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1. BEVEZETES

Foldiink jelenés éghajlatvaltozason esik at, a néveényeknek altatolalkalmazkodniuk kell a
megvaltozott idjarasi korulményekhez. A névények szadmara egy leblegnelegebb, szarazabb-
csapadékosabb ddzak alkalmaval kilonbdz kdrnyezeti feltételekhez kell alkalmazkodniuk. A
Karpat-medencének igen sajatos az éghajlatigrdulhat, hogy egyszerre tdbb abiotikus streskiofa
jelentkezik. A névénynemeéknek egyre tobb stresszhatas ellen kell nemeskemitdveényeiket. A
novenyi biotechnolégia gyors féfdésével és ezen belil a géntranszformaciés modszere
alkalmazésaval, megvalosulni latszik, hogy ugy ideto at egy fajta tulajdonsaga, hogy a tdbbi
tulajdonsag értéke ne csokkenjen. Az abiotikusssiéolerancia kialakulasaban részt &ébettani,
biokémiai folyamatok tanulmanyozésa sok évtizedéfirmtekint vissza. Nehéz teriiletnek tekinthet
az abiotikus stresszek karos hatasanak lekiizdégel, anlegtobb abiotikus stressz-tolerancia tobb gé
altal meghatérozott jelleg. A rizs tropusi, szuptréi orszagokban honos, ennek ellenére sikerult
htivosebb, szarazabb éghajlatu tertleteken is tergssztvonni, igy hazankban is. Ezért a r2syfa
sativa L.) kivalé alanya a hide@téssel kapcsolatos vizsgalatnak. Ha a rizs hidégét sikeriilne
fokozni, a vilag rizsterid terlleteinek szama jeldisen meg6ne. Ezaltal a vilhgon az éhinség
csokkenne, mivel a rizs harmadik vil&gtaplaléka. A tolerancia kialakitdsaban és finongiotdsaban
a transzkripciés faktorok kulcsszerepet jatszanakért a genetikai szabdlyozas molekuléaris
folyamatainak feltdrasakor az utobbi években viledgh a kutatasok kozéppontjdba kerdlt. Az
anyagcsere-folyamatokban részt §@ének nagy csoportjainakilkbdését képesek szabalyozni.

A legrészletesebben lddien tanulmanyoztdk &€BF/DREBI1 transzkripcidés faktorok szerepét
alacsony-imérsékleti stressz esetében, de léteznek olyartakota is, melyek buzabafTriticum
aestivumL.) és arpadban Kordeum vulgarelL.) tanulményoztédk. Kutatasok igazoltak, hogy a
CBF/DREB1génnel, ezen bellul @BF-14 ésCBF-15esetében transzformalt novények megndvekedett
hideg-, illetve fagyirést, és fokozott szarazséagist mutattak.

Kutat6 munkam soran szerencsém volt bekapcsoldédrszegedi Gabonakutatd Nonprofit
Kdzhasznu Kft. Biotechnoldgiai Osztalyan folyo ikgas kutatdsba, ahol riz©O(yza satival.)
hidegtirését fokozé géneket jutattunk be rizsbe. Kisémldtén 'Unggi-9’' rizsfajta genetikai
moédositasaval foglalkoztunikCBF-14 CBF-15 géneket juttattunk be ebbe a fajtdba. Ezek a gének
feltételezheten szerepet jatszanak a novények hideg, illetveytiagsében. Kutatomunkam

legfontosabb célkiizései - az élzéek alapjan - a kovetkézpontokban foglalhatok dssze.



Ceélkitizések:

1. A rizs transzformacids rendszerirpplizalasa, transzformacié riporter gént tartalnaz
konstrukcidval.
2. CBF gének transzformécidja jo regeneracios képdgs@gnicatipusu rizsbe.
A transzformacio tényének igazolasa.
4.

Genetikai alapanyagddlllitasa abiotikus stresszélettani kisérletekhez.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. ARIZS JELENTOSEGE

A vildgon az egyik legértékesebb élelmiszerndvéaiétarjak a baza utan, fehérjetartalma
(7,5%) kisebb, mint a buzé&é, de esszencialis amindsszetétele az allati fehérjékhez hasonlit.
Energia és szénhidrat tartalma magas, kemgaykonnyen emészthet B- és E- vitamin tartalma
magas (Simonné Kiss, 1983). Napjainkban a kotiszefrszegény taplalkozas egyik bazisanyagava
valt, el$sorban barna csiszolatlan formaban.

A héantolt rizs 95%-a emberi fogyasztasra keréoft, puffasztott, esetleg vitaminokkal,
fehérjével dusitott formaban. A hantolas sorantdirselék keletkezik, mely ipari nyersanyag,
kemeényibt, rizsport készitenek h#de. A rizskorpét, rizslisztet sertéstakarmanykéaszmositjak,
illetve buzaliszttel keverve keksz késziteséheaz@sziparban a rizstormelékhiizsbort, palinkat és
kilonleges mitsédi soroket allitanak 8l Szalméjat papir, kotél, zsakkészitésre hasznéihk
(Tanacs, 2005). Tovabbi jelésege, hogy olyan talajon is vetbethol mas szantofoldi ndveny mar
nem termeszthéteredmeényesen.

Arizs (Oryza satival..) a pazsitiiféléek csaladjdbaRoaceag azOryzanemzetségbe tartozik. A
vildgon tobb ezer év alatt 40.000. rizsfajta alaka] melyek harom morfolégiai €s genetikailag
elkulondlt alfajba sorolhatdk: amdica, japonicaés ajavaica alfajok. Az indica tropusi alfaj, egyéb
foldrajzi terUleteken gaponica alfaj elterjedt, Mind a harom alfajnak van é&ratztés széaraz
termesztéshez alkalmazkodott valtozata is (Simdfis®, 2005). Magyarorszagon az arasztast igényl
japonica valtozatai allnak termesztés alatt, de a sikeresiesiti tevékenység folytan szarazon
termesztett valtozatok is kialakultak mér. JelenMagyarorszagon allamilag ndisitett rizsfajtak:
Janka, Abel, Bioryza H, Dama, Risabell (www.nebilv.hu).

A rizs a vilagon a harmadik legnagyobb terlletemesztett ndvény. A vilagon tefiterilete
10 éves FAO adatok alapjan 154,2 millio hektar ybltabra). A 2010-es gazdasagi évben a élzab
vilagon 6sszesen 696 millié tonna termett. Koreddmdapanban egyszeri aratdssal képesek elérni az

5-6 tonnas termésatlagot, de Ausztralia egyesetgial a 15 t/ha-os atlagtermést is el tudjak érni.
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1. 4bra A rizs vetésterilete a vilagon

A vetésteriilet Magyarorszagon az évtizedek sorannidzesi koltsegek megemelkedésének
koszonheien fokozatosan csokkent, 10 éves KSH adatok aldjaR500 hektar (2. abra).
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2. bra A rizs vetésterilete Magyarorszagon

Hazankban a szarvasi HAKI-ban folyik nemesitésermgsatlaga a vilagon 4,1 t/ha mig
hazankban 10 éves FAO adatok alapjan eléri al3a8tt(3. abra).
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3. dbra A rizs termésétlaga

2.2. ARIZS OKOLOGIAI IGENYEI

A rizs melegkedvé - termofil, rovidnappalos novény, effektivdsszeg-igénye igen magas,
1400 °C. Jelenleg a trépusi, szubtropusi és a rkéltségovekben az 53° északi és 40° déli szélességi
fok kozott, valamint siksagokon és a tengerszithgtifdobb ezer méter magasan déterileteken
termesztik. Magyarorszagon a 46° 40°- 47° 40" aszaMesség kozott termesztik (Ruzsanyi, 1996). A
rizs asszimilaciosdkiiszob-ertéke 10 °C, ebben a térségben a 10 °Cataelghnapi kozégimeérseklet
idétartama (tavasztokyszig) meghaladja a 180 napot. A vedést betakaritasig adlisszeg érteke
meghaladja a 2600-3000 °C-ot (Simonné Kiss, 2085)id6jaras elemei kdzulteg a lHmerséklet a
tavaszi idben szélsségesen ingaddzhat. Ezééntérseklet szempontjabdl kritikuséskak a csirdzas
(12-14 °C), ami az orszag déli részén aprilis 1D.4&z06tti idbre tehed, de mas korzetekben ez
kégbbre esik aprilis 20-25.-re. A bokrosodas (16-18 &ltaldban janius 2-3. dekadjara befégik. A
virdgzas, megtermékenyilés (20-22 °C) szakaszaa iggkedvedbb, ha ez az itbzak julius 20. és
augusztus 5. k6zé esik (Kristd, 2004). Ezekbendézzakokban nagyon fontos, hogy a névény, ne
szenvedjen nagydngadozastél, mert fdjtiése lelassul és fokozddik a buga sterilitAsanakélge,
valamint a termés mennyisége is csokken. A vizridkga nagy fajh kovetkeztében bizonyos
kiegyenlit) hatasa van a talapthaztartasara, valamint a rizsallomany mikroklimeja

Fényigénye valtozd, a 140 napos tenyé&szdk sordn meghaladja az 1200-1500 napsitéses
oradk szamat. A rizs fényigénye a kulonbdejlédési fazisokban eltér a tenyésziél elején a vegetativ
szakaszban (majus, julius eleje, kdzepe) kevéshalybsold ténye& mig a reproduktiv (jalius,
augusztus) szakaszban szerepe egnnapfénytartam és a szemtermeés pozitiv korréesi all
egymassal (Ruzsanyi, 1996).

A rizs vizigényes noveény, ezért a megfélehennyiséd és mirbsédi termény eléréséhez

vizigényének kielégitése kulondsen fontos. Ez aésridsszak alatt 500-700 mm-re tebietA
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vizmennyiséget pétolhatjuk dntdzéssel, arasztagsall csapadékos éjaras karos lehet a névény
szamara, mert kisebb lesz a nafd$szeg, valamint fényhiany Iéphet fel. A rizst nhiesebb vizzaro
rétedi talajon érdemes termeszteni, mert annal kevesetiiziovizet kell kijutatni a tenyészédalatt.

A rizs a talaj irant nem igényes, de fontos hogyizzard réteg ne legyen tal mélyen az
ontozviz takarékossag végett. A talaj 6sszes sotartalema haladhatja meg a 0,4-0,6%-ot, a széda
tartalma, pedig a 0,1%-ot. Az enyhén savanyu tiddjkedveli, optimédlis szaméara 5-6 pH.

Ezeknél jobb tapanyag és viz-, letie@s 16 gazdalkodasu talajokat mas szanto foldi névények
termesztéseére hasznaljuk (Kristd, 2004).

Magyarorszagon a rizs termesztéséhez az orszéty kiélkeleti részen a legmegfdibbek az
éghajlati és a vizellatasi viszonyok. A rizstermésmagyrészt Békeés, Jasz-Nagykun-Szolnok, kisebb
mértékben a Tisza és Korostk mentérd Ilegyékben torténik.

2.3. ARIZS GENETIKAI TRANSZFORMACIOJA

Az utolso fél évszazadban a rizs gsagbeli és tertfképességbeli tulajdonsagainak javitasaban
hatalmas sikereket értek el. Az utolsé évtizedbdrozama nem valtozott a termesztéstechnologiak
hianya, illetve az egyre gyakoribb és sulyosabba@gjeter® hatalmas veszteséget okoz6 kébtev
korokozék és abiotikus stresszhatasok miatt. Valasare a kinai tudosok @llitak egy Uj
rizsfejlesztési céllal, amely a ,Z6ld Szuper Hibizd” kifejlesztését jelentette. Ebben a rizs 6t
tulajdonsagara osszpontositanak: rovar és korokelténi rezisztencia javitdsa, aszaly- vagy
szarazsagto képesseg fokozasa, tapanyag-felhasznélas hatéiginak javitasa, illetve ntinég- és
hozambeli tulajdonsagok névelése (Zhang, 2007). Maig a rizsil szamos géntechnoldgiai témaju
tanulmany latott napvilagot, melyeknek célkiései egybeesnek a ,Z6ld Szuper Hibridrizs”
létrehozaséaval. A teljes genomszekvencigjanak megisse utan a rizs ugyancsak kivald alanya a
funkciondlis genomikai, genetikai kisérleteknek, Iyakben lehgiség nyilik a gének valddi
funkciojanak megismerésére. Ehhez kivalo eszkdératmanszformacidja, tikodésének felésitése,

vagy elcsendesitése.



2.3.1. Rovarrezisztens transzgénikus rizs

A novények altalaban rendelkeznek bizonyos &ziovarrezisztenciaval. A rovarkéartétel az
egyik legnagyobb okozGja a hozamveszteségnek, am%-rh tehet évente. A rizs
rovarrezisztenciajanak javitasa nemesitési eljakadornyezetbarat és gazdasagosabb stratégi, min
a rovarob szerek tulzott hasznalata, melyek nemcsak a tésn&dltséget novelik meg, hanem
emellett szennyezik a kdrnyezetet és veszélyt iehesk az ember egészségére. Rovarrezisztens fajtak
nemesitése hagyomanyos eljarasokkéigényes, és még nem sikerilt azonositani egyetiédkbny
rezisztens genetikai anyagot sem a rizs legfontokaliewi ellen a vildgon. Jelenleg igéretes modszer
a transzgénikus rovarrezisztens fajtak kifejleszeésdegen rezisztenciagének bejuttatdsa rizsbe. A
kutatdsok soran sok hasznos rezisztenciagént Rikenositani és izolalni névéenyeitballatokbdl és
mikroorganizmusokbdl is, és ily modon sikerilt sBagénikus rovarrezisztens rizs vonalakat Iétrehozni
EzekWl néhanyat teszteltek szantofoldi kortlmeények kbyzdés termesztésik soran biztato
eredményeket mutattak (Chen et al., 2009).

2.3.2. Transzgénikus betegségrezisztens rizs

A rizs nemesitése soran az egyik legfontosabb t&tegség-rezisztencia kialakitasa, hiszen a
rizs kornyezetében a korokozok allanddéan jelen &kni\ rizs legfontosabb korokozoi, amelyek
termesztés soran&brdulhatnak: rizs baktériumos levélfoltossagas fji@arvanyos barnulasa, illetve a
levél és levélhlvely-betegségei. A rizs baktériumesglfoltossagaXanthomonas oryzae pv. Oryzae
legpusztitobb bakteridlis fé#és vilagszerte (Guo, 1995), ami 20-30%-0s hozamessget okozhat.
A rizsnek a legveszedelmesebb gomba betegségeanyés barnuldsMagnaporthe griseg ami a
néveny barmely novekedési stadiumaban és barmsheékvében megjelenhet. Eddig tébb mint 30
baktérium-rezisztenciagént (R) vagyXanthomonas oryzaelleni l6kuszt sikeriilt beazonositani. Ezek
kozul 6 R gént klonoztak sikeresen, ezen kiviul noéd gént jol jellemeztek (Wu et al., 2008, Wang et
al., 2009). A rezisztenciagének bejuttatdsa a kivAmsfajtdkba a részecske belovéssel a
leghatékonyabb és legegysgan. Zhang-nak 1998-ban sikerllt bejuttatnia egyolgzéles spektrumu
Xa2l gént, ami egy jelefisen megndvekedett rezisztenciat manthomonas oryzaeal szemben
(Zhang et al., 1998).

Tobb mint 60 fontosabb gombabetegség elleni gdmri@t a rizsben azonositani, €bld0
rezisztenciagént sikertlt mar klénozni is (Lee kbt 2009). Mivel aM. griseanak igen nagy a
variabilitasa, ezért a termesztett, mar reziszéaradirendelke fajtdk 3-5 évvel k&b elveszthetik
rezisztencigjukat. A nemeskinek ez a betegség nagy kihivast jelent, mert sajaos rezisztenciat

biztositd, nem rasszspecifikus rezisztenciagénaket nem tudtak azonositani (Chen et al., 2009).
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2.3.3. Transzgénikus herbicid-tolerans rizs
Az el herbicid-tolerans névény 1996-ban kerilt bemutatas vilagon (Heszky és Dudits,

2000). A herbicid-tolerans rizs kifejlesztésének &kapvet modszere van. Az egyik a herbicidek
célfehérje génjeinek a modositasa annak érdekéogy, csokkentsék érzékenyseégiiket vagy noveljek
kifejezési szintjuket. A masik moddszer, hogy Uj iemendszereket jutatunk be géntechnoldgia
segitségével annak érdekében, hogy javitsak admbzki metabolikus kapacitdsat. A transzgénikus
herbicid-tolerans rizs &éllitasanak okai a kovetkéezk voltak: a koltséget csokkentette és a jovedelmet
novelni tudta, valamint névelte a magtisztasagobibaid rizs termesztéséhez. A herbicidrezisztencia
kapcsan a legfontosabb eredmény mégis az volt, soggkcios markerként hasznalhat6 transzgénikus
novények aléllitasakor (Chen et al., 2009).

2.3.4. Abiotikus stressz-tolerancia

Az abiotikus stresszek hatranyosan befolyasolhatjakvények nbvekedesét, termelékenysegét
eés szamos morfoldgiai, fiziologiai, biokémiai és lekularis jellemsjét. Ezért nagyon fontos az
abiotikus stresszekkel szembeni tolerancia kiadskit mert azok a novények termesztése soran a
termésmennyiség egyik limitadlo ténygat jelenthetik. A ndévéenyeket tobb stresszhatasrigeti egy
idében. Stressz esetén a novények alkalmazkodnakessabrhoz, olyan megvaltozott fiziologiai
allapotba kertlnek, mely jobban megfelel az U] k@éaeti feltételeknek. Ha a névény nem képes
alkalmazkodni a stresszhez, akkor novekedéseléddep nem kielédit szélgséges esetben a nbvény
pusztulasahoz is vezethet (Hoffmann, 2011). A ngeknéletiik soran szamos abiotikus stresszel
taldlkoznak: aszaly, székseges Bmeérséklet, tul sok csapadék, szikes, toxikus, nefégaeket
tartalmazo talaj. A veszteségek csokkentésénelk édjg a kedvedtlen hatasokhoz adaptalddott fajtak
nemesitése lehet, melyek az adott kérnyezetberagagdsan termesztfiek. A géntechnolégia célja
az abiotikus stresszek &ltal okozott sejtkarosddamegakadalyozasa, olyan gének feltérképezése,
amelyek szerepet jatszanak a tolerancia kialakithsdapjainkban egyre tébb ilyen gént fedeznek fel

A géntérképezés és a molekularis markerekre al@pszelekcié hasznalata nagymértékben
hozzajarul olyan rizsek fejlesztéséhez, amelye&mdyen abiotikus stressztoleranciaval rendelkeznek
Ezek lehetnek so6-tolerans, aszét§t herbicid-tolerans, valamint hidégé képességgel rendelkiez
transzgénikus rizsek.
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2.3.4.1. Geéntechnologiai sikerek a stresszrezisztém fokozasara, miréségi tulajdonsagok
javitdsara

A rizs rovarkartetikkel szembeni rezisztencigjanak kialakitdsara ai&t az egyik legjobb
példa, amely aBacillus thiringiensisdelta-endotoxinjat termeli. Ye et al. (2009p&litott egy
szintetikuscry1C gént, melyetAgrobacteriurros transzformacié sorgaponicafajtaba kdzvetitett. Az
ily modon kapott transzgénikus novényekben a raaekbk legfobb célpontjait jelerdt levélben és
szarban lehetett legnagyobb mennyiségben megtaaBti fehérjét, mig az elieendospermiumban
alig lehetett kimutatni. A fogyasztok aggodalmaathia mai napig nem kertlt termesztésbe, melynek
f6 oka a Bt fehérje-tartalma (Chen, 2009).

A rizs baktériumokkal szembeni rezisztencigjanatofdsara szamos geént felfedeztek mar és
ezek kozul tobbet be is jutattak rizs névényekbelyak termesztésik soran biztatdé eredmeényeket
mutattak. llyenek példaul da-1, Xa-4, Xa-5, Xa-13, Xa-2jenek (Yoshimura et al., 1992, Zhang et
al., 1996).

A vitamintartalom ndvelését célzd génbeépitésekikézlegismertebb az aranyrizs, melynek
nemesitése soran, a rizsszem endospermiumabarvitan#in ebvitaminja, af3-karotin szintetizalodik.

A javitott génkonstrukcidkkal Iétrehozott rizs-teafiormansok 31g p-karotin felhalmozaséara képesek
1 g szaraz szemsulyra vonatkoztatva (Paine et28D5). A becslések szerint 72 g ilyen rizs
elfogyasztasaval a gyerekek napi A-vitamin-sziletégiek fele fedezh&t Azonban aB-karotinbdl
képzdhet retinoiksav, amely sokkal kisebb koncentrédaékmar aktiv, és tulzott mennyisége okozhat
fejlédési rendellenességet (Schubert, 2008). Ezért éfyoktimalizalni a taplaléls-karotinszintjét,
hogy a mellékhatasok elkertlb&tlegyenek (Dudits, 2009.)

A rizs herbicid tolerancidjanak fokozasa érdekébememestt cégek leggyakrabban a bar gént
a hasznaljak a tolerancia kialakitasara, de ettegeen kivil még a Monsnato cég glifozat hatbaayag
»-Roundup Ready” rizse is. A bar gént tobb rizsndlenbejutattak, ezek kdziul néhany: Minghui 83B,
IR 72 (Wu et al., 2006).

A rizs szérazsag-, sO- és hidagsének szabalyozasaért altaldban egy génddeleh
leggyakrabban alkalmazott gén€bsDREB1, OsWRKY1,0sbZIP23, SNAC1, OsSKiRak a genek
egyes termesztett fajtakban mar megtalalhatéakr(@hal., 2009).

