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1. CELKITUZES

Munkank célja olyan transzgénikus arpa elGallitasa volt, amelynek szemtermése ranézésre
megkiilonboztethetd vad tipusu fajtarsaiétol. Ezt a neutralis pH-n lila vagy kék szinili antocian
molekulak fokozott szintézise révén kivantuk megvaldsitani szovetspecifikus moédon. A cél
eléréséhez tobbféle promoter is rendelkezésiinkre all az irodalom szerint, mint pl. a germin
fehérjék (F és B) promotere, mely elsésorban a szemtermés héjaban biztositja a gén
transzkripcidjat.

Célunk volt tovabba Osszehasonlitani a két promoter hatékonysagat stabil transzgénikus
arpaban. Ennek megvaldsitasahoz az alabbi konkrét célokat fogalmaztuk meg:

1., Létrehozunk két transzformacios kazettat, amelyek tartalmazzak az uvr8 gént, valamint a
germinF ill. a germinB gének promoterét

2., Stabil transzgénikus arpa vonalakat allitunk az elkésziilt transzformacios kazettakkal

3., A kapott novények vizsgalata DNS, mRNS ¢és antocian szinten. Tanulmanyozzuk a
transzgén expressziojat, és annak specifikus/aspecifikus hatasait az alabbi modszerekkel.

— Transzgén beépiilésének igazolasa PCR-rel
— Transzgénrol torténd transzkripcid kimutatasa RT-PCR-rel

— Antocian- és karotinoidszint mérése spektrofotométerrel

Kés6bbi munka soran tervezziik még:
— Antioxidans enzimek aktivitasanak mérése
— UV kezelések €s hatasuk vizsgalata

— Arpa sajat uvr8 génjének izolalasa és jellemzése

2. BEVEZETES

2.1 A transzgénikus novények tipusai és jelolésiik

Az elsé rekombinans DNS technikdval eldallitott ndvénnyel 1983-ban talalkozott a vilag
(Fraley és mtsai., 1983). Azota a ndvényi géntechnologia hatalmas tlitemben fejlédott, szamos
lehetdség el¢ allitva a kutatokat. Jelenleg harom kategdridba soroljuk a kisérleti stadiumban és
forgalomba 1év6 transzgénikus novényeket (Yonekura-Sakakibara és Saito, 2006). Az ,.els6
generacioba” tartozd novények fOként a mezdgazdasigi termeldknek nyudjtanak eldnyt,
amelyek példaul herbicid tliréssel, virus rezisztenciaval, késleltetett éréssel rendelkeznek,

vagy rovarkartevl ellen termelnek toxint (Hails, 2000). A ,,masodik generacio” foglalja



magaba a fogyasztd szdmara kedvezobb tulajdonsaggal rendelkezé moddositott ndvényeket.
Ilyenek tobbek k6zott magasabb taplalkozastani értékkel, vagy példaul kisebb allergenitassal
rendelkez6 fajtak (Id. pl. Paine és mtsai., 2005 és Wilson és mtsai., 2005). A ,harmadik
generacidos” novények az Ugynevezett bioreaktorok, amelyek eheté vakcinaként,
gyogyszergyari vagy ipari alapanyag termel6ként funkcionalhatnak (pl. Walmsley és Arntzen,
2000 és Ramessar és mtsai., 2008). A transzgénikus novények megkiilonboztetését a nem
transzgénikusaktol minden esetben elvarja a tarsadalom (Demeke és mtsai., 2006).
Kiilonosképpen a ,,harmadik generacioba” tartozoktdl, mert azok alapvetden nem ¢€lelmezési
¢s takarmanyozasi célt latnak el. Ennek egyik lehetdsége lehet a gabonak esetében a
szemtermés fenotipusos jeldlése, szabad szemmel lathatdé mdédon (Kovinich és mtsai 2012).
Ezaltal ranézésre megkiilonboztethetd lesz a transzgénikus ndvény termése a vad tipusu
novény szemtermésétdl, ami eldsegiti a magasabb foku élelmiszerbiztonsagot. Az ellendrzés
igy nem igényel molekularis modszereket, ezaltal az munka és koltséghatékonyabb lesz.
Tovabba olyan helyeken és is biztonsagosan lehet genetikailag moddositott novényeket

termeszteni, ahol nincs megfelel6 ellendrzéstechnikai feltétel (pl. fejlodé orszagok).

2.2 Arpa germinB és germinF gének

El6szor 1980-ben irtak le a germin fehérje génjét buzabol, mikor csirazas specifikus géneket
kerestek. Innen jon az elnevezése is a géncsaladnak (germination = csirazas). Azota tudjuk,
hogy a géncsalad bizonyos tagjai akar az dsszes névényi szervben vagy a novekedés minden
szakaszaban is kifejezédnek, és fontos szerepet tOltenek be a fejlédésben és a
stresszvédelemben. A germin géncsalad harom funkciot tolt be; rendelkezhetnek enzim
aktivitassal (oxalat-oxidaz, szuperoxid-diszmutaz), részt vehetnek strukturalis fehérjeként és
lehetnek receptor fehérjék. A csalad minden tagjara igaz, hogy az extracellularis matrixban
talalhat6 glikoproteinek (Bernier és Berna 2001). Eddig arpabol B,E,F,D tipusii germin gént
irtak le. Koziilik a germinB,F gének (gerB,F) rendelkeznek szemterméshéj specifikus
expresszioval, amit Wu és mtsai. tranziens expresszios rendszerben is igazoltak (1. abra).
Ezért fordult feléjiik a figyelmiink, pontosabban a gének transzkripcidjat specifikusan iranyitd
promoterekre. A gerB és F promoterek szekvencidja 93,3 szazalékban megegyezik (1352
bazispar), mégis valamelyest eltéré specifitasiak a novény fejlédése soran (Wu és mtsai,
2000). A csirazas megindulasa utan négy nappal mért eredményeknél kimutathatdé mindkét

gén aktivitdsa a csirandvény szoveteiben, de a gerB aktivabb a koleoptil és a primer levelek



fejlodésénél, mig a gerF a gyokér fejlddése soran mutat jelentdsebb expressziot. A fejlédod
hajtasban 6t nappal a csirdzads meginduldsa utan a mért mRNS-ek megoszlasa a két germin
gén kozott jelentOsen eltér. Az atirodott mRNS-ek 73-78 szazalékat a GerB fehérje mRNS-e
teszi ki. Ahogy korabban is emlitettiik, kifejlett novényben viszont a gerB és gerF gén is
maghéj/szemterméshéj specifikusnak szdmit, az mRNS-t, levél vagy gyokér szovetekben nem
talaltak meg. Az arpa kalasz fejlodésénél pl. a gerF gén transzkripcidja dominal, a kinyert
MRNS-ben a gerB a gerF-nek csak a 22 szazaléka volt (Frederico és mtsai., 2006).

1. abra. germinF promoter expresszios mintdzata az epikarpiumban (A) és a testaban (B)
GUS tranziens expresszios rendszerrel vizsgalva (Wu és mtsai., 2000)

A szemtermés (részeit Id. L. 2. abran) esetében a gerF expresszalodik a testaban (maghéj) és
az epikarpiumban (terméshéj kiils6 része) ellenben a gerB csak a testaban. Mindezt arpaban
tranziens expresszios rendszerben is sikeriilt igazolni, uidA riportergénes konstrukciéval (Wu
eés mtsai, 2000). A germin fehérjék pelyvalevélben torténd expresszidjat csak gombafertdzés

esetén figyelték meg.



Ly e Maghéj/
i
Termeésheéj, testa

Kiils6 tokldsz  perikarpium

Szalka

Keménvitos
endospermium

Szub-aleuron Belsd toklasz Lepelserte
régio

2. dbra: Arpa szemtermés szerkezete
(http://www.plantprotection.hu/modulok/angol/barley/morf01 bar.htm alapjin modositva)

2.3 Uvr8 - a novények UV-B receptora:

A novények szamdra a napfény jelenti az energiaforrast, ebbdl és helyt iil6 életmddjukbol
kovetkezden is erdsen kitettek az UV sugarzds hatasainak, mely nagymértékben karos a
novények szamara. Az UV-fény érzékelése és az ezt kovetden aktivalodd védekezési
mechanizmusok ezért 1étfontossaguiak.

Az UV sugirzast harom f6 tartomanyba soroljak, csokkend hulldmhossz ¢és novekvod
energiatartalom szerinti sorrendben: UV-A (400-315 nm), UV-B (315-280nm) ¢s UV-C (280-
200 nm). Az 6zonréteg a 280 nm alatti sugarzas egészét, és az UV-B tartoméanyba esd
sugarzas nagy részét is elnyeli, minddssze 0,5 % éri el a fold felszinét.

Az UV-B sugérzas karos hatdsanak hatterében két f6 mechanizmus all, az aromas vegytiletek
gerjesztése és a reaktiv oxigénformak (angol roviditéssel ROS — Reactive Oxygen Species)
képzddése. Az aromas vegyiiletek altalaban jol abszorbeédljak az UV fényt, ami kérosithatja is
azokat. A DNS két egymast kovetd pirimidin nukleotidja gerjesztés hatasara képes ciklobutil
pirimidin dimerré alakulni, az aminosavak aromas oldallancai pedig a gerjesztddve
felnyilhatnak. A reaktiv oxigénformak — bar fontos jelatviteli funkcioik is ismertek — a sejt
szinte minden részét karositjak, példaul oxidalhatjak a DNS-t és a fehérjéket tovabba a
membran lipideket (Jordan 1996). A membran lipidek kettds kotéseinek oxidacidja a
telitetlen zsirsavak aranyanak csokkenésével és a membran rigidebbé valasaval,
funkciovesztésével jar (Zhang és mtsai, 2005). A karosodasok kivédésére a ndvények
fokozzak a DNS hibajavitd enzimek, antioxidans enzimek (pl.: aszkorbat-peroxidaz,

szuperoxid-diszmutaz) expressziojat, valamint az UV tartomanyban abszorbealdo masodlagos


http://www.plantprotection.hu/modulok/angol/barley/morf01_bar.htm

anyagcseretermékek (flavonoidok) bioszintézisét. Utdbbi vegyiiletek nem csak fényvédd
pigmentek, hanem erételjes antioxidansok is. A munkank szamara fontos antocidn molekulak,
melyek fenoloid tipusu vegyiiletek 6nmagukban nem abszorbealnak az UV tartoméanyban,
példaul észterezve azonban igen, példaul cinnaminsav-észter formajaban (Jordan 1996).

A novényekben az eddig egyetlen leirt UV-B fény receptor az uvr8 (UV rezisztencia 8.
l6kusz) gén terméke (Rizzini és mtsai 2011). E mellett a ndvények az UV-fényt kdzvetetten is
képesek érzékelni, a keletkezd ROS (egészen pontosan a hidrogén peroxid) szintjét a hisztidin
kinaz receptor méri (Desikan és mtsai, 2008). A korabban leirt ndvényi fotoreceptorokkal (pl.
fitokrom, kriptokrom, fototropin) szemben az UVRS fehérje nem tartalmaz prosztetikus
csoportot, a kromofort a fehérje triptofan oldallancai (Trp 233 és 285) alakitjdk ki (Wu és
mtsai, 2012).

3. dbra. UV-B szignalizacio:
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Az UV-B szignaltranszdukcio6 (3. abra) tovabbi f6 elemei a COP1 nevii E3-tipust ubiquitin
ligdz (Oravecz és mtsai. 20006), illetve a HYS és HYH transzkripcios faktorok (Brown és
Jenkins 2008). Barmelyik elem hianya gyenge UV-B stressz tolerancidhoz vezet (Favory és
mtsai. 2009). Az UVRS receptor dimer formaban talalhato a citoplazmaban, UV-B abszorpcid

hatasara monomerizalodik és képes a sejtmagba transzlokalodni (Kaiserli és Jenkins 2007).



Az UVRS8 monomer formaban képes interakcioba 1épni a COP1 fehérjével (Favory és mtsai.
2009, Rizzini és mtsai 2011). A COP-1 el6segiti a HYS és egyéb serkentd transzkripcios
(Heijde és Ulm 2012). A HYS és a vele homoloég HYH fehérje funkcidja atfedd. Az eldbbi
mutacidja fokozottabb UV érzékenységet okoz, ami a fehérje elsddleges szerepére utal
(Brown és Jenkins 2008). A két transzkripcios faktor kozel 100 gén expressziojat szabalyozza,
koztiik DNS hibajavitd enzimét is (fotoliazok), valamint a flavonoid bioszintézis szamos
enzimét (| 2.4 fejezet) és ezek transzkripcios szabalyozoit (MY B faktorok) (Oravecz és mtsai.
2006). Az uvr8 feltételezett homoldgjait bioinformatikai médszerekkel eddig nyolc, algabol
vagy magasabb rendli névénybdl irtak le. Megfigyelhet6, hogy a triptofan aminosavak
helyzete szigoruan konzervalt a fehérjében (Rizzini és mtsai., 2011). Az arpaban kodolt

homolégot fehérje génjét tudomasunk szerint még nem azonositottak, nem irtak le.

2.4 Antocianok és bioszintézisiik:

Az antocianok flavonoid tipust vegyiiletek, alapvazuk harom aromas gy(riib6l all, melyhez
glikozidos kotéssel szénhidrat molekuldk kapcsolodnak. Azon tal, hogy a virdgok és egyéb
vegetativ szervek élénk szinét (savas pH-n vordsek, lugos pH-n sargék, kékek lehetnek) adjak
egyik f6 pigment csoportot alkotjak, széleskori stresszvédd szerepet is betOlthetnek. Az
antocianok alapvetéen 500-600 nm kozt mutatnak abszorpcidés maximumot, azonban pl.
cinnaminsav-észter formaban alkalmasak az UV-B fény abszorbealasara (Jordan, 1996). Az
antocianok erds antioxidans hatdsuak, szerepet jatszanak a reaktiv oxigén €s nitrogénformak
eliminalasaban. In vitro kisérletben a megvilagitott kloroplasztiszok altal termelt szuperoxid
gyokok 17%-at eliminalta a cianidin-3-(6-malonil)-gliikkozid (Neill és Gould 2003). Er6s
fényen pl. fénylevelekben optikai sziir6ként miikodnek, képesek abszorbealni a felesleges
fotonokat, igy kivédve a fotoszintetikus elektrontranszportlanc taltelitddését, ami
fotoinhibicibhoz vezetne. Bizonyitottak tovabba, hogy a fentieken kiviil az antocianok
elosegithetik a hideg-, fagy-, szarazsag-, nehézfémstressz és a fizikai sériilés tlirését is (Gould
2004).

A flavonoidok fenil-alaninb6l szarmaztathato masodlagos anyagcseretermékek. A flavonoid
szintézis (Id. 4. abra, 6sszefoglalta Grotewold 2006) kiindulo 1épése egy kumaroil-Coa és 3
malonil-CoA kondenzacidja. Ezt a 1épést a csalkon szintaz (CHS) katalizalja, s a kondenzacio

eredménye a csalkon. Ez a molekula az 0Osszes flavonoid vegyiiletcsoport (flavonok,



flavonolok, flavan-diolok, flavan-4-olok, proantocianidinek, izoflavonoidok, antocianinok)
prekurzora. A csalkonbdl gytirtizarodassal keletkeznek a flavononok (csalkon-izomeraz, CHI
mukodésével), ezekbdl pedig hidroxilacioval a dihidroflavonolok. Az antocian szintézis elsd
Iépését a dihidroflavonol-4-reduktdz katalizalja (DFR), leukocianidinek keletkeznek. Az
antocianidin szintaz/leukocianidin dioxigenaz (ANS) katalizalja a leukoantocianidinek
antocianidinné alakulasat. Antocianidinekbdl redukcioval keletkeznek a proantocianidinek,

glikozilacidval pedig az antocianok.
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4. dabra: A flavonoid bioszintézis menete. Pirossal vannak keretezve azok az enzimek, melyek
expresszioja fokozodik az UV-B szignalizacio eredményeképp (Grotewold, 2006)



Az antocidnok két f6 tautomerje a piros szinii flavilium kation, valamint az ebbdl nukleofil
vizaddicidéval keletkezd szintelen karbinol pszeudobazis. El6bbi forma a vakudlumban
felhalmozodd, utdbbi a citoplazmaban eldforduld antocianokra jellemzé. A flavillium kation
intra- és intermolekularis ko-pigmentacid, valamint a planaris antocianidok kotegelédése
révén stabilizadlhat6. Kopigmentacio soran kovalens (intra) vagy nem kovalens (inter)
kapcsolatok alakulhatnak ki mas flavonoidokkal, szerves savakkal, fémionokkal stb., mely az
abszorpcio s igy a szin megvaltozasahoz vezethet (Grotewold 2006). Az antocianidin szintézis
fokozasa céljabol kiilonbozd szintézisut enzimeket mar sikerrel termeltettek tal kiilonbozo
transzgénikus novényekben pl. csalkon szintazt (Napoli és mtsai 1990), csalkon izomerazt
(Muir és mtsai 2001), antocianidin szintazt (Reddy és mtsai 2007). A megemelt enzimszint
altalaban megndvekedett antocidn szinthez vezetett. Tudomdanytorténeti érdekesség, hogy
éppen az egyik ilyen munka soran, abbol kiindulva fedezték fel az RNS-interferencia
jelenségét. A taltermeltetett csalkon szintdz mRNS ugyanis egyes esetekben aktivalta a
genom ,,immunrendszer”-ét és igy éppen hogy nem megndvelt, hanem lecsdkkent transzlaciot
¢s igy alacsony antocian szintli, fehér viragl petuniat sikeriilt eldallitani Napoli-nak és

munkatarsainak (1990).

3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Felhasznalt DNS mintak

A Hordeum vulgare L. germinB (génbank azonosito: DQ324801.1, méret: 1308 bp) és
germinF (DQ324801.1, méret:1-1156bp) promoterecket Golden Promise arpafajta genomi
DNS-¢ébol klonoztuk. A szekvencia pontossaganak megérzése érdekében Pfu (Fermentas)
enzimet hasznaltunk Az Arabidposis thaliana uvr8 génjét (NM_125781.3 — 2117 bp) cDNS-
bdl klénoztuk. A nos terminétort tartalmazé pCRII-TOPO vektort témavezeténk, Eva Csaba

bocsatotta rendelkezésiinkre.

3.2 Genomi DNS kinverés

A ndvényi genomi DNS-t 30 mg ndvényi szovetbdl nyertiik ki, Aquagenomic kit (Biocenter)
segitségével, a gyarto utasitasainak megfelelden. A mddszer a sejtek feltarasan, majd a DNS
etanolos, izopropanolos lecsapasan alapul. A megfelelden beszaradt (atlatszo) csapadékot 30
ul 1 mM-os Tris-EDTA pufferben oldottuk, ezt kovetden -20 °C-on taroltuk.
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3.3 mRNS kinyerés és reverz transzkripcio

Az mRNS kinyerést Genovision kittel végeztiikk, a gyartdé utasitasainak megfeleléen. A
modszer alapja, hogy az mRNS-ek poliA farokrésze kikotddik a cég altal biztositott
magnesgyongyok felszinén talalhaté oligo-dT nukleotidokhoz.

Tobbszori mosas utan az mRNS-eket RN-az aktivitas mentes (dietil-pirokarbonattal kezelt)
ioncserélt vizben elualtuk, az esetleges genomi DNS szennyezést DN-dz kezeléssel
tavolitottuk el. A cDNS atirashoz a reakcioelegyet az alabbiak szerint allitottuk Ossze: 19 ul
DN-az kezelt mintahoz 4 pl 50 uM d(T)18-at (oligo-dT), 2 ul MQ-t, 8 ul Fermentas RT
puffert, 4 ul 10 mM dNTP-t, legvégiil pedig 2 pl RevertAid reverz transzkriptazt (Fermentas)
adtunk, A reakciot az alabbi protokoll szerint végeztiik: 25 C - °5 perc, 42 °C - 30 perc, 85°C
- 5 perc.

3.4 PCR reakcidok

Klonozéashoz Pfu polimerazt, az ellendrzésekhez Taq polimerazt hasznaltunk. Primerjeinket

(3.1.5. pontban) Primer3 programmal (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) terveztik és az

Invitrogen cégtdl rendeltiik meg. A PCR (és RT-PCR) reakcidkat ez ICyclerWI (BIO-RAD)
késziiléken végeztik A PCR reakcidkat 10ul térfogatban (vagy egész szdm szerinti
tObbszorosében) végeztiik. A reakcio elegy Osszetétele 10 pl —re: 0,4 ng plazmid DNS
templat/20-40 ng novényi genomi DNS templat, 25-50ng primer, ImM dNTP, 1U DNS
polimerdaz, 1/10 térfogat PCR puffer. PCR reakcidinkban cDNS templat esetén 2 perc, kolonia
PCR vagy genomi DNS-en végzett PCR esetén viszont 5 perc kezdeti denaturaciot (95 °C)
allitottunk be. A célszekvenciat 36 ciklusban szaporitottuk fel. Az egyes szakaszok
homérsékletét és id6tartamat az alabbiak szerint allitottuk be: denaturacio (95 °C) 30 s,
primer kapcsolas (primer3-altal javasolt T +3-4 °C), az egyes primereknek megfeleléen 55
°C-on 20 s (fokonként +1 s), ldnchosszabbitds (72 °C) a termék méretétdl fiiggden -1000 bp/1
perc + 10%
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3.5 Felhaszndlt primerek és alkalmazasuk

1. tablazat: Felhaszndlt primerek neve, szekvencidja és alkalmazasa

Primernév Szekvencia Alkalmazas
GerminF2 5’GAGCTC CAGGCAGATGAAT |gerB/F klonozéasa Sacl és hasitohelyek
TTGG3’ bevitele, mindkét promoterhez kapcsolodnak
GerminR2: 5’CATATGGAGTTGCTTTGTCAATGAAG 3’
GerminfklF |5’AGGCAGACTGAATTTGG3’ nested PCR, gerF-re specifikus
GerminfklR |5’TATGTACCCCGCAAAG3’
Uvr8F 5’CATATGGCGGAGGATATGGCTG3’ uvr8 klonozas
Uvr8R2 5’ACTAGTCAAATTVGTACACGCTTG 3’
Htuba32F 5’GCCTTTGTCCACTGGTATG’3’ mRNS kinyerés ellenérzése

Htuba32R 5’GTACTCATCACCCTCGTCACY’

germin3F1 5'AATCTACGGCTATTTAAGCAC 3' Ellendérzések, promoter/gén atfedé szakaszt
szaporitja fel

UVR85R1 S'CTAGAGAATCTTCGGTGTCC 3

UVR3F S’TTCAAGTCTCATGTGGATGG3’ RT-PCR

UVR3R 5’GAAAGTTCCGTCAACCGACS

3.6 Baktériumtenyésztés és plazmid Kinverés

A megfelel6 E. coli koloniat 2 ml LB taplevesbe (10 mg/ml tripton, 5 mg/ml élesztkivonat,
10 mg/ml NaCl) oltottuk. A csak a kivant plazmidot hordoz6 baktériumok ndvekedését
antibiotikumos szelekcioval segitettiik eld, plazmidtol fiiggden az alabbi végkoncentraciokat
alkalmaztuk: ampicillin (0GEM-TE, pCRII-TOPO) 100 pg/ml, kanamicin (pCRII-TOPO) 10
pg/ml, spektinomicin (pWBVec8) 100 pg/ml. a baktérium szuszpenziokat 37 °C-on, 16
(ampicillin) ill., 20 o6ran at (kanamicin, spektinomicin) 180 rpm-en razatva neveltiik. A
plazmid kinyerést hagyomanyos modon végeztiik, mely ltgos lizalason, a sejtalkotok (és igy a
sejtfalhoz kotott kromoszoémalis DNS) kicsapasan, végiil a plazmid DNS etanolos lecsapasan
alapszik. A DNS-t beszaritast kovetéen 40-80 pl 1 mM-o0s Tris-EDTA pufferben oldottuk és -
20 °C-on taroltuk.

3.7 Restrikcios emésztések, DNS visszanyerés gélbdl

A DNS emésztését a Fermentas cég megfeleld restrikcios endonukledz enzimeivel végeztiik a

cég altal ajanlott pufferekben. A kettds emésztések optimalis puffer koriilményeit a gyartd

12



honlapjanak segitségével allapitottuk meg. Ha sziikséges volt, az emésztések altal generalt
fragmentumokat agaroz gélelektroforézissel szeparaltuk, majd a megfeleld fragmentumot a
Viogene Gel Advanced kit-el a gyartd utasitasai szerint nyertiik vissza és tisztitottuk ki a

géIbél.

3.8 DNS lecsapas és ligdlas

A ligdlasokba lehetéleg (minimum) 100 ng vektort €s molaris aranyokat tekintve haromszoros
mennyiségll inszertet tettiink. A ligalasok elemeit egyiitt (emésztett plazmid vektor és inszert)
csaptuk le vizes oldatbdl az alabbi recept szerint: a DNS oldat 20 ul-jéhez 55 ul 96%-0s
etanolt, 0,5 pl 0,5 M EDTA-t, 2 pul 10 M NHjAc-ot adtunk. 30 perc 4 °C-on torténd
centrifugalas utan a csapadékot kétszer mostuk 70%-os etanollal majd beszaritottuk és kis
térfogati 1 mM-0s EDTA-ban oldottuk vissza. A ligalasi reakcioba az ilyen modon elkészitett
oldatbol 3,5 pl-t mértiink és 0,5 ul 10nM dATP-t, 0,5 ul T4 ligaz puffert és 0,5 ul puffert
adtunk hozza. A ligalasi reakciot 1 6ran at szobahdmérsékleten, ezt kdvetden 4 °C-on egész

¢jjel végeztiik.

3.9 E. coli transzformacio

A transzformaciohoz DHS5a elektrokompetens E. coli torzset hasznaltunk. 0,2 mm-es
kiivettaba (Bio-Rad) pipettazott kompetens sejtekhez a 3.2.3 pontban leirt ligalasi reakci6 0,5-
0,5 pl-ét adtuk, majd 2,46 kV fesziiltségen transzformaltuk déket. 1 6ra SOC oldatban
(LB+0,4% gliikoz+10 mM MgCl,) torténd razatast kovetden a megfeleld szilard LB taptalajra

kentiik a baktérium szuszpenziot.

3.10 TOPO- ligalas

A TOPO TA klénozo rendszer (Invitrogen) pPCRII-TOPO vektorba épiti be a 3’ tilnyalo A
véget tartalmazo PCR-termékeket. A klonozashoz 2 pg PCR terméket, 0,5 ul TOPO TA
vektort mértiink 6ssze. A reakcidtermék 1 ul-ét E. coli elektrokompetens baktériumsejtekbe
transzformaltuk (1. 3.2.5). A baktérium-szuszpenziot ampicillint, vagy kanamicint, valamint a
kék fehér szelekcidohoz sziikséges IPTG-t és X-galt tartalmazd szilard LB taptalajokra

szélesztettiik.
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3.11 Szekvenalas:

A szekvenald PCR reakcidhoz az ABI PRISM TM Dye Terminator Sequencing Kit-et (PE
Applied Biosystems) hasznaltuk. A szekvenadld6 PCR reakciot a gyartdé altal ajanlott
paraméterek szerint hajtottuk végre. A nukleotid sorrend meghatarozasat automata szekvenald
késziilekkel végeztettiik. A DNS szekvencidk elemzéséhez, ellendrzéséhez a Chromas
programot hasznaltuk, a célszekvencidval torténd 6sszehasonitashoz a www.ebi.ac.uk/emboss

webcimen hozzéaférhetd programot hasznaltuk.

3.12 Agrobaktérium transzformacié

Az elkésziilt konstrukciokat tartalmazo pWBVec8 szuperbinaris plazmidokat AGL1
Agrobacterium tumefaciens torzsbe juttattuk fagy- és hésokkon alakuld modszerrel (Weigel és
Gazebrook, 2006).

3.13 Arpa transzformacio és regeneracio

Az arpa novényeinket agrobaktérium kozvetitette géntranszferrel transzformaltuk (Eva és
mtsai 2008) modszere alapjan. A Golden promise fajta arpandvényekbdl éretlen embridt
izolaltunk steril koriilmények kozott, majd az agrobaktérium inokulaciot kovetéen higromicin
rezisztencian alapuld szelekcid révén transzgénikus kallusztenyészeteket indukaltunk. A

kalluszokbdl ezt kdvetden teljes novényt regeneraltunk.

3.14 Novénynevelési korilmények

Transzgénikus novényeinket, valamint az embri6 izolaciora hasznalt nem transzgénikus
novényeket egyarant SANYO Fitotron késziilékben, tézeges viragfold és homok keverékébe
(3:1) iiltetve, 16 6ra 15°C, 200 pmol/m2°s fényen, és 8 ora 15°C sotétben, 70% relativ

paratartalom mellett neveltiik, heti kétszeri 6nt6zés mellett.

3.15Antocian és karotinoid extrakcio és mérés

Az antocian extrakciot és mérést Takeda (1990) modszere alapjan végeztiik: 40 mg maghéjat
késhegynyi dorzshomok segitségével 400 pl s6savas metanolban (0sszetétele: 1V/V% 0,1 M
HCL, 21 V/V% metanol, 78 V/V% desztillalt viz) eldorzséltiink. Ot perc 12 000 g-n torténd
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centrifugdlast kovetden a feliiliszot pipettaval eltavolitottuk és Perkin Elmer UV-VIS
spektrofotométerrel (USA) mértiik meg az abszorbanciajat 530 és 470 nm-es hullamhosszon.
Az eredményeket a két hullamhosszon mér abszorbancia értékek kiilonbségeként (A470-Aszo)
40 mg maghéjra vonatkoztatva adtuk meg. A karotinoidokat 100%-o0s acetonnal extrahaltuk,
majd Schimadzu UV-VIS spektrofotométerben mértiik Lichtenhaler és munkatarsai (1987)

modszere szerint.
4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1A transzformacios kazettak elkészitése

Sikeresen eléallitottuk a transzformacios kazettainkat (5. abra). A gerB és gerF promotereket
arpa genombol izolaltuk. A gén klonozasdhoz UV-kezelt, az antocidnokto6l lila szinii
Arabidopsis thaliana-bol mMRNS-t nyertiink ki, amirél a génbank alapjan a gén két végre
tervezett primerekkel RT-PCR reakcidban szaporitottuk fel az uvr8 gént. A nos terminatorunk

mar pCRII-TOPO plazmidban volt amit témavezetonk bocséjtott rendelkezésiinkre.

~ RB [Hnos|hpt||35S|-|9€er | -juvrg —|nos| — | LB|

Sacl Ndel Ecorl Ecorl
' —
pWBVec8-GUN Not|  — Notl

ori agro ori Coli
SpecR

5.abra: GUN konstrukcionk transzformacios kazettdja: RB, LB (Right-,Left Border): a beépiild

génszakasz hatdrai, N0S: agrobaktérium nopalin szintdz transzkripcios termindtor, hpt:
hygromicin rezisztencia gén, 35S: karfiol mozaikvirus 35S promoter, Qer: arpa germin promaoter,
uvr8: arabidopsis UV-B rezisztencia gén, ori agro: agrobakérium plazmid replikdcios origo,

SpecR: spektinomycin rezisztencia gén, ori Coli: E coli plazmid replikdcios origo

A konstrukcionk elemeit kiilon-kiilon ligdltuk TOPO-TA klonozé vektorba, és meghataroztuk
a nukleotid sorrendjét. A megfeleld szekvenciakat a TOPO vektorbodl szubklonoztuk pGEM-T
Easy vektorba, és ez utdbbiban allitottuk dssze a génkonstrukciot. A gerB prométert Sacl és

Ndel hasitasi helyek kozé illesztettiik be. A gerB 5' végéhez bevittiink primerekkel egy plusz
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Notl helyet. A kés6bbiek soran ez a hasitasi hely az egész génkonstrukcio kivagasahoz kellett.
Ezt kovetden a gerB promodter mogé beépitettiik az uvr8 gént, az Ndel EcoRI helyek kozé. A
ligalas sikerességét Ndel — ECORI kettés emésztéssel ellendriztiik. A gén mogé, abba az
egyetlen EcoRI helybe szubklonoztuk a nos terminatort, a TOPO vektor multiklonozo
helyének két oldalan 1évé ECORI helyeket hasznalva hozza. Mivel egyetlen hasito helyet
hasznaltunk a nos terminator két irdnyban is beépiilhetett. Notl emésztéssel igazoltuk a helyes
orientaciot (6.A abra). Forditott irany esetén az emésztés magat a nos fragmentet (3’ iranyban
talalhato még egy Notl hely a pGEM-TE-ben), normal irany esetén a teljes konstrukciot

egészében kivagta.

6. abra: Notl emésztések eredményei.

A) képen feliil pGEM-TE plazmid backbone (3000 bp — sdrga nyil), a 2-es mintaban lathaté a
forditott orientdcio eredményeképpen kivagodott nos terminator (300 bp), a 3-4 mintakban a
backbone-t6l jelentésen nem valik el a GUNB konstrukcio (2800 bp — piros nyil)

B) képen feliil a Vec8 plazmid backbone (11280 bp — sdrga nyil), a 2-es mintdban alul az emésztés
hatasara kivagédott GUNB konstrukcié (2800 bp — piros nyil) lathato.

A pGEM-T Easy plazmidban elkészitett konstrukciot Notl enzimmel kihasitottuk és
pWBVec8 binaris vektor egyetlen Notl helyébe épitettiik be. A ligalas sikerességét Notl
emésztéssel ellendriztiik (6.B abra). A GUNB(GerminUvr8Nos)Vec8 transzformacios
kazettat Agrobacterium tumefaciens AGLI sejtekbe transzformaltuk hé és fagy sokkal.
Agrobaktériumbol koriilményes mérheté mennyiségli plazmidot kinyerni, igyhogy promoter
gén atfedd szakaszra vonatkozo6 kolonia PCR modszerrel ellendriztiik, hogy tartalmazzék-e a

GUNB-Vec8 vektort (530bp) (7. abra) A masodik génkonstrukcionk elkészitéséhez a gerB
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promotert Sacl-Ndel emésztéssel kivagtuk a pGEM-TE plazmidbol és helyére ligaltuk a gerF
promotert, majd az igy elkésziilt kazettaval (GUNF-Vec8) agrobaktériumot transzformaltunk.

lln
AL

—D s b 6 &

7. abra: Agrobacterium kolonia PCR eredménye, a promoter/gén adtfedé szakaszra tervezett
primerek segitségével. A keletkezé termék mérete (530 bp - zéld nyil)

4.2 Novénytranszformalas

A két transzformacids kazettaval 50-50 éretlen embriot transzformaltunk (kiindulasi
(GUNB) eddig bizonyitottan hat

transzgénikus novényvonalat allitottunk el (Osszesen kilenc regeneralt novénybdl), a

explantaitum). Az elsé konstrukcidval

fliggetlen

masodikkal (GUNF) harmat (nyolc regeneralt novénybdl).

2. tablazat: A transzgén beépiilésének igazolasa, PCR modszerrel a gén promoter dtfedé
szakaszra késziilt primerekkel

GUNB

1.1 1.2 1. .| vy 1v2 vi| V.2 VI.
transzgén beépiilés + + + + + + + + +
GUNF 1.1 1.2 1.3 1. i Iv.i V.2 IV3
transzgén beépiilés + - + + - + + _

Fiiggetlen vonalnak szamit az a névény, amelyik kiilonallo kalluszbol regeneralodik, olyan is
eléfordult, hogy egy kalluszbol to6bb novényt is sikeriilt regenerdlni (ezeket azonos romai
szammal jeloltiik) (2. tablazat). Ezen novények jo eséllyel ugyanabbol a transzformacios
eseménybdl szarmaznak, fiiggetlenségiiket kiilon (példaul Southern blottal) igazolni kellene.

A GUNB konstrukciéval a transzformacios hatékonysag 12 %-0s, a GUNF konstrukcioval 6
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%-0s (8. abra, 9. abra). Ez eclfogadhat6 transzformacidos hatékonysagnak szamit a
szakirodalommal 0sszevetve; Bartlett és mtsai. (2008) altal elért 25% mogott, de mas kutatok
eredményeit elérve, meghaladva példaul Shrawat és mtsai. (2007): 6,7%-ot értek el. A
transzgént kimutatd ellenérz6 PCR primerjei a promoter/gén atfedé szakaszra késziiltek

(530bp) és genomi DNS volt a templat, amit levélbol nyertiik ki

1.1 1.2 Il. M. Iva V.2 v.1 V.2 VI. K

-—n““““m

8. abra: GUNB novények genomi DNS promoter/gén dtfedo szakaszra specifikus PCR
eredmények (530 bp). Ldthaté, hogy az dsszes minta pozitiv

- I + K 1.1 .12 K Il . v Iv.2 IV.3

9. abra: GUNF novények genomi DNS-en torténd, promoter/gén datfedo szakaszra specifikus
PCR eredmények (530 bp). 4 pozitiv vonalakat piros, a negativakat kék szin jelzi.

Kimutattuk a transzgénrél torténd transzkripciot. MRNS-t nyertiink ki, majd reverz

transzkripcioval CDNS-eket irtunk at. A cDNS épségét arpa alfa tubulin house-keeping génre
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specifikus primerekkel ellendriztiik. Az igy kapott cDNS-eket az uvr8 gén 5’ végére tervezett
primerparral PCR modszerrel ellendriztik. GUNB II., Ill., V.1 ndvények levelébdl vett
mintdknal negativ eredményt kaptunk. Ellenben a GUNB 1.2 és a GUNF 1.1, 1.3, Il ndvények
szemterméshéjabol vett mintak pozitiv eredményt mutattak (10. abra). Ezaltal
valdszintisithetjik a promoéter Szemterméshéj specifikussagat, mivel ott transzgéniink

atirodott, ellenben a levélben nem.

10. dbra: RT-PCR eredményei kiilonbozd novényi mintdakbol. A transzgén 5° végére tervezett
primer parral (120 bp) A: GUNB levél, B. GUNB szemterméshéj, C: GUNF szemterméshéj

4.3 Antocian és karotinoid mérés

Jelenleg még csak Ty novényeink hoztak kalaszt. Karotinoid és antocinanszintet mértiink
azonos fejlédési stddium 1évO kontroll €s transzgénikus novények szemterméshéjabol.
Novényenként az egyes fejlodési allapotokban 3-3 mintat mértiink, majd az eredményeket
atlagoltuk. Méréseinket a GunB 1.2 és GunF 1.3 novényeken a viragzast kovetd 12, 26, 33 és
61 napon végeztik (=1,2,3 és 4 fejlettségi allapot). A vizsgalati mintdk a testat, az
epikarpiumot €s a toklaszt tartalmaztak.

A szakirodalmi adatok alapjan példaul Liu és mtsai, (2004) az UVRS8 receptorfehérje UV-fény
esetén €s kisebb mértékben erds lathatd fény esetén is az eltlirést segitendd nem csak az
antocianok szintézisét fokozza, hanem mas antioxidans rendszerek, enzimek miikodését is
felfuttatia (pl. karotinoidok, katalaz, glutation peroxididz). Eppen ezért transzgénikus és
kontroll névényeink szemtermésébdl karotinoid szintet mértiink. A karotinoidok szintje a
kalasz fejlédése soran csokkent, a transzgénikus novények karotinoid tartalma — meglepd
modon, a szakirodalmi adatoktodl eltéréen — majdnem végig a kontroll novényeké alatt maradt

(11. abra).
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11. dabra Szemterméshéj karotinoid tartalma a kaldsz kiilomboza fejlettségi allapotaiban

Egy lehetséges magyardzat, hogy a megemelkedett antocidnszint esetében, alacsonyabb
karotinoid mennyiség, mint antioxidans is elegendd lehet a ndvénynek, bar ez ellentmond
Butelli és mtsai (2004) munkajanak. Ott paradicsomban iitotték ki az UVRS represszorat,
ezaltal megugrott az antocian és a karotinoid szint, emellett s6tétzoldebbek lettek a levelek.
Az eredmények eltérését az egyszikli és kétszikli ndvények kozott kiilonbségek 1is
magyarazhatjak, de tovabbi vizsgalatokra is sziikség lehet a megmagyarazadsahoz. A
késdbbiekben antioxidans enzimek (pl. katalaz, glutation peroxidaz) szintjének mérését is
tervezziik a kontroll és transzgénikus novényekben.

Munkank f6 célja az uvr8 gén antocian szintézisre gyakorolt hatasanak kideritése volt. Ahogy
az a 12. abran lathaté az antocianok mennyisége a viragzast kovetden nott egészen a 26. nap
kornyékéig, majd elkezdett csokkeni. A GUNF novény antocianszintje csak az elsé fejlettségi
allapotban haladta meg a kontroll névény szintjét, onnantél nem haladta meg a kontroll
névényét, azonban a GUNB antocidnszintje a masodik fejlettségi allapottdl kezdve az érés

soran végig, az érett, szaraz magban is magasabb volt a kontrollénal.

0,7
—_
= g’ 0,6 - =o=Nem
g o 05 transzgénikus
<
C 3 04 - G
® = =o=GunB 1.2
9 03 |
[]
€ % o2
g o-GunF 1.3
S o1 -
O T T

Kalasz fejlettségi allapot

12. dbra: Szemterméshéj antocian tartalma a kalaszkiilonbozo fejlettségi allapotaiban
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Az antocianszintbeli kiilonbség a masodik fejlédési allapottdl kezdve szabad szemmel is
érzékelhet6 az egyes kalaszok kozt (13. abra). A szemek mintazatat vizsgalva lathato, hogy
egyrészt az arpara jellemzd antocian csikok vastagabbak a GUNB 1. esetében a pelyvalevélen,
¢s megfigyelheté a savok kozt megjelend antocian felhalmozas is, ami a vad tipusra nem
jellemzd. Masrészt pigment felhalmozodas megfigyelheté a testahoz és az epikarpiumhoz
kothetéen a mag felsd részén, a pelyvalevél altal nem takart részeken. A kiilonbség kevésbé
latvanyos a szemtermés kalasz tengely felé esé oldalanak also részén, ahol nem olyan

nagymértékben érhette fény a szemeket (14. abra).

13. abra: Transzgénikus (GUNB 1.2) és nem transzgénikus arpa kalaszok a viragzast koveto
12-ik (A)., 26-ik (B) 33-ik (C) és 61 (D) napon. Az egyes fotokon bal oldalt a transzgénikusak,
Jjobb oldalt a kontroll kaldszok vannak. Ldthato, hogy a transzgénikus szemeken
eroteljesebbek az antocian csikok.
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14. abra: A. Transzgénikus (GUNB 1.2) és B. nem transzgénikus szemtermés
osszehasonlitisa. A szemterméseknek a kaldsz tengelye felé esd része lathato. A bal oldalni

transzgénikus szemtermésen intenzivebb lila elszinezodés figyelheté meg (nyil).

Az antocian molekulak taltermelésére a szakirodalom szerint két {6 stratégiat alkalmaznak.
Korabban inkabb az antocianszintézi struktirgénjeit expresszaltattak tal (Napoli és mtsai
1990, Muir és mtsai 2001, Reddy és mtsai 2007), mig az ujabb kutatasokban inkabb a
transzkripcios faktorokat, melyek hatékonyabbnak téinnek. A transzkripcids faktorok tobb
struktargént is szabéalyoznak, alkalmazasuk ezért elényosebb lehet, mint dnmagaban egy
struktargén expresszidjanak fokozasa. Li és mtsai (2010) pl. arabidopsisbol szarmazéd
szabalyoz6 gént (pap-1. Production of Anthocyanin Pigment) expresszaltattak repcében. Az
antocianin bioszintézisben részt vevd enzimek expresszios szintjének emelkedése
kovetkeztében nétt az antocidnok mennyisége, ami lilds szint eredményezett. A PAP-1 a
MYB transzkripcids faktorok kozé tartozik, melyek a bHLH és WD-40 fehérjékkel egyiitt az
antocian bioszintézis szabalyozasaért felelosek (Gonzalez 2008). A MYB csaladba tartozo
DELILA ¢és ROESAL transzkripcidos faktorok expresszidja paradicsom esetében is
nagymértékli antocian felhalmozast okozott, a transzgénikus paradicsom sdotétlila szine
széritott formaban is eltért a vad tipustol (Butelli és mtsai 2008). Az altalunk valasztott uvr8
azért lehet elényds, mert a szignalizacio elsd elme, igy végsd soron az Osszes alatta levd
elemet szabalyozza. Mdd nyilhat tovabba az utobbi években széles korben kutatott UV-B fény
recepcié vizsgalatara egyszik(i rendszerben. Favory és munkatarsai (2009) az uvr8 gént
konstitutivan expresszaltak Arabidopsis thaliana-ban, majd az UV-B kezelést kovetden
vizsgaltak a HYS és CHS gének (l. Bevezetés) expresszidjat, valamint az antocianok
mennyiségének valtozasat a hipokotilban. 6 6ras UV-B megvilagitast kovetéen a két gén
expresszidja 3-4-szer volt magasabb a talexpresszald vonalakban a kontrollhoz (vad tipus)

képest. Egyes talexpresszald vonalakban az antocianok mennyisége UV-B kezelés nélkiil is
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meghaladta a kontrollét. Az UV-B kezelt tulexpresszaldo vonalak pedig a kezelt kontrollhoz
képest tizszeres mennyiséget tartalmaztak. Mi azonban eddig nem alkalmaztunk extra UV-
kezelést, hiszen a TO ndvényeink egészséges felnevelését, €¢s maximalis magprodukcidjukat
kivantuk biztositani, hogy kell6 mennyiségi kisérleti alanyunk legyen a jovében. Emlitésre
méltonak illetve igéretesnek tartjuk, hogy 400 pmol/m?s erdsségii lathaté és valosziniileg
nagyon alacsony intenzitasa UV-B fényt kibocsajtdé gyari ndvénynevelé kamrainkban nevelt
(a szakirodalomban az UV kezelésekhez extra UV-fénycsoveket épitettek a fitotron
kamrakba). GUNB vonalainkban 68 %-kal t6bb antocian termelédott, mint a kontrollban. Az
utdédgeneraciok esetében kontrollalt UV-kezeléseket terveziink, ami eddig eredményeink
alapjan még fokozottabb antocian termelést, s igy még szembetlin6bb kiilonbséget fog
eredményezni. A szakirodalomban antocianok maghéjspecifikus termeltetésére is talaltunk
példat, bar kizarolag kétsziki példat, ahol ellentétben a mi munkankkal az antocian szintézis
ut végsd 1épését modositottak. Kovinich és mtsai. (2012) munkajukban sz6ja maghéjban
szimultan szupresszaltak szoja ANTHOCYANIDIN REDUCTASE 1 és 2 (ANR1 és ANR2)
génjét, melyek fontos lépései a proantocianidin szintézisnek. Ennek hatdsdra csdkkent az
antocianidinek redukcioja, és igy specifikus antocidn pigmentek halmozodtak fel a
maghéjban, proantocianidinek helyett. Ezaltal a maghéj lilabb lett. Amennyiben az altalunk
korabban elkezdett és mostanra felépitett elrendezés nem vagy kevésbé valna be, akkor
céljaink eléréséhez érdemes lehet atvenni ennek a munkéanak a hasznos elemeit. Hosszu tdvon
viszont mindenképpen tanulsagos lehet a mi munkankbol az UVRS vizsgilata egyszikil

rendszerben, amire még nem taldltunk példat a szakirodalomban.

23



5. OSSZEFOGLALAS:

A transzgénikus novények megkiilonbdztetése a nem transzgénikusoktol minden esetben
elvart. Egy jo lathaté vizudlis marker segitségével, akar koltséges molekularis biologiai
modszerek nélkiil megakadalyozhat6 lenne, hogy a transzgénikus novények nem kivénatosan
keriiljenek a termesztési- vagy fogyasztasi lancba. Munkank célja olyan transzgénikus arpa
eléallitasa volt, amelynek szemtermése ranézésre megkiilonboztethetd vad tipusu fajtarsaiétol.
Ehhez létrehoztunk két stabil transzformaciora alkalmas kazettat, amelyek az arpa germin
gének promoterei révén biztosithatjdk az Arabidopsis thaliana uvr8 gén szemterméshé;
specifikus expresszidjat arpaban. Az uvr8 gén az UV-B védelemben jatszik szerepet, amely
védelem fontos tényezo6je az antocianok felhalmozasa. Az antocian molekulak neutralis pH-n
lila vagy kék szintiek, ezért alkalmazhatoak vizualis markerként. Az elsé konstrukcional az
arpa germinB, a masodiknal a germinF mogé épitettiik be az Arabidopsis uvr8 génjét.
Terminatorként mindkét esetben nos-t hasznaltuk. Konstrukcidinkat agrobaktérium
kozvetitette transzformdacioval juttattuk éretlen arpaembridkba, ezekbdl kallusztenyészetet
hoztunk létre, amelybdl antibiotikumos szelekcioval novényeket regenerdltunk. Mindkét
konstrukcidval tobb fiiggetlen transzgénikus vonalat allitottunk el6. A beépitett transzgén,
lathatélag nem okozott karos élettani folyamatokat (pl. novekedésgatlast) a ndvény szamara,
ellenben a megnovekedett antocidn mennyiség segitheti a biotikus €s abiotikus stressz
védelmet.

RT-PCR segitségével igazoltuk a promoterek szemterméshéj specifikus expressziojat; a
szemterméshéjbol szarmazd mintdk pozitivak lettek, ellenben a leveélbdl szarmazokkal.
Munkénk legfontosabb eredménye, hogy az eddig csak gyari fitotron kamraban (extra UV-B
megvilagitas nélkiili) nevelt transzgénikus novények szemtermései is lathatoan kiilonboznek
az azonos koriilmények kozott nevelt vad tipusétol. Vizsgaltuk az antocian- és karotinoidszint
valtozasat szemterméshéjban a kaldsz érése soran. A legmagasabb antocianszintet a viragzas
utan 26 nappal detektaltunk, amely azutan csokkent. GerminB konstrukcioval transzformalt
ndvények esetében magasabb antocian mennyiségeket mértiink a kontrollhoz képest, amig a
germinF konstrukcioval transzformalt novények esetében alacsonyabbat. Eddigi eredményeik
ellentmondanak a szakirodalomban tapasztalhatoval, ahol a germinF promoter erdsebb
aktivitasat mutattak ki. A karotinoidok mennyisége a szemtermés érése soran folyamatosan
csokkent. A kontroll novényekben a transzgénikusokénal magasabb karotinoid szint volt

mérhetd. Ennek egy lehetséges magyardzata, hogy megemelkedett antocianszint esetén, talan
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alacsonyabb karotinoid mennyiség is elegendd az antioxidans funkciok ellatdsdhoz. Munkank
soran tehat sikeresen létrehoztunk olyan transzgénikus arpa ndvényeket, amelynek
szemtermése ranézésre megkiilonboztethetd vad tipusu fajtarsaiétol. Kimutattuk, hogy még a
teljesen érett fejlédési 4allapotban is tobb antocidan volt a transzgénikus ndvények
szemterméshéjaban, igy hossza tarolds esetén is megmaradhat a jelolé értéke. A
génkonstrukcionk alkalmas lehet példaul ehetd vakcinat termeld genetikailag modositott
novények jelolésére, amelyeknél kiilonosen fontos a koltséghatékonysag, valamint a
kontrollalt termesztési és feldolgozasi koriilmény. Ezen kiviil emlitésre méltd lehet, hogy
tudomasunk szerint a miénk az elsé munka, ahol egyszikli hattérben vizsgaljak az utdbbi
években széles korben kutatott UV-B receptor miikodését. A tovabbiakban tervezziik a
transzgénikus novények tovabbi vizsgalatait: antocian- ¢és karotinoid mennyiségi mérések

folytatdsa, antioxidans enzimek mérése, UV-B kezelések és ezek hatdsanak vizsgalata.

6. SUMMARY

As considerable public concern exists about transgenic crops, labeling of genetically
engineered food is required in many countries. A well characterised visible marker could
enable visