II

regeneracios taptalajon neveltiik és szelektaltuk a kalluszokat. A kettd taptalaj regeneraciora
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gyakorolt hatdsai kozott nem taldltunk szignifikans kiilonbséget, mind a kettd Osszetételli kozeg

tokéletesen alkalmas kallusz proliferaciora és fenntartasra.

5.1.2 Szkutellum kalluszositas kiértékelése

Szkutellumok transzformalasa esetén a preparatum keményebb allaga miatt a mikrohordoz6
mélyebb sejtrétegekbe valo bejutdsa nehézkesebb. Szkutellum transzformacié sordn azonban mar a
kalluszosodas el6tt integralodhat a transzgén a plasztomba, igy nagyobb eséllyel fejlddhetnek ki
beldliikk homoplasztomikus novények. Tovabbi elonye, hogy a szkutellumokat mikroszkoép alatt
preparaltuk, igy teljesen eltavolitottuk réluk az endospermiumot, mely biztositotta a kalluszok
kizarolagosan szkutellumbol valo kifejlodését. A harom lehetéség koziil a szkutellumok
transzformdaciora valo felkészitése igényli a legrovidebb id6t. A kisérlet soran mutatott regeneracios
hatékonysaga is magas. A 420 transzformalt szkutellumbdl 6sszesen 728 fehér ndvényt kaptunk, és
8 z0ld vonalat. Ez a kiindulasi anyag kozel dupldja. A 120 kontroll szkutellumbdl 166 zold ndvény
¢s 45 fehér ndvény regeneralddott, mely tobb mint masfélszerese a kezdeti szkutellum szamnak. A
viszonylag magas regeneracios szdzalék alapjan a szkutellumot a magkallusznal alkalmasabb
objektumnak tartom a kloroplasztisz transzformacié megvaldsitasahoz.

A 37 z6ld vonal a kontroll szkutellumokbol, 30%-os novényregeneralasi hatasfokot jelent
(4. tablazat). Ez alapjan kijelenthetd, hogy a regeneracios folyamat maga jol miikodo, és joval
hatékonyabb, mint a mag transzformacio esetében. Azonban a szelekcids dgenst nem tartalmazo
taptalajon, a kontroll kalluszokbdl kifejlddott fehér novények Iétjogosultsaganak magyarazata
bonyolultabb.

Lathat6 tovabba az is, hogy a transzformans szkutellumok 37%-abol kaptunk novényeket, a
kontroll kalluszoknak pedig 37,5%-abol, ami kozel azonos érték. Ez ujabb bizonyitéka a
regeneracios rendszer hatékonysaganak, mivel a kontrollok &ltal eléallitott ndvényszdm mutatja az
aszeptikus, in vitro koriilmények kozt regeneraltathatd ndvényszamot, amit a transzformans
kalluszokbol regeneralt ndvények szama elért.

A kontroll szkutellumokbdl fejlodott 45 novény 82%-at zold ndvények tették ki, a
transzformalt szkutellumokbol fejlodott 154 novény 95%-at fehér novények alkottak. A 8 zold
vonalrél még nem sikeriilt bebizonyitani, hogy transzplasztomikusak, igy sajnos egyelére nem

beszélhetiink transzformdacios hatékonysagrol.

5.1.8 Sejtszuszpenzio kiértékelése
A sejtszuszpenzio elényét a kisméretli aggregitumok adjak, melyekbe egyenletesebb
eloszlasban juttathato be a transzgén, emellett a tapanyagok, ¢és a szelekcios agens is

kozvetlenebbiil, méretéhez képest nagyobb feliileten ¢érintkezik a sejtekkel. Regeneracios
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eredményeink még nincsenek a kisérletbdl, azonban korabbi kisérletek eredményei magas
regenerald képességet mutatnak szuszpenzids kultirabol (Mitykd J. szobeli kozlése, GONZALEZ-
CORONEL, 2001).

A T-309-es fajta esetében a szkutellumok mikroszkép alatti precizebb megtisztitasa
visszavetette a szuszpenzids kultura inditasat. Szépen névekedtek, megfeleléen kocsonyasodtak, de
mégsem osztodtak. Tobb honapnyi fenntartas utan fel kellett szdmolni a kulturat. Ezzel szemben a
szabad szemmel preparalt szkutellumokbol - melyeken maradtak endospermium darabok - inditott
szuszpenziok, tokéletesen miikddtek. Feltételezhetd, hogy érzékenyek a vizveszteségre, melyet a
mikroszkop lampdja eldidézhet és lehetséges, hogy a stresszre is.

Azok a Taipei-309 fajtabol inditott szuszpenziok, melyeknél a szkutellumokat el6szor
kalluszosité LS-2.5 taptalajon tartottunk fent 1-2 hétig, hamarabb kocsonyasodtak, majd tisztultak
ki és képeztek aggregatumokat, mint az AA2-taptalajrol indult tarsaik.