A rizs OsMYB4 génje hideg-stresszt jeléntl0-15 °C-on expresszalodik a hajtasban, de
alacsony szinten kontroll kortlmények kozott isr@that. Haromnapos rizs koleoptiljaban 4 °C-os
hidegkezelés hatasara négy éran belll j8kam megh az mRNS étirasa, de ABA- vagy IAA-kezelés
nem indukélja. Ez azt feltételezi, hogy@gMYB4génnek rizsben a hidegre adott stresszvalaszlvan va

szerepe (Vannini et al., 2004).
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2.4. TRANSZKRIPCIOS FAKTOROK (Soltész nyoméan)

A transzkripcios faktorok a génszabalyozas fontesnélkilézhetetlen résztwéy minden
élélényben megtalalhatok. Kiemelkédzerepik van a génszabalyozasban, biztositjakadgit gén
szovet-, fejpdés- vagy stimulus-specifikus kifejeesét ugy, hogy kétinek a célgén promoéteréhez, és
felerésitik, vagy éppen gatoljak a gén éatirodasat. Asizhripcios faktorokat kodold génekben tobb
funkciondlis szekvencia (domain) taldlhatd, amelyd#pjan csalddokba, alcsaladokba sorolhatjuk.
Altalaban a domain-jeik nagymértékben szabéalyokptte szamos példa ismert, hogy az egy csaladba
tartoz6é transzkripciés faktorok kulonkbZolyamatok szabalyozasdban vehetnek részt. Ezbhi t
domain niikddése teszi lehé&té (Soltész, 2011). A transzkripcids faktorok sslketben homo- vagy
hetero-oligomerként fikddnek, a ligandum-két és tként a regulaciés domain-ek (melyek mas
faktorokkal valé kapcsolddast biztositanak) a génesszié finom szabalyozaséat teszik léhét
(Goodrich és Tjian, 2006).

Miutan a ladfi (Arabidopsis thalianp modellnévény teljes szekvenciajdnak meghatarozasa
megtortént 2000-ben, leléstg nyilt a fehérjék, ezen belll a transzkripcedgdrokat kddolo gének
szamanak becslésére. Axldbiek szamat 25 498-re, mig az utObbiakét - a DBiS-klomain-ek
elemzése alapjan - mintegy 1500-ra becsulték, &am méara mar a 2000-et is meghaladja (Soltész,
2011). A ndvényi genom tobb transzkripcids faktkddol, mint az allati genom, ezen felul még
nagyobb diverzitast is tapasztaltak a névényelébgset Ezek alapjan ugirik, hogy a transzkripcios
szinfi szabdalyozasnak nagyobb szerepe van a novényekienaz allatokban (Mitsuda és Ohme-
Takagi, 2009). Az Arabidopsis transzkripcios fakibi72 csalddba soroltdk és arra a megallapitasra
jutottak, hogy a transzkripcios faktorok fele noyépecifikus, azaz csak olyan DNS &dtomain-t
tartalmaz, amely csak névényekben ismert (Riechnediah, 2000).

A rizs (Oryza satival. ssp. japonicg esetében 2834 transzkripcios faktort tart jelgrdzamon
a Rizs Transzkripciés Faktor Adatbazis (DRTF), amlebt 63 csaladba sorolnak. A rizsénél 38-szor
nagyobb genom-méietkenyérblizabanT¢iticum aestivumL.) mintegy 7000 transzkripcios faktor
szekvenciat azonositottak, melyeket 40 csaladbatakr A transzkripciods faktor csalddok rizs ésduz
kozo6tti 0sszevetése azt mutatta, hogy e csaladokekealtak (Romeuf et al., 2010). Azabidopsisés
a rizs kozotti filogenetikai analizis (Xiong et,aR005) a transzkripcios faktorok mintegy felénél
ortolog kapcsolatot mutatott ki, ami arra utal, Yag transzkripcios faktorok génjei k6z8sokol

szarmaznak (Soltész, 2011).
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2.5. A CBF GENEK JELLEMZESE (Soltész nyoman)

Az abiotikus stressz-tolerancia kialakitasabanegmsrjatsz6 transzkripcids faktorok szerepét a
legrészletesebben |ddfen, alacsonydmérsékleti stressz esetében tanulmanyoztak. A
transzkripciojuk mértékét a fotoperiédus és a najphus ugyancsak befolyasolhatja. Legjobban
jellemzett aCBF/DREB1transzkripcios faktorok szerepe. Ezek a faktorakataluk szabalyozott
gének promoterében talalhatORT/DREroviditéssel jelolt szekvencidhoz kdhek, elnevezésik is
erre utal CRT/DREBInding Factor) (Stockinger et al., 1997; Liu &t1998). Két labor egymastol
fuggetlendl, szinte egy &then kozolte eredményeit, ezért ismert a két elreveBok hideg-, és
kiszaradas-stresszre indukalodo gén promoéterebegtatanatd aCRT/DRE (C-repeat/dehydration
responsive-element) cisz-elem, ami egy CCGAC ,cosekkvenciat tartalmaz, melyhez GBF
fehérjék kobdnek (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki 1994; Stayi et al., 1997 Arabidopsisban
leirtak egy olyan transzkripcios faktort, mely mhkgak a CBF géneknek a transzkripciojat
szabalyozza hidegben. Ez BZE1 (Inducer of CBF expression 1) gén konstitutivan expresszalodik,
normal lbmérsékleten inaktiv allapotban marad, azonban kelegés hatasara aktiv allapotba kerul,
hozzakapcsolodik €BF gének promoteréhez, igy indukalvaC&8Fek atirodasat (Gilmour et al.,
1998).I1CE1 génnel transzformahrabidopsisban a gént konstitutivan tultermelve hidegben regn
CBF regulonhoz tartoz6 gének atirasa a vad tipushpeskétovabba da fagyallosag mértéke is
(Chinnusamy et al.,, 2003). ACBF/DREBI1 transzkripcios faktorok kifejézlését az ICEI-t
poszttranszkripciés szinten negativ szabalyozékédidositdo ligazok (HOS1, SAZ1, SIZ1) is
befolyasoljak. Ezeket és tovabbi, mar részletessnltnanyozottCBF/DREB1 regulator géneket
foglalja 6ssze Chinnusamy et al. (2010)CBF géneketArabidopsisban irtdk le ekként; azota 54
noévénynemzetségben, 31 kétsiziks 23 egyszik névényben is azonositottdkBF ortolog géneket
(Navarro et al., 2009). £BF gének alacsonydmérséklet hataséara,didégesen fejeidnek ki a hideg-
akklimatizacio korai fazisdban (Gilmour et al., 899Minél alacsonyabb aémérséklet, aCBFek
transzkripcioja annal intenzivebb (Zarka et al.03@0 A kdzelmultban kimutattdk, hogy hidegedzett
nyirfaban Betula pendulpa fagy utani olvadasi periédus soran szintén m€BFek és egy altaluk
szabalyozott génBpLTI3§ transzkriptumanak mennyisége, ami azt jelzi, hegZBFindukalta
folyamatok Ujra aktivalodnak a stresszt kdvetgeneracios tiszak alatt (Welling és Palva, 2008). A
CBF/DREB1 géneket olyan fajokban is leirtdk, melyek életesklk soran nem akklimatizal6édnak
fagypont korlli kmérsékletekhez. llyen példaul a paradicsom éssadaglo et al., 2001; Dubouzet et
al., 2003; Zhang et al., 2004), ugyanakkor kimatatzt is, hogy paradicsombaBF regulon kisebb
és kevésbé valtozatos, mint a hideg-akklimatizalddipes Arabidopsisban. A CBF/DREB1gént

tultermeb novényekben kimutattak, hogy nem induktivm@rsékleten is megn az Aaltaluk
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szabdlyozott hideg-indukalhatd gének expressziégaennek eredményeként fokozddik ezeknek a
novényeknek a fagiitése (Jaglo-Ottosen et al., 1998; Liu et al., 1998anszgénikusirabidopsis
névényben igazoltak, hogy @BF3 gén expresszidjanak novelésével nem csak a faggdllmérteke
novekszik meg, hanem a transzformansok a dehidbat&tresszel szemben is toleransabbak lettek
(Kasuga et al.,, 1999), ami jol példazza, hogy edgttatranszkripciés faktor nem csak egyetlen
génszabalyozasi folyamatban vehet résztCBF/DREB1 transzformans névények megndvekedett
hideg-, illetve fagyirése, és fokozott szarazsagise mellett tdbb tanulmanyban a transzgén negativ
pleiotrop hatésat is leirtak. Ezek szerinCBF/DREB1gének konstitutiv overexpresszidja lassitja a
transzgénikus noveny féféesét, ké& viragzast, vagy akéar torpeséget is okozhat (degkao:
Thomashow, 2010; Hussain et al., 2011).

A ndvényi abiotikus stressz-tolerancia egyik legitivebben kutatott teriilete @BF
génregulacio. A gabonafélékben kapott eredményekyméartékben hozzajarultak ahhoz, hogy a
klasszikus genetika és a molekularis bioldgia kaldcksaval egyre kozelebb kerdljink egy olyan
komplex rendszer megértésehez, mint az alacsémgisékleti-, vagy a fagytolerancia (Soltész, 2011).

A dolgozatunkban dszerepet kapdCBF-14 és CBF-15 gének szerepét buzabaifrificum
aestivumL.) és arpabanHordeum vulgard..) tanulmanyoztak. Ezek a tanulmanyok igazoltégy
ezeknek a transzkripcids faktoroknak szerepe viagwolerancia kialakitdsaban. Kimutattak, hogy a
transzformans vonalak kevésbé karosodtak a fagidebatasara, mint a vad tipusé. A legellenéllébb
CBF transzgénikus arpavonalak tuléltek a vad tipuméra letalis fagyasztasbmérsékletnél néhany
Celsius fokkal alacsonyabbommérsékletet. ACBF génekkel transzformalt arpa novények a vad
tipushoz képest lassabb ndvekedést ésbkésiragzast produkaltak, melyet valédleg aCBF gének

giberellin jelatviteli ttra gyakorolt hatasa, a &kbiv gibberellinek inaktivacidja okoz (Soltész 12].

2.6. A GENETIKAI TRASZFORMACIO MODSZERTANANAK ATTEK INTESE RIZSBEN

A rizs transzforméacidja a 1980-as évek masodikbfeté ért el fontos sikereket. Harom
flggetlen csoport szamolt be 1988-ban rizs protgptk felhasznaldsaval regeneralt transzgénikss riz
névenyekél, melyeket elektroporaciéval és polietilen-gliKBIEG) kezeléses modszerrel allitottadk el
(Toriyama et al., 1988; Zhang et al., 1988a; Zhetrg., 1988b).

Sikeres, részecskebelbvéses rizs transzformagsada 1991-ben tértént, mely Kéb az egyik
legelterjedtebb mddszerré valt (Christou, 1991)arCii1993) allitott €& eloszor transzgenikus rizs
novenyeket Agrobacterium altal kozvetitett mddszerrel. Hiei (1994) ezt tolvafejlesztette és
Agrobacteriumaltal kdzvetitett rendszert hozott létrgaponicarizs szamara a kifejlett rizs kalluszat

felhasznélva. A génatvitelhez sziikséges faktorakiké siker legfontosabb kulcsa Agrobacterium
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virulencia génjeinek aktivalasaban rejlik. A sebziethanysejtek fenol jelléigmolekuldkat bocsatanak
ki, melyek fontos jelként funkcionalnak agrobacteriurrok szdmara a megfetelgazdaszervezet
felismerésében (Stachel et al., 1985). Az egyskiksebzésekor nem terridlk ez a fenol jelleg
acetosyringone, illetvea-hydroxy-acetosyringone. Az egys#ék Agrobacterium kdzvetitette
transzformacidjanak fejlesztésekor a mesterségemyotbuk attorést jelentett. Ez a moddszer
nehézkes maradt. A kdzelmultban Hiei és Komari & &dzétett, egy tovabbfejlesztégrobacterium
altal kozvetitett transzformacids rendszert, arkalahazhatdndica ésjaponicafajtakra is. Szerintik
az indica rizs transzformacioja 2,5 honapon belll kiviteket#h éretlen embrié felhasznaldsaval,
rendkivil magas transzformacios hatékonysaggal €rgilen embriobdl 5-13 egymastol fuggetlen
transzformans hozhaté létre). Hatranya ennek a meddek, hogy az éretlen embridk csak egy
bizonyos idszak alatt gffjthetok be, illetve rendkivil munkaigényes. Hazankbats=br Jenes és
Pauk (1989) éllitott élprotoplaszt eredétrizs ndvényeket.

Az eddigi adatokbdl is jol latszik, hogy a rizs gékai modellnévénynek tekinthigt a
gabonafélék kozott és szinte minden fontosabb thoteldgiai kutatasi eredmény is ebben a fajban
szllettet meg 6kzor a vilagon és hazéankban is. Ezért a rizs ndmegaegyik legfontosabb

gabonandvényink, hanem a gabonafélék biotechnolbgidellnbvényének nevezitet

2.6.1. KOzvetett DNS-bevitel

A kozvetett génbevitel azokat a technikakat foglaljagaba, melyekben az ember a transzgén
atvitelére mas novényi @ényt, virust, baktériumot hasznal fel a transzgdvitelére és a DNS
beépitésre a sejtmagba. Ma az egyik leghatékongablegsokoldalibb transzformaciés rendszer
kifejlesztéséhez, a talajbaktériumok altal okozatyokérgolyvasodas molekularis alapjanak
megismerése vezetett. Rhizobiaceaasaladba tartozégrobacterium tumefacienssA. rhizogenes
anaerob talajbaktériumok a kétdrikdvényeket a sebzési helyikon deik meg. Ezeken a fezott
novényeken hajszalgyokeresedést, illetve tumorofejlé&dését okozzak. Kimutattak, hogy a
tumorképsddés Osszefiigg egy plazmid, a tumor indukalé Tipidzjelenlétével azA. tumefaciens
sejtekben (Zaenen et.al., 1974). &lds toébb laboratériumban kimutattak, hogy a Ti-plazeygy része,
az un. transzfer DNS, roéviden T-DNS étkerul a bakté fertvzés sordn a novenyi sejtekbe, és ott
stabilan integralédik a sejtmag DNS-ébe. Ezek aedreenyek egy természetes génatviteli
mechanizmusra vilagitottak ra, mely soran bakisri@NS-ek kertlnek be a féddtt noveny
génallomanyaba. A tovabbi kutatdsok soran a TirpldZT-DNS-ének hatarszekvenciai k6zott minden

gént kivagtak és leh&té tettek, hogy helyettik kilonb®zyazdasagilag jeledd geéneket, valamint
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markergéneket tudjanak beépiteni novényi sejtekbeel megterenittek a feltételek, ahhoz hogy a
Ti-plazmidokat transzformacios vektorként hasznsdhdél fel. Az el§ sikeres kisérletekl 1983-ban
szamoltak be. A vektormolekulat hordo2@robacteriuramal nagyon egyszéra transzformacio, a
sebzett névényi szoveteket feahi kellin vitro kdrilmények kozott baktérium szuszpenzidval, §saig
génatvitel természetes Uton kovetkezik be. Ezek atkezelt szdveteket hajtasregenerald taptalajon
kell tenyészteni (Heszky és Dudits, 2000).

Az Agrobacteriumaltal megvaldsitott génbeépités altalanosan ettermara mar nem csak a

kétsziki ndvényeknél, hanem szinte minden gazdaséagi néeéailkalmazhato.

2.6.2. KOzvetlen DNS-bevitel

A kozvetlen géntranszformacio soran a transzgéemnmnagunk juttatjuk be a célszdvet sejtjeibe.
Sokféle kdzvetlen génbeviteli modszert fedeztekngljainkig. Sikeres génbevitelt értek el kilonboz
laboratériumok részecskebombazassal, protoplagditk-es kezelésével, elektroporaciéval,, mikro- és
makroinjektalassal. Szamos technika kozll azonbaésaecskebeldovés modszerét alkalmazzak a
legszélesebb kdrben és a legsikeresebben a vilagon.

A részecskebombéazas vagy génbelovés eszkozebib gapuska vagy a mobil génpisztoly.
Az 1980-as évek masodik felében jelentek meg ai lkizlemények a kdzvetlen DNS-bevitellel
kapcsolatban. Napjainkban a masodik leggyakrabbainzazott transzforméaciés rendszerré valt. Az
elss részecskebel@vberendezést, népsienevén a génpuskat, a Cornell Egyetemen fejleéktddt
(Sanford, 1988). A génpuskaval a géneketitro I6hetjik be a sejt, protoplaszt, kallusz, proembrio,
sziklevél, levélkorong tenyészetek sejtjeibe. A srmt Iényege, hogy az atvignBNS-t, expressziés
vektort (altalaban plazmid molekulat) mikroszkopogreti arany vagy wolfram részecskékre
adszorbealjuk. A részecskék atjératlagosan 1-2 mikrométer. A mikroldvedék alatészecskéket
és a fellletikre ragasztott vektor molekulat értfkt egy makrolévedékhez kapcsoljak és a génpuska
csovében helyezik el (Heszky, 2011). A génpuskavadéket nagy nyomassal aramlé héliumgazzal
gyorsitja fel korulbelll 430 m/sec sebességre, raajdakrolévedék fennakad az Utkdzagy féked
lemezen. A mikrolévedékek, pedig a mintakamrabatsgbrodva bizonyos sebességgel becsapddnak a
célszovet sejtjeibe. Oriasi gyakorlatot és tapdmimthiigényel a modszer sikeres alkalmazésa, hogy a
célsejteket nedjuk keresztlil és a részecskek Iéhesy elérjek a sejtmagot, ahol a nukleinsav-
molekulak DNS-61 a transzkripci6 megkesdhessen. Riportergénnel (pl. GUS) tottébelovést
kove 2-3. napon az eltalalt sejtek, szévetek kékrestestk, ami vizualizalhatéva teszi a bombazéas
eredményét. A belovest kodeh a sejt-, szbvet-vagy szervtenyészeteket a nughkes kell

szelektalni, majd a transzgénikusnak mutatkozéésrstekbl névenyeket kell regeneralni. Mivel a
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belovés soran a lévedékek véletlengearhatolnak a célsejtekbe és pontosan nem isnuogy, milyen
folyamatokon keresztil képes adterészecskén Iévtranszgén DNS a genomialis DNS-be beépllni, a
mobdszer hatékonysaga alacsonyénge, hogy a rendszer automatizalhatésaga, isméistue,
tovabba egy i6ben nagyszamu sejt Bbketbsége miatt, mégis viszonylag koérinynagyszamu
transzgeénikus sejtet, névenyt kapni.

A szegedi Gabonakutato Kft. sajat buza transzfordsddsérleteiben elért eredményéit 998-
ban szamoltak be @&zor, ami az etssikeres egysziktranszformacio volt hazankban (Pauk és mtsai.,
1998).

Jenes et al. (1996) a Maazdasagi Biotechnoldgiai Kozpontban kifejlesziettegy
nitrogéngazzal ikods génpuskéat, mely segitségével tovabbi fejlesztésedttek az egyszilek

transzformacios médszerenek tokéletesitése érdeKdberes, 1999).

2.7. A SZELEKCIOS RENDSZER ELMELETI ALAPJAI, A BAR GEN

A génbevitel utan a transzformélt sejteket transu@datlan sejtek veszik kordal. A
transzformacio dodt lépése azon sejtek szelektaldsa és felszaporitdmalyekben a transzgén
nemcsak integralédott a nuklearis genomba, de sgpa#odott is. llyen sejtek azonositasa és
kivalogatasa markergénekkel lehetséges. Ezek akgéemtobbszor rezisztenciagének, melyek
ellenalléva teszik a ndvenyt antibiotikumokkal vdwrbicidekkel szemben (Jelenska et al., 2000).

A glufozinat-ammoniumot a fehérjeszintézist gatkrticidek k6zé soroljak, mert hatasat a
glutaminszintézis gatlasa soran fejti ki. SavkédvZben fedezték fel, ekkor kapta a foszfinotricin
(ppt) nevet. Ezt a ndvényekre toxikus anyag8traptomyces viridochromogengaktérium termeli. A
névényben irreverzibilisen gatolja a glutaminsziigé a glutaminnak glutaminsavbol és ammoniabdl
tortérd képdHdését. A felvett ammonia, illetve ammoéniava redukdvett nitrdt nem tarolodnak. A
felhalmozéddé ammonia egy ddutan toxikus mértékben lesz jelen, ami a novéngzplasat
eredményezi (Nosticzius, 1992). A nyolcvanas évédlsadik felében sikerilt izolalni bar gént a
Streptomyces hygroscopiehél. A ppt a baktériumot nem Kkarositja, melyneka ol bar gén
fehérjeterméke, a foszfinotricin-acetil-transzfe(RAT). Ez az enzim a foszfinotricint inaktivaljgy)
hogy a szabad NH2-csoportjat acetilaljaPAT génnel transzformalt kultirnévények rezisztensekké
valtak a ppt-tipusu herbicidekkel (Basta, Libefinale, Ignite) szemben. Ezeknek a herbicideknek a
hatbanyaga glufozindt-ammonium. A rezisztenciat ng#aldi kortlmények kozott tesztelve
bebizonyosodott, hogy a transzformalt névéenyekraitiel normal dézisanak tdbbszorosét is képesek
elviselni karosodas nélkil. A névényekben az ammd@m halmozddik fel, és azok fenotipusosan

sem térnek el a kontroll egyedékt Az el glufozinat-rezisztens névény az AgrEvo Libertyfink
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repcefajtaja volt, amely 1996-ban kerult kdozternestze az USA és Kanada, valamint az Egyesult
Kiralység tertletein. Azota szadmos kulturfaj glufe-rezisztens fajtajat allitottakselpl. kukoricaban,

szOjaban és cukorrépaban (Heszky és Dudits, 2000).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. NOVENYI ANYAG

Transzformécios kisérleteinkhez az észak — koregie# 'Unggi-9’ fajtat hasznaltuk (4. abra).
Erre a fajtara kedvézszovettenyésztési tulajdonsagai miatt esett ssxla. Tovabba mérsékelt égovi
japonica tipusdbdl addéddéan hazankban sem okoz gondot a nyéié sikeres termesztése.
HosszUnappalos életmodja lehat teszi, hogy mesterségesen szabalyozott fénywskonélkil is

fertilis névényeket neveljink.

4. abra’uUnggi-9’ rizs ndvény, buga és termeés

Forras: Jancsd M. Rizs fajtagiemény leiras. Halaszati és Ontozési Kutatéintégedrvas
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3.2. KALLUSZINDUKCIO, A NOVENY-SEJT-NOVENY RENDSZER INDITASA

A transzforméciés kisérletiink sordan az egymast tkovépések sorrendjét a kovetkez
folyamatabra (5. abra) szemlélteti.

< |

ﬂ 5-Tnap
Kallusz indukciés rendszer (3
u 2-3 hat
(31 0s1n

H 4-A Gra
Ce) Génbeloves

1
Y nap

1 5nnt
Szelekciés rendszer L PP

i 10ppt

Regeneracio ékéeszit
rendszer

©
© 7]

L gy
Regeneracios rendsze\

5. &braTranszgénikus rizs &hllitasanak folyamata

20



A hantolt rizsszemeket a szarvasi Halaszati és ZéstéKutatointézet (HAKI) biztositotta. A
szemek sterilezését 50%-0s haztartasi Hypo és &étrh csepp ,Tween 20" oldataval végeztik,
melyet lombikba toltéttink és felhelyeztik 20 pgrdi30/perc fordulattal Uzengelrdzogépre. Ezt
kdveen a magokat haromszor ledblitettik steril deg#t¥izzel laminaris boxban, majd egy éjszakan
at razattuk steril desztillalt vizben. A megduzzsztmekBl szteredmikroszkdp alatt végeztik az érett
embridk izolaldsat, csipesz és szike segitséglweizolalt érett rizs-embridkat Petri-csészékbéltet
melyek szilard G taptalajt tartalmaztak. A &es taptalaj 2 mg/l 2,4 diklérfenoxi-ecetsavat {R¢
tartalmazott, mellyel az érett embriok dedifferéhdilasat segitettitk el Ot-hét nap alatt az embriok
kicsiraztak, ezzel egy ében a scutellum ételjes osztédasnak indult. Az 5-7. napon a hagégzait
eltavolitottuk az osztddasnak indult kalluszrolkeziés csipesz segitségével, majd ezekeess
taptalajra tettik at, mely 1 mg/l 2,4-D tartalmaz®tA. &bra). A taptalajra tett szovetek zavartala
osztodtak 2-3 hétig a 25-28 °C-o0s, sotét termdsaiat

3.2.1. Az 'Unggi-9’ szOvettenyésztéseéhez hasznédiptalajok 6sszetétele

In vitro szovettenyésztéshez hasznalt tapkozegek Aaltaldizszeteti a kovetkedk:
makroelemek, mikroelemek, Fe-Na-EDTA, vitaminokerses komponensek, hormonok és szilardito
komponens.

A tapkodzegek pH-jat 5,8-as értékre 1 M KOH-dal,itdigs pH-meéb segitségével allitottuk be.
Ezt kdveben 20 percig sterileztik a taptalajt, kozonségesytai kuktdban 130 °C-on, 120 kPa
nyomason, indikatorpapir segitségével Az dterlyésztés, transzformacio, szelekcio és

novényregeneracio soran alkalmazott taptalajokgeodsszetételét az 1. és 2. tablazat foglalja 6ssze
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1. tablazat A szOvettenyésztés soran hasznalt tapkozegektéssed. (mg/l).

Komponensek G G1 G10sm | G 5ppt | G110ppt | GpAS5ppt
KNO3 3000 3000 3000 3000 3000 3000
NH4NO3 400 400 400 400 400 400
CaCbx2H,0O 166 166 166 166 166 166
MgSOx7H,O 185 185 185 185 185 185
MnSOx4H,0 4.4 4.4 4.4 4,4 4.4 4,4
ZnSQx7H,O 15 15 15 15 15 1,5
H3BO3 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Kl 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
CuSQx5H,0 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
NaMoO4x2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
CoChkx6H,O 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Thiamin-HCI 1 1 1 1 1 1
Pyridoxin-HCI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Nicotinic acid 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Glycine 2 2 2 2 2 2
FeNAEdta 21,21 21,21 21,21 21,21 21,21 21,21
2,4-D 2 1 1 1 1 -
Szachar6z 30000 30000 3000 30000 30000 3000
ABA - - - - - 0,2
Mannitol - - 63680 - - -
Gelrite 3000 3000 3000 3000 3000 3000
an? rlr:g?mislljrrlr?t(% pt) ) ) ) > 10 >
pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 58
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2. tablazatA szovettenyésztés soran hasznalt tapkdzegek ésseeti. (mg/l).

Komponensek| GgnaSppt Gok Gen Gis 1/2MS psnaa
KNO; 3000 3000 3000 3000 950
NHsNO3 400 400 400 400 825
CaCbx2H,0 166 166 166 166 220
MgSOx7H,0O 185 185 185 185 185
MnSOx4H,0 4,4 4,4 4,4 4,4 11,15
ZnSQx7H0 1,5 15 15 15 5,25
H3BO; 1,6 1,6 1,6 1,6 3,1
KI 0,8 0,8 0,8 0,8 0,415
CuSQx5H;0 0,025 0,025 0,025 0,025 0,0125
NaMoO4x2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
CoCbx6H,0O 0,025 0,025 0,025 0,025 0,0125
Thiamin-HCI 1 1 1 1 0,05
Pyridoxin-HCI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
Nicotinic acid 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
Glycine 2 2 2 2 1
FeNAEdta 21,21 21,21 21,21 21,21 18,35
Szachar6z 30000 30000 30000 30000 10000
BAP 2 - 3 0,3 -
NAA 1 1 0,5 - 0,05
ABA 5 - - - -

IAA - - - 0,5 -
Kinetin - 5 - - -
Agaroz - 7000 7000 7000 -

myo-inositol 50
Gelrite 3000 - - - 3000
Glufosinate- 5 - - - -
ammonium (ppt)
pH 5,8 5,8 58 5,8 5,8
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3.3. A RIZS GENETIKAI TRANSZFORMACIOJA

A génbelbvési sorozat elvégzésétiela kovetkedkben ismertetett 8készlleteket kellett
elvégeznink. A génbelbvés kiindulasi anyagault&ptalajon két—harom hét alatt kialakult kalluszok
szolgéaltak. A részecskebeldvést BioRad® PDS-1000#tzecskebeldv készilékkel végeztuk. A

berendezés paramétereinek pontos bedllitdsa asitkanszformacio elengedhetetlen feltétele.

3.3.1. Alkalmazott plazmid-DNS

A buzaCBF-14ésCBF-15géneket hideg-kezelt Cheyenés&zi bluza genotipusbdl izolaltak és
tették klonozo vektorokba Soltész (2011). A rizyvériyeink hidedirésének fokozasara szolgald ket
gén transzforméaciéjdhoz a pBAJEN plazmidot hasakaltanszforméaciés vektorként, amelynek a
fogado helyeire a kooperéacios partneriink beépitetezisztenciagén szekvenciait (6. 4bra). A célgén
meghajtasara mindkét konstrukcié esetében a Am-1 promotert hasznaltunk, a rizs szdvetek
szelekci6jara a kukoric&dJbiquitin-1 promoterével ellatotbar gént alkalmaztuk. A szelekciés és
transzformacios rendszerink optimalizadlasa@uUs Uid-A) gént hordozé pAHC25 (Christensen et

al., 1992) plazmid molekulat hasznaltuk (7. abra).

Act-1 TaCBF14 " Ubi-1 "
romoter 08 romoter 03
p cDNS \ D sis
pBCBF14
plazmid
Act1 Act Uhi-1 Uhbi-1
exon intran exon intron
Act-1 TaCBF15 Ubi-1
pramater cDNS MOS  promater Mos
N /’ \ EBAR
Y
pBCBF15 et _ i sl )
plazmid B T SR BN .r“._
Act Act Ubi-1 Ubi-1
exon intron £xon intromn

6. abra Transzforméacionk soran alkalmazott pBCBEKla pBCBF15 plazmid molekuldk sematikus

képe
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7. dbraTranszforméacionk soran alkalmazott pAHC25 plazmalekula térképe a hasito helyekkel és
enzimekkel

3.3.2. A genetikai transzformaci6 dikészitésének menete

A mikro-hordozo aranyrészecskékre felvitt DNS-olekieszitéséhez szikséges komponensek:

steril desztillalt viz (Millipore, EliX)

» abszolut etanol (Merck)

« 70%-0s etanol (70% abszolit etanol [Merck] + 30%iptire, Elix®)
» vizzel higitott, kuktdzassal sterilezett 2,5 M Ga@1,=147 g/mol)
» vizzel higitott 0,1 M spermidin (2,54,6 g/mol)

* plazmid-DNS

A fent ismertetett anyagokat a DNS oldat elkésgiték ideje alatt jeégenitottik.
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Az aranyrészecskékdaészitése a beldovéshez (20-25 lovéshez, végig)egen

1.

© N o o bk~ D

60 mg aranyat (BioRad, Biolisficl.0 Micron Gold) mértiink ki 1,5 ml-es Eppendoréios.
1 ml abszolut etanolt adtunk hozza.

3 percen keresztil Vortex-el kevertik

2 percig centrifugaltuk 14000-es fordulaton, a li@io6t eltavolitottuk.

1 ml etanolt adtunk hozz4, majd a 2-4. [épést nmegfisltik.

Ujabb 1 ml etanolt adtunk hozza.

Felhasznalasig -20 °C-on taroltuk (azonnali hastkat jégre tettik).

Vortex-el kevertik 3 percig, maximum fordulatortrahangos vizfurgben kezeltiik
felhasznélas étt.

A makrohordozok ékészitése a belovéshez:

1. 30ul arany szuszpenziot pipettaztunk 0,5 ml-es Eppdroddbe.

2. 14000-es fordulaton 1-2 percig centrifugaltuk, lélfeszot eltavolitottuk.

3. 50 ul steril vizzel (Millipore), Vortex-el kevertik, nw ultrahangos vizflben

szuszpendaltuk.

4. 14000-es fordulaton 1-2 percig centrifugaltuk, Rilitszot eltavolitottuk.

5. 55ul steril vizzel kevertiik Vortex-el, majd ultraharsgdzfirds kdvetkezett.
6. Az 1ug/ul koncentraciora bedllitott pBCBF14, pBCBF15 vagyHC25 plazmid DNS-6I 5 pl-

7.
8.
9.

t adagoltunk, Vortex-el kevertiik kozepes fordulatguercig.
Hozzadtunk 2@l (0,1 M) spermidint.
Hozzaadtunk tovabbéa 50 CaCb-ot.

Megkevertik Vortex-el, kozepes sebességen.

10. Centrifugaltuk ugyancsak 14000-es fordulaton 142Zigeezutan a féluluszot eltavolitottuk.
11.Hozzaadtunk 20Ql abszolut etanolt.

12.1smét centrifugaltuk 14000-es fordulaton 1-2 peraigjd a foluluszot eltavolitottuk.

13.120ul abszolut etanolt adtunk hozza.

14.Makrohordozonként 3,5ul elékészitett szuszpenziot adagoltunk, egyenletesetkesmée

kdzépre, igy nagyon finom filmréteget kaptunk adea® korongokon. A kiadagolas 6tosével
tortént. Az arany kiadagolasat kodeh nem tartottunk varakozasbleet.
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3.3.3. A génbevitel menete

A génbelbveés élt 4-6 draval a két-harom hetes rizs kalluszokgt mggas mannitol-tartalma,
,0zmotikus” (GOsm) taptalajra raktuk at (5,B. abra). A belévéssoa génpuska hasznéalatakor a
munkatérben 27 Hgmm vakuumot alkalmaztunk. A hélgamt 1100 psi nyoméasnal engedtik be az
aranyrészecskéket hordozé korong folotti terbe.&kuum és a Hélium-nyomas hatasara szétteped
muanyag korong és a &l kalluszok kdzotti tAvolsagot 6 cm-re allitottbk. A transzformacio utan

Ujra visszahelyeztik a kalluszokat a 28 °C-os teatatiba.

3.4. A SZELEKCIO ES A NOVENYREGENERACIO MENETE

A szelekcid soran az embriogén kalluszokat (ppmxfiaotricin tartalmu taptalajra helyeztik ét,
ezzel biztositva, hogy csak a transzformalt se@iekutddaik fefldjenek tovabb. A szelekcié soran
alkalmazott foszfinotricin koncentracio mar letadisem transzformans sejtekre.

Egy nappal a transzformacié utan adltekalluszokat Gbppt kallusz-indukciés taptalajra tettiik
(5,C. 4bra). Ezen a taptalajon tartottuk sotétb&0 napig, 24-25 °C-os termosztatban. Ezt kieeta
kalluszok 1 mg/l 2,4-D tartalmu &Oppt taptalajra kertltek, aholésebb szelekciés nyoméas mellett
folytattuk a kalluszok tenyésztését (5,C. abra)t-tk&om hétig a sotét 24-25 °C-os termosztatban
tartottuk, utana eAS5ppt ebkészit taptalajra kertltek (5,D. abra), amely méar nenatarazott 2,4-
dikl6rfenoxi-ecetsavat. A 0,2 mg/l abszcizinsav @yBtaptalajpa adagolasaval indukalt szomatikus
embriogenezis els|épéseként a kalluszban nem dedifferencialt sejpeitnem merisztematikus és
embriogén gbécok alakultak ki. Ezt kdgeh egy megnodvelt 5 mg/l abszcizinsav (ABA) tartalmu
Genabppt taptalajra keriltek, ezaltal még jobbaésebitve a merisztematikus- és embriogén jelleg
kialakulasat (5,D. &bra). A szomatikus embriogenezeknek a merisztemoidoknak a fellileti sejsjeib
indult ki. Az ebkészit taptalajon felszaporodott embriogén kalluszokgenerald taptalajokra (z-
ra, Gsn-re, illetve Gg-re) tettilk at melyek mar nem tartalmaztak gluf@Hammaoniumot (5,E. abra). A
Petri-csészéket a termosztatbol athelyeztik a 26s°@nyés#iszobaba (5,E. abra). Korulbelll 2-3
hétre volt sziikség ahhoz, hogy az immar differdadia kallusz sejtekben meginduljon a zéld
szintestek kégmése, és kifefidienek az els csirandvények. A regenerdlt névényeinket (1,5-2 cm
folott) gyokereztet 1/2MS osnaa taptalajra raktuk, amely 0,05 mg/l naftil-ecetsav@AA)
tartalmazott (5,E. 4bra). A ndvényeket 24-25 °Cfényen tartottuk, lvegcstvekben.

A megfeleben meggyokeresedett novényeket talaj é@wed keverékét tartalmazé
agyagcserepekbe Ultettik ki, zart rendézdiveghazi korilmények kozé. Frissen Killtetett

novényeinket 3-5 napig kismeétietatlatszo polietilén, izolalé zacskoval egyedetkékartuk le, igy
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védtik az &fs parolgastél. A foliatakarast igény szerint, fokosan tavolitottuk el a ndvéenyékr

ahogyan azok meggsodtek.

A transzformans jelolt kalluszokbol és novény@idotranszformacidés esemény ebierésére és

bizonyitasara genomi DNS-t tisztitottunk és spkagfiprimerekkel PCR reakciot végeztink.

3.5. DNS-IZOLALAS KALLUSZ- ES LEVELMINTAKBOL

A munka megkezdésedtt az aldbbi anyagok, berendezésékétzitése sziikséges:

Steril Eppendorf csovek

Steril pipettacsucsok

Oldatok

65 °C fokra felfitott termomixer
37,1 °C felfitott vizfurdd

Az izoldlashoz a Promega mini kit-protokollt hadaméa

1. A DNS izolalashoz 10-40 mg friss levélmintat stekjb ml-es Eppendorf ébe helyeztik,

folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és Vortegitsegével, homogenizald, rozsdamentes
acel- vagy Uvegrud segitségével eldorzsoltik.

2. 600ul Nuclei Lysis Solution-t adtunk minden mintahoz.

3. 15 perces inkubacio kévetkezett 65 °C-on, az inkitb&ozepénél és a végénél a mintakat

kiméletesen megkevertik.

4. 3l RNase solution-t adtunk a mintakhoz, majd kimeden kevertik.

15 perces inkubécio kovetkezett 37,1 °C-on.

Fehérjekicsapas:

1.

A mintakat leffitottik szobatmérsékletre.

2. Hozzéadtunk 20Ql Protein Precipitation Solution-t a mintakhoz.
3.
4. Ezutan 10 percig centrifugaltuk, 13000 rpm fordsgatmon.

20 masodperc Vortex keverés kovetkezett, magasiétsramon
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A DNS kicsapasa és oldasa:

1. A foluluszot uj, steril Eppendorf 6be mértik és 50Ql szobalémérséklei izopropanolt

adtunk hozza, mellyel kicsaptuk a benn& BN S-t.

10 percig centrifugaltuk 13000 rpm fordulaton.

N o o bk~ Db

vagy szobadmérsékleten oldottuk a DNS-t.
8. A DNS tarolasa 2-8 °C-on torténik.

3.6. POLIMERAZ LANCREAKCIO (PCR)

Ovatosan megkevertilk a mintakat, 10-szer atforditva

Laminaris boxban t6rténl10-15 perces szaritas kovetkezett.
Végul 50-100ul DNA Hydration solution (TE puffer) hozzdadasa &tkezett, majd 65 °C-on

A foluluszat alaposan eltavolitottuk és hozzaaded@ul 70%-os etanolt.

3 perc centrifugélas kovetkezett, 13000 rpm forduiamajd alaposan eltavolitottuk az etanolt.

Ez a molekularis technolégia alkalmas a DNS enzkumatamplifikdlasara, lehé&é teszi a DNS

egy rovid, jol definidlt szakaszanak megsokszorazasalizis céljabol. Ezért a felfedezésert K. Mull

kémiai Nobel-dijat kapott 1993-ban. A polimerazdédakcio sordn egy specidlis, kivalasztott DNS

szekvenciat enzimes reakciok ismid#sével amplifikaljukn vitro korilmények kdzott.

A PCR reakcibelegy 6sszedllithsanal a Fermentas@®1aster Mixet hasznaltunk kutatasaink

soran (3. tdblazat).

3. tablazat A lancreakciohoz hasznalt reakcidelegy 6ssze@® ul végtérfogatban a tablazat szerint

Anyag Bemérend mennyiség Végé koncentracio
2X PCR Master Mix 1Qd 1x
Primer 1pl 0,1-1uM
Primer 1ul 0,1-1uM
Templat DNS Jul 10 pg-1ug
DMSO 1l
Viz 6 pl

A transzgeénikus-jelolt névényekben a célgén azoasdia a 4. €s 5. tdblazatban dsszefoglalt

PCR programokat alkalmaztuk.
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4. tablazat A CBF-14ésCBF-15génre végzett PCR program

A reakcio lépései Fmeérseéklet 1d6
1. ciklus: 1x 95°C 3
2. ciklus: 30x 95°C 30

59°C 43

72°C 45
3. ciklus: 1x 72°C 10
4. ciklus: 4°C o0

5. tAbldzatA bar génre végzett PCR program

A reakcio lépései Fmerseklet [d6
1. ciklus: 1x 95°C 4
2. ciklus: 40x 95°C 30
61,7°C 30
72°C 30
3. ciklus: 1x 72°C 5
4. ciklus: 4°C 0

A felhasznalt primerek szekvenciai:

CBFl4ForwBamHI: CGGGATCCTAATTACCCCACAGTCG
CBF14RevXbal: GCTCTAGATGCTTAGTCGAACAAGTAGCTC
CBF15ForwBamHI: CGGGATCCTAACCAACACTCCTCAG
CBF15RevXbal: GCTCTAGAAGCTGGCTGGAGTGTTTTAGTA
Bar BF5: CGAGACAAGCACGGTCAACTTC

Bar BR6: AAACCCACGTCATGCCAGTTC

3.6.1. Gélelektroforézis

A kapott PCR termékeket 1,5%-0s agardz-geélben, trefiekézissel futtattuk 100 mA
arameéssegnél. Az agardz gélbeuty/ml ethidium-bromidot fecskendeztiink, mellyel asgéalt DNS
molekulak lathatéva valnak ultraibolya fény alaft. gélelektroforézis soran a gél élzsebeibe
GeneRuler Mix oldatot injektaltunk, ami ismert méreDNS-fragmenteket tartalmaz. Ehhez
viszonyitva becstlhéta PCR termékek hossza. Minden PCR reakcié sorégativ kontroll névényi

DNS-t is elhelyeztink.
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4. EREDMENYEK

4.1. A RIZS TRANSZFORMACIOS RENDSZER OPTIMALIZALASA , TRANSZFORMACIO
RIPORTER GENT TARTALMAZO KONSTRUKCIOVAL

Transzformécios kisérletink soran 'Unggi-9’ riz&iBp| érett embriokat izolaltunk, melyeket
Gy-es 2,4-D tartalmu taptalajon tenyésztettiink égottank fenn, igy kaptuk a részben mar
dedifferencialodott kalluszokat a belévéshezdak gén bevitelénél, azaz a pAHC25 plazmid esetében
a geénbelbvést transzformacionk soran 9-szer vélgezti5 pl-es plazmid mennyiség mellett. A
részecskebeldvést koven 2 éra mulva egyes transzformalt emrioid kalltexzyészeteknél GUS-
teszttel bizonyosodtunk meg arr6l, hogy a mikrottdkek a célsejtekben szétszordédva csapodtak be
(8. abra). Jdl lathato, hogy a talalatot kapottverekben a&5US gén tranziens expresszioja egyenletes
eloszlast mutat. A génpuska anyag és modszerberbédllitasai mellett kortlbelldl 5 cm atrigr

korben kaptunk nagyszamau talalatot.
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8. Abra A GUS(gén tranziens expresszidja

A belovést koveten a nem transzformdlt kalluszok a szelekcios aggms) hataséara
elhalvanyultak és hosszablBidtan elhaltak. A transzformacion atesett kalluseagy része, amelyek
genomjaba nem jutott be vélieh a transzformalt gén (transzgén), elhaltak. Egzeinben azokon a
kalluszokon, melyekbe bejutott €s expresszalodotreszgén, ott a regeneracio nyomai fedehist
(9. abra). A belovest kouwetn az embriogén kalluszokat egymés utan tébbsedozghat-ammaonium
(ppt) tartalma taptalajra tettik at, ezzel biztesjthogy csak a transzformalt sejtek és utodaik
fejlédjenek tovabb. Egy Petri-csészébe 15-20 embriogénszt helyeztiink. A transzformalt sejteket

31



tovabb szaporitottuk. A szelekcios folyamat veGdsSfestést alkalmaztunk egyes kallusz tenyészetek

esetében azért, hogy medg§djink arrdl, hogy valdban a transzformélt sejtekrikeek-e

regeneraciora (10. abra.) A regeneralas soran & rageneraciés pontok helyén a szelekcids id
elérehaladtaval egyre &éebb hajtaskezdemények jelentek meg (11. abra).

9. dbra Belétt és beltvés nélkili, kontroll kalluszok
A bal oldali Petri-csészében &embridkon a regeneracio jelei mutatkoznak, zolidkdadtek. A jobb
oldali Petri-csészében a beldvés nélkili, konealbriok lathatéak, amelyek a ppt hatdsara nem

indultak fejlbdésnek, illetve kébb elhaltak.

10. 4braA GUSfestés altal megfestett, pAHC25 plazmiddal tramsmélt kalluszok. A
transzformalodott kalluszok kék sife festdtek, mig a fehér kalluszok mozaikosak, a génbslévé

soran az expresszioé kismériékolt.
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11. dbraJol lathatéak a képen a kallusz tenyészdtiekibajté hajtaskezdemények.

A novények nevelését tovabb folytatva, 65 darabkéngikét athelyeztiink egyedi névénynével
csovekbe, ahol a taptalaj (1/2Wgenaa) 0,05 mg/l naftil-ecetsavat (NAA) tartalmazott, iamfiatal
novények gyokérkégrését segitette@(12. abra). Ezzel a mddszerrel sikeresen kialdukaz érett
embriokbdl kiinduld, ppt szelekcién alapuld trandzifkus ndvény regeneracios modellt, amely
kisérletlink alappillére volt.

12. dbraA szelektiv korilmények kozott inditott névényregeilas eredménye lathato.
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4.2. CBF GENEK TRANSZFORMACIOJA JO REGENERACIOS KEP ESSEQJ JAPONICA
TIPUSU RIZSBEN

Kisérletiink soran olyan transzgénikus novényélélilasara torekedtink, melyekGBF-14
vagy aCBF-15gént tartalmazzak. A kutatdsunkban a kiindulagaga érett embrio volt, melyet 650
rizs szembBl izolaltunk. Az izolalt embridkat dedifferencidkuG,-es taptalajon, mely 2 mg/l 2,4-D
tartalmazott, ami az embriok gyors osztédaséat eigit Ezutan az embriok a dedifferencialédas
irAnyaba osztodtak tovabb, majd a kalluszosodds-Azap utén indult meg. A kalluszositast&s
taptalajon végeztik, mely 1 mg/l 2,4-D-t tartalmazéz embriok 2-3 hét kalluszosodas utan mar
megfelebek voltak a transzforméacié elvégzéseéhez. A tramsroio ebtt 4-6 oraval a kalluszokat
ozmotikus (GOsm) taptalajra tettik, amelyselyés hatassal bir a transzgénikus jel6ltek regenedaldd
képességére. A részecskebelovest a 3.3.2. és & 3pzetekben leirtak alapjan végeztik el.
Kisérletiink sordn mind a két gén esetebed-& plazmid mennyiséget adagoltunk. A KBF gént
0sszesen 1445 kallusztenyészetbe jutattuk be, é®essCBF-14 és 24 esetbe@BF-15 génnel
transzformaltunk. A génbelovés utan a transzforikalluszokat foszfinotricin (ppt), valamint 1 mg/I
2,4-D tartalmu taptalajra tettik. &slzor (G5ppt) 5 mg/l, majd egy hét mualva {@ppt) 10 mg/l
foszfinotricin tartalma taptalajra keriltek, ésitve a szelekciés nyomast. Ennek hatasara a nem
transzformalodott kalluszok, valamint a kalluszdkegy része, amelyek genomjaba nem integralédott
a transzgén, elbarnultak, majd &6k elpusztultak. Ezzel szemben azok a kalluszokyekbe
sikeresen bejutott és felteieh expresszalodott a markergén, ott tovabbi séfiddg mutatkozott. A
jOl lathatoan noveky, fejlodo kalluszokat 2-3 hét mulva @észit taptalajokra tettik. Bkzor egy
csokkentett hormontartalmui @\S5ppt ebkészit taptalajra kerlltek, ami 0,2 mg/l abszcizinsavat
(ABA) tartalmazott, majd egy hét mulva egy noveltmg/l abszcizinsav (ABA) tartalmu gga5Sppt
taptalajra kerultek. Megfigyeléseink szerint, akkaptuk a legnagyobb regenerélasi aranyt, ha a két
elokészit taptalajra tortéh atrakads kozott nem telt el tobb 7 napnal. Aékészity taptalajon
felszaporodott embriogén kalluszokat regeneréléatajpkra (Gk-ra, Gen-re, illetveGig-re) tettiik at,
melyek Osszetételét a 2. tablazat tartalmazza. generdcido soran igyekeztiink minden genotipust
elhelyezni a regeneralo taptalajokra. A taptaladska regeneralt novénykék megoszlasat, valamint a
Killtetett nbvények szamat a 13. abra szemléletiiagramon jol lathatd, hogy a legtébb névényke,
25-25 darab a gy, illetve a G taptalajon regeneralédott sikeresen, migsaeSetében minddssze 11
darab. A leghatékonyabb novénykililtetést g Gegenerald taptalaj esetében értik el, a sikeresen
Killtetett nbvények szama 8, ami szazalékos hay@égban kifejezve 32%. Adr tdptalaj esetében 3
névenyt UOltettink ki, ami 12%-o0s hatékonysagnakl feleg. A legkevesebb killtetett névényt @& G

estében kaptunk minddssze egyet, ami 9,1% novémtgtédsi hatékonysagot eredmeényezett.
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® Regeneralt ndvénykék (db)

B Kiultetett novények (db)

GOK GBN GIB

13. dbraA kulonboz ndvényregeneralo taptalajok és eredmeényesseédgiiiltetétt ndvenyek
szamara

A regeneracio soran megfigyelietolt, hogy vélheten a talélatot kapott egyes pontokbdl
indult ki a sejtek, sejtcsoportok zéldllése, ezaseim az egész kalluszt ééirfblyamat volt. A zold
részek ezt kbovéen egyre diteljesebb novenykezdemeényekké alakultak. A kidémletsoran albino
novenykék is regeneralddtak, ezeket szelektiv kigéilyek kozott, lombikokban neveltink fel és
vetettikéket DNS szini tesztelésnek.

A kéthetes akklimatizacio utan a kitltetett ndvénkemegeésodtek, azutan a névények DNS
szinfi tesztelését végeztik el. Kisérleteink célja asgénikus jel6lt ndévények koziul a valdban
transzgénikusok azonositdsa, hogy valdjaban taatalék-e a beépiteni kivant géneket, és ezek
kifejezddésre jutnak-e a vizsgélt ndvényekben. A killteéstta tesztelés ala vetett z6ld ndvények

lathatdak a 14. abran.
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14. abraA killtetett transzgénikus zo6ld rizs névények |ébka

4.3. A TRANSZFORMACIO TENYENEK BIZONYITASA PCR TECH NIKAVAL

A mintakat PCR technika segitségével vizsgaltukdnairszelekcios markergénre, min@€BF-
14, illetve a CBF-15 génekre nézve. A PCR-es vizsgélatot a 3.6.-oseak#pen leirtak szerint
végeztik el. A kapott eredményeket a 6. szamuzatidan foglaltuk 6ssze, melyekben megtalalhatéak
azok a kalluszok, illetve albind és zéld novényelelyekl®dl genomi DNS mintat tisztitottunk.

Szazalékos aranyokat nézve biztatd eredmeényeketrkafr. tablazat).

6. tAblazatA transzformalt kalluszok, az albind novénykeék ddittetett névények molekularis teszt

eredmeényei.

DNS

it Jele Plazmid bar CBF-14 CBF-15
1. 61/1 pBCBF15 pozitiv pozitiv
2. 32/1 pBCBF15 pozitiv pozitiv
3. 75 pBCBF15 pozitiv pozitiv
4. 64 pAHC25 pozitiv
5. 11/1 pBCBF14 pozitiv pozitiv
6. 12/1 pBCBF14 pozitiv pozitiv
7. 61/3 pBCBF15 pozitiv pozitiv
8. 61/3-1 pBCBF15 pozitiv pozitiv
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9. 61/3-2 pBCBF15 pozitiv pozitiv
10. 61/3-3 pBCBF15 pozitiv pozitiv
11. 61/2 pBCBF15 pozitiv pozitiv
12. 80-1 pBCBF15 pozitiv pozitiv
13. 80-2 pBCBF15 pozitiv pozitiv
14. 80-3 pBCBF15 pozitiv -
15. 80-4 pBCBF15 pozitiv -
16. 80-5 pBCBF15 pozitiv pozitiv
17. 80-6 pBCBF15 pozitiv pozitiv
18. 81 2x pBCBF15 - -
19. 89 pBCBF14 pozitiv pozitiv
20. 93 pBCBF14 pozitiv pozitiv
21. 93/2 pBCBF14 pozitiv pozitiv
22. 94/1 pBCBF14 pozitiv pozitiv
23. 95 pBCBF14 pozitiv pozitiv
24. 98 pBCBF14 pozitiv pozitiv
25. 13 pBCBF15 - pozitiv
26. 89 pBCBF14 pozitiv pozitiv
27. 88 pBCBF14 pozitiv pozitiv

A 9 zdld névénybl 8 (0,55%) esetben kaptublar génre nézve pozitiv eredményCBF-14€s
CBF-15esetében 6 (0,42%) minta bizonyult pozitivhak.af@n6 ndvenykék esetében mind a 4 minta
pozitiv voltbar génre, illetveCBF-15génre nézve is. A transzformalt kalluszok kdzihanaCBF-14
és aCBF-15esetében 13 mintanal 13 pozitiv mintat kaptunklgécekre nézve és 12 pozitiv mintat a
bar génre nézve.

Szazalékos megoszlasban a 7. tablazat foglalj@ @zseredményeket.
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7. tablazatA transzformacios kisérleteink eredményeit 6ssdafégablazat. A 2. és 3. oszlop mutatja

a novényregeneracié eredményeit, a ndvények daratddzés a szazalékos aranyt a transzformalt
kalluszokhoz viszonyitva. Az 4. és az 5. oszloptaidmutatjak a DNS szifitmolekularis tesztek
(PCR) eredményeit, ahol a bevitt rezisztencia génbkrdozé névények egyedszamat és szazalékos

értékét tintettik fel.

Beldtt Nové k Killtetett
ka"usz_ Ovenye ultete + +
tenyészetek ~ csBben névenyek bar CBF
szama
@0) I do)y| % | ()| % |@b)| % | (db) | %
CBF-14 646 36 | 557 2 | 031 2| 031 2| 0231
CBF-15 299 25 313 7| 087 6| 075 4 05
1445 | 61| 422 9| 062 8 055 6 042

Osszességében elmondhat6, hog9BF-14 és aCBF-15 génekkel végzett transzformacionk
soran, &CBF-15génnel értik el a leghatékonyabb 0,5%-0s (4 now@hymanszformaciot (7. tablazat).

Az 1-27. vizsgalt minta gélelektroforézise sorarpdta gélképek egyértelinbizonyitékkal
szolgalnak a bejutatott gének jelenlétémelyek a 14-19. dbrakon lathatoak.

14. dbraBar PCR 15. abraBar PCR
1. sor: marker; 1-10. minta 1. sor: marker; 82+hinta
2. sor: marker; 11; 12. minta, Ures zseb, 2.earker; negativ rizs névényi kontroll,

2 negativ kontroll, Gres zseb, plazmid, blank s, plazmid, blank
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16. abraBar PCR
1. sor: marker; 20-25; 5; 6; 26-27. minta
2. sor: marker; negativ néveényi kontroll,

plazmid; blank

A gélképeken ol lathatd, hogylaar gén esetében 25 mintanal kaptunk pozitiv eredméhnyt
CBF-15 génre végzett PCR reakciok gélképei (17. dbra £8. &@bra) lathatéak, valamintGBF-14
génre vegzett PCR reakcid gélképe (19. abra).

17. 4braCBF-15PCR
1. sor: marker; 1-3; 7-11. minta, negativ

rizs névenyi kontroll, plazmid, blank

18. abraCBF-15PCR
1. sor: 12-18. minta, ures zseb,
negativ rizs néveényi kontroll,

plazmid, blank
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19. 4braCBF-14PCR
1. sor: marker; 20-25; 5; 6; 26; 27. minta,

Ures zseb

— S N Y N —— —

2. sor: marker; plazmid, negativ rizs névényi

kontroll, blank

A CBF-15 génre végzett PCR reakciok gélképein jél lathatigyh12 minta mutatott pozitiv
eredményt, aCBF-14 gén esetében 10 minta mutatott pozitiv eredménytCBF-14 génnel
transzformalt novények kozott nem talalunk olyatlyben a markergén jelenléte mellett nem lett

volna kimutathaté a rezisztenciagén.
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5. MEGVITATAS ES KOVETKEZTETESEK

A dolgozatunkban is ismertetett genetikai transefieios eljardas az egyik leghatékonyabb
eszkoz egyes gének szerepének legteljeselibtisatdzasahoz. A nagy ateréd@pesséfy genomikai
tesztrendszerekhez képest — melyekkel gének exeiethgiek (Douchkov et al., 2005) — kevesebb
gént tesztelhetlink, de azokhoz képest plusz infoidkat nyerhetiink, akar tdbb generacién keresztil a
legrészletesebb tanulmanyok folyatathatok.

A kisérleteinkben éHhllitott transzgénikus névények hozzajarulnak agittéshez kapcsolddd
genetikai szabalyozas részletesebb megismerés&hdgmnyen transzforméalhaté 'Taipei 309’ fajtaja
rizs helyett a hazai viszonyok kozott jol kezethgtponicatipusu 'Unggi-9’ fajtat valasztottuk, mert
regeracios képessége megkozeliti az altalanosazndlgsde hosszunappalos rizsekét. A nehezebb
transzformalhatosagot reményeink szerint ellenazgphogy névényeinket az élettani tesztek soran
nem csupan mesterségesnersékleti és fényviszonyokkal késztethetjuk a gethe fazis eléréséhez.
Munkak soran elért 0,31- 0,5%-0s hatékonysag eldnar@bbi kdzismert rizsfajta esetében beldvessel
realisan elérhét 2-5%-0s eredményeli mégis az 'Unggi-9’ hosszunappalos jellege bizébapot
adott a j0l tesztelhétgenetikai alapanyagdllitasahoz.

A részecskebelbvésen alapulé transzforméacios mddszkintve nagy eltérések vannak a
kilonb6d novényfajok transzformalhatosagaban. Az altaluajdkt transzformacios gyakorisag eléri
a blza esetében nemzetkdzi szinten publikalt 0,.32%atékonysagot (Varshney and Altpeter, 2001),
mégis a rizs esetében célra vézeanszformacios rendszer jelésen bonyolultabb a bluzdhoz és a
konnyen transzformalhat6 arpahoz képest.

Az esetlinkben alkalmazott névényregeneralasi médsa&in az embriogén kallusz allapot
eléréséhez, a ndvényregeneralas beinditasahoz legené a szintetikus auxin (2,4-D) elhagyasa,
hanem sziikség van egyodlebszit fazisra, melyet ABA adagolasaval biztositunk. Mdasink
optimalizélasa soran az ékent kiprobalt 0,2 mg/l mennyisé@gbszcizinsav (ABA) sok esetben nem
volt elegend a megfelal embriogén allapot eléréséhez, ezért a Chen €t3983) altal leirt magas (5
mg/l) dozisu ABA adagolast probaltuk ki. A magassatizinsav ddzis ebben az esetben gyakran
vezetett egyes tenyészetek teljes elbarnuldsahkét mddszer kombinalasa azonban kivalodségi,
j6 regenerald képessédalluszokat eredményezett. Laboratoriumunkbanl@i&aott magas dozisu
herbicides szelekcié a nagy mennyis@iapanyag hatékony szelekcigjat biztositotta, skditmkben
nem vart mellékhatast eredményezett. Ad etanszformacios ciklusban nagyszamua albind névényt
regeneraltunk. A probléma megoldaséara a regenerdcigamat utolso lépéseben felfliggesztettik a

ppt adagolasat. Ennek eredményekéent megjelentetsazold hajtaskezdemények, majd ndvénykeék

41



is, viszont a fennmaradd genetikai mozaikossagtmégeneralt novényeink kézil nem mindegyik
bizonyult pozitivhak a molekularis tesztelés sorBmt a jelenséget medsiti a szelekcié kbzben
végzettGUSfestés eredménye is (10. abra).

A sikeres novényregeneralds érdekében két labaratdnkban bevalt és egy irodalmi utalas
alapjan Chen et al. alkalmazott hormon kombinag¢iasonlitottunk O0ssze. A dg taptalaj nagy
mennyisé§ 5 mg/l kinetin-t, a @y taptalaj 3 mg/l benzil-amino-purint (BAP) és 0,5 /mgattil-
ecetsavat (NAA), mig a 0,5 mg/l indol-ecetsavat (IAA) és 0,3 mg/l benzitiao-purint (BAP)
tartalmazott. A j0l dikészitett embriogén, szelektélt kalluszokbdl regéina, a Gn esetében 8
novenyt kaptunk, a & esetében 3, mig agsnél 1 novenyt értink el.

Transzformécié folyaman tapasztalt viszonylagosacsany hatékonysag 6sszefliggésben lehet
Achard et al. (2008) altal arpa esetében kapottreéayekkel. ACBF gént tultermel arpa névények
esetében térpeséget és viszonylagikésagzast tapasztaltak a megnovekedett hidégtmellett. Rizs
transzformacios kisérletiinkben is gyanakodhatumgérsek gatolt gibberellinsav (GB) szintézisre. A
nagyszamu zoldd|] de hajtast nem novelembriogén kallusz jelenléte is ezi&iti (20. abra). A
tovabbiakban regeneralt a novényeinket a fenotipéiszletes jellemzésén tal ilyen iranyu

vizsgalatoknak is alavethetjuk.

20. dbrazaolduls embriogén kallusz, mely hajtast nem tud névelni.

Novényeinket a jobben teszteljuk hidegtést illeben, kulonds tekintettel a fadgyt
képességre, valamint Soltész (2011), arpaban kapediményei alapjan érdemes vizsgalGeBF-14
€és CBF-15 gén s6 és szarazsag stresszhez kapcsoldédd h@tasatldigi eredmények alapjan a keét
transzkripcios faktornak kilonbézajok esetében elt@rfunkcionalis hatasai figyelh&tk meg. Rizs
esetében ezeket a géneket a vilagon még nem \tesgéiredményeink ehhez nydjtanak fontos

alapanyagot.
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6. OSSZEFOGLALAS

A rizs trépusi, szubtropusi orszagokban honos, lereilenére sikerdlt ivosebb, szarazabb
éghajlatu tertileteken is termesztésbe vonni, igamieban is. A rizs hidet@ptésének fokozasa rendkivil
fontos feladat, hiszen az egyik legérzékenyebb mgiugk a lbmérsékletre. Ezért a riz©(yza sativa
L.) kival6 alanya a hidefitéssel kapcsolatos vizsgalatoknak. Masrészt a hbbgjp ismert
genomszerkezetének és j0 transzformalhatosagarsdomideien j6 valasztasnakinik funkcionalis
genetikai €s genomikai vizsgalatokhoz.

Kutatasok igazoltdk, hogy aCBF-14 és CBF-15 génnel transzformdlt ndvények,
megndvekedett hideg-, illetve fagyést, és fokozott szarazsagist mutattak arpa esetéb@gljaink
kozo6tt szerepelt egy ilyen rezisztencia kialakitasazsben, genetikai transzformacioval, valamint,
hogy genetikai alapot szolgaltassunk e két gén ha@inak és szerepének minél szélesebb Kor
feltarasahoz.

Ezeknek a célgéneknek a bejutatdsaval a rizs hidlékgpesseégeét kivantuk névelni. A buzabol
(Triticum aestivunL.) izolalt CBF-14ésCBF-15géneket oBAJEN plazmid vektor fogadd helyeire
épitette be a kooperacios partneriink. A célgéen ajegg@ra mindkét konstrukcio esetében aAizn-

1 prométert hasznéltunk, a rizs szovetek szelek@dggkukoricaUbiquitin-1 promoterével vezérelt
bar gént alkalmaztuk.

'Unggi-9’ rizs genotipusunknal sikerrel indukaltueknbriogén kalluszokat és regeneraltunk
bellik gyokeres zéld novényeket. Célunk minél toblgisgencia gént hordozo kallusz, majd
novéenyek eldllitdsa volt. Azokat a nodvényeinket, melyek megjfen novekedtek az Uvedise
helyezést kovéen, killtettik az Uveghazba szamukra optimalis lkdgayeket biztositva a tovabbi
fejlédéshez. Az albiné novényeket az Uvébesrakast kovéen, lombikban neveltik tovabb. Azokat a
névényeket, melyeknél valamilyen oknal fogva a gyélés hajtasfejidés géatolva volt, nem tudtuk
kitltetni. A névények Gveghazi nevelése és vizdgalanég a dolgozat megirasa kdzben is tart.

A killtetett zold novényeket molekularis moédszemdkkjellemeztik. PCR technika
alkalmazésaval bizonyitottuk, hogy mostan@ifjiggetlen transzgénikus rizsvonalat allitottunk &,
melyek tartalmazzak valamely bejutatott gént.

Kisérletiink soran &éllitott névények alkalmasak arra, hogy tesztelgilbejuttatott gének
hasadasat és ordklését, illetve teszteljuk hideg, séstressz, szatpZs mas abiotikus stresszeket
illetéen. A génexpresszids vizsgalatokat kéeet novenyeink kivaldo alanyai lehetnek a két gén
szerepének tisztazasdban és hozzajarulhatnak aytihiee finomhangolasanak és molekuléris

szabalyozasanak jobb megértéséhez.
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