A korabbi tapasztalatok szerint az alkalmazott AA2 taptalajnak gyakran méodosult a pH-ja a
passzalasok ideje alatt és a meglehetdsen pH fiiggd sejtszuszpenziok nem tudtak megfelelden
szaporodni és osztodni ebben a szamukra kevésbé optimalis kozegben. A problémat 5 mM MES (2-

(N-morpholino)ethanesulfonic acid) puffer hozzaadasaval sikeresen kikiiszoboltiink.

5.1.4. Taipei-309 és Kyrara regeneracioja
kalluszai hamar, 2-3 héten beliil elkezdtek zo6ldiilni, szemben a T-309 fajta kalluszaival, melyeken
késdbb, 5-6 hetesen kezdett megjelenni a zold foltosodas.

A transzformaciot kovetd 3-4. héten a T-309 fajta kalluszai gyors ndvekedésnek indultak,
vagyis nagymérvil sejtszaporodas volt megfigyelhetd, mig a Kyrara kalluszai kisebbek voltak,
sejtosztodasa joval lassabb volt.

Ezek a jelenségek a Kyrara fajta gyorsabb regeneracios képességét tamasztjak ala a T-309
fajtadval szemben. Emellett bizonyitja a T-309 fajta jobb regenerdcios képességét a Kyraraval
szemben, ami azt jelenti, hogy 1 explantumbdl nagyobb szamu sejt, illetve ndvény regeneraltathat6.
Ezek alapjan elmondhato, hogy kisebb szamban, de hamarabb regeneraltathatd névény a Kyrara
fajta kalluszaibol, a T-309 fajtabol, lassabb folyamaton keresztiil, nagyobb szdmi ndvény
regeneraltathato.

420 magkallusz transzformalasaval 2 zold vonalat sikeriilt eléallitanunk, egy a Kyrara
fajtabol, egy a T-309 fajtabol fejlodott ki. Emellett 46 kifehéredd novényt kaptunk, melybdl 26
ndvényt a Kyrara fajta, 20 novényt a T-309 fajta adott. Kozel azonos szamu fehér és zold ndvény
regeneralodott a T-309 és a Kyrara fajtabol egyarant. A két fajta ndvényregeneracids képességében

nem tudtunk szignifikans kiilonbséget talalni. Ez a megfigyelésiink tehat — a magkallusz
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explantumok esetében - nem tdmasztja ala a két fajtdnal kozismert, regeneracios hatékonysag
szintjén jelentkezo kiilonbségeket. Azonban meg kell jegyezni a fentiekben levezetett magkallusz

regeneracios protokoll tokéletlenségét, ami alapjan ez az eredmény falsnak tekinthetd.

5. 2. Transzformacios rendszer értékelése

Az eddig sikeres kloroplasztisz rendszerek (KHAN & MALIGA, 1999 és LEE et al. 2006)
eredményeinek (lasd 4. 2. fejezet), illetve a sajat részeredményeink Osszevetése alapjan
megallapithatd, hogy a Streptomycin, mint szelekcids szer koncentracigja 100-500 mg/l kozt
sikeresen alkalmazhatd, azonban a transzplasztomikus organellumok kelld feldusitasat,
homoplasztomikus ndvény kinevelését igy sem sikertilt elérniiik.

A pMSK49-es plazmidban talalhaté fuzidos FLARE-S gén, illetve a konstrukcioba kiilon
beépitett aadA és gfp génjei, kivaldan alkalmazhatéak marker génekként.

A sejtszuszpenziodk kivalo explantumnak bizonyultak rizs kloroplasztisz transzformélasahoz,
melyet Khan & Maliga, illetve Mityko J. korabbi kisérleteinek eredménye tdmaszt ald. A
magkalluszok Lee et al. kisérleteiben transzformansok létrehozasahoz megfeleléen mukdodtek,
melyben hozzavetdlegesen 4000 kalluszbol (100-120 Petri csészényi transzformalt kallusz) 2
fiiggetlen zo6ld vonalat kaptak, amely 6 novényt jelentett. Ezt a regeneracios hatékonysagot azonban
csekélynek tartom. Ezen rata figyelembevételével illetve a sajat magkallusz kisérletiink soran
tapasztalt rossz regeneracids hatékonysag alapjan transzformaldshoz nem tartom jé explantumnak a
magkalluszt. A szkutellum transzformalds soran tapasztalt eredményeink azonban egyértelmiien
kivaloak, igy azokat tokéletes explantumnak tartom biolisztikus transzformalashoz.

0,6 um-es aranyszemcséhez kotottiik a konstrukciot. A génbelovd késziilék beallitasainak
megvaltoztatasaval probaltunk optimalizalni a transzformacids hatékonysagot. A kezdeti beallitasok
a kovetkezdk voltak: nyomas 70 bar, vakuum -0,7 bar, a célszovet feliilrdl tekintve a 4. emeleten, 6
16vés Petri csészénként (60 ul mikrohordozo). El6szor a 1ovések szamat emeltiik meg 8-10-re, majd
a nyomast csOkkentettiik 60 bar-ra, illetve a célszovetet helyeztiik 4t a 3. kés6bb a 2. emeletre.

A lovésszamot tobb részecske sejtbe vald bejuttatdsa érdekében emeltiik meg, amivel nd a
beépiilés lehet6sége is. A célszovet athelyezése magasabb emeletre, annak a hipotézisnek a
megvizsgalasa érdekében tortént, miszerint az aranyszemcsék nem jutnak el az explantumok
mélyebb sejtrétegeibe. Amennyiben a mikrolovedéknek rovidebb utat kell megtennie a célszovetig,
ugy csokken a rahatd ellendllas és nagyobb sebességgel tud becsapddni a sejtekbe, ezaltal
mélyebbre hatolni. Ebben az esetben a 2. emeleten vald 16vés mar tul kozelinek bizonyult, az
aranyrészecskék szorasi atmérdje erésen beszikiilt, és nehezebben is regeneraltak a 2. emeleten

bel6tt explantumok. A 3. és 4. emeleten vald transzformadlds tekintetében nem lattunk igazan
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kiilonbséget. A valtoztatdsok érdemi hatdsait, eredményeit nem ismerjiik, ugyanis még nem sikeriilt
eléallitanunk transzplasztomikus rizst.

A szkutellum transzformdacié soran megjelent 8 vonal, és a tovabbi kisérletek igéretesek a
kivaloé regeneracios eredmények tiikrében. Miutan a szelekcids taptalajon taléld z6ld ndvények
transzformans mivoltdt nem sikeriilt molekularisan bebizonyitani, igy ezen ndvények eredetét
meghataroz6 tovabbi alternativak kutatasaval is foglalkozunk, mint példaul az esetlegesen kialakult
Streptomycin rezisztencia mutacidjanak felkutatasa, molekularis bizonyitasa. Emellett éretlen rizs
embriok kloroplasztisz transzformalasat tervezziik a kozeljovoben, melyr6l még nem talalhato

irodalom.
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6. Osszefoglalas

Célunk egy, a rizs novényen jol alkalmazhat6 és reprodukalhat6 in vitro novényregeneralasi
rendszer kikisérletezése, majd ennek segitségével egy sikeres kloroplasztisz transzformacios
rendszer kialakitésa.

Globalis célunk egy, a koegzisztencianak megfeleld, ugynevezett , kornyezetbiztonsagos”
génmanipulaciés rendszer I1étrehozasa, ¢és annak felhaszndldsa a vildg mezdgazdasaganak
¢lelmiszerellatasi kiizdelmében. Ezen feliill a gabonafélék kutatdsainak segitése a rizs kivalo
modellnévény szerepe alapjan. Ipari jellegli felhasznalhatosaga e technikaval modositott rizsnek
szerteagazo, ehetd vakcina eldallitasara, ipari,- gyogyszeripari termékek nagymennyiségii
termeltetésére, csokkent allergén hatasu rizsliszt készitésére alkalmas.

A kisérletek a Mez6gazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpontban folynak. Két fajtaval
dolgozunk, az Oryza sativa, L. sp. japonica termesztési csoportjabol szarmazo Taipei 309 és az
Oryza sativa, L. cv. Kyrara fajtaval. Az alabbi explantumok 6sszehasonlito vizsgalatat végeztiik el:
érett magbol differencidlt magkalluszok, érett magbol preparalt szkutellumok és szkutellum
tenyészetbdl inditott finom embriogén sejtszuszpenzidk. Direkt transzformdciés modszert
alkalmaztunk a hasznos gén plasztomba juttatdsthoz, GENEBOOSTER™ génbelovd késziilék
segitségével. A génbelovést a pMSK49 vektor konstrukcioval végeztiikk el, mely tartalmazza az
aadA (aminoglycoside 3’-adenylyltransferase) és gfp (green fluorescent protein) géneket, illetve
specifikusan beépitett rizs plasztisz genom szakaszokkal (,.targeting” régio) rendelkezik. Az aadA
tobb antibiotikum rezisztenciat kodol, melybdl mi a Streptomycin rezisztenciat hasznaljuk
szelektalashoz, 100 mg/l mennyiségben a taptalajhoz adva, minden explantum vizsgalata esetén.

A regeneracios kisérletek folyamatban vannak. A szelekcids téptalajon kapott zold
regeneransok gfp gén expresszidjat fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaljuk. Az igéretesnek vélt
novények molekularis vizsgalatat szintén elkezdtiik, azok transzplasztomikus vagy mutans
eredetének bizonyitasara. PCR-analizist végziink az aadA, és gfp génekre tervezett specifikus
primerparokkal. Az eddig kapott z0ld vonalakrdl azonban még nem sikeriilt bebizonyitani
transzplasztomikus mivoltukat.

Eredményeinket roviden 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy:

1.Sikeresen beallitottunk és teszteltiink harom kiilonféle in vitro ndvényregeneracios
rendszert rizsben, melyek a kdvetkezd explantumokon alapulnak: érett magkallusz, szkutellum és
finom sejtszuszpenzio.

2.Az elkalluszositott szkutellumot, mint explantumot, ismereteink szerint elsdként probaltuk

ki rizs kloroplasztisz transzformacios kisérletekben.
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3.A biolisztikus modszerrel végzett kloroplasztisz transzformacid soran kaptunk zold
regeneransokat, melyek folyamatos Streptomycin szelekcié mellett sem fehérednek ki. Ez a jelenség
ezen vonalak transzplasztomikus vagy mutans eredetére enged kovetkeztetni.

A jovoben éretlen rizs embriok regeneraciods €s transzformacios rendszerének kidolgozasat
tervezziik. Tovabba folytatni szeretnénk a molekularis vizsgalatokat annak érdekében, hogy a
szelekcios taptalajon tuléld z6ld novények transzplasztomikus vagy mutans eredetét bizonyitani
tudjuk. Emellett a sikeres modell kisérleteket kovetden a foszfinotricin hatéanyagot tartalmazo
Basta (Final¢) gyomirtoszer rezisztenciat okozo fehérje (foszfinotricin acetiltranszferaz) génjének

(bar gén) beépitését tervezziik a rizs kloroplasztisz genomjaba.
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Ko6szonom Dr. Jenes Barnabds tudomanyos fomunkatarsnak, kiilsé témavezetomnek, hogy
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Erzsébet tanszékvezetd, belsé konzulensem, tandcsaival mindvégig segitette munkamat.

Tovéabba koszondm Dr. Dudas Brigittanak a molekularis bioldgiai technikak elsajatitdsaban
¢s megértésében nyujtott segitségét.

Szakmai felkésziiltségét a témahoz valo feltétlen segitokészségét koszondm Dr. Mitykod
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biztositasat ugyancsak neki koszonhetem.
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9. Melléklet

Osszetevok AA2 N6-3 MS-| MS-11 LS-2.5
(mg/l)
Markoelemek
CaCl2 x 2 H20 440 166 440 440 440
KH2PO4 170 400 170 170 170
MgS0O4 X 7 H20 370 185 370 370 370
KCI 2950
NH4NO3 1650 1650 1650
KNO3 2830 1900 190 190
(NH4)2504 463
Mikroelemek
Kl 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
CoClI2 x 6 H20 0,025 0,025 0,025 0,025
H3BO3 6,2 1,6 6,2 6,2 6,2
NaMoO4 x 2 H20 0,25 0,25 0,25 0,25
MnSo4 x 4 H20 22,3 4.4 22,3 22,3 22,3
CuS04 x5 H20 0,025 0,025 0,025 0,025
ZnS04 x 7 H20 8,6 15 8,6 8,6 8,6
FeSo4 x 7TH20 27,85 27,85 27,85 27,85 27,85
Na2EDTA 37,25 37,25 37,25 37,25 37,25
Vitaminok és
cukrok
Inozitol 100 100 100 100 100
Nikotinsav 0,5 1 0,5 0,5
Piridoxin-HCI 0,1 0,5 0,5 0,5
Tiamin-HCI 0,5 0,5 0,1 0,1 1
Szacharo6z 30000 30000 30000 30000 30000
Aminosavak
Glicin 75 2 2 2
L-glutamin 877
L-aszpartat 266
L-arginin 228
Casein 1(g)
Hormonok
2,4-D 2 3 2,5
Kinetin 0,2 2
GA3 0,1
NAA 1 2
BAP 2
Gelrite 2 2 2 3,5
pH 5,8 5,8 58 58 5,8

5. tablazat: A kisérlet sordan alkalmazott taptalajok dsszetételei.
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10. Nyilatkozat

Alulirott Kovats Gyongyi Zsuzsa a Szent Istvan Egyetem Mezbgazdasag- ¢s
Kornyezettudomanyi Kar Mezdgazdasagi Biotechnologus MSc. Szak nappali tagozat hallgatoja
kijelentem, hogy a szakdolgozatomat nem megengedett segitség nélkiil, sajat magam készitettem és
csak az Irodalomjegyzékben megadott forrasokat hasznaltam fel. Minden olyan részt, melyet sz6
szerint, vagy azonos ¢értelemben, de atfogalmazva mas forrasbol vettem, egyértelmiien, a forras

megadasaval megjeloltem.
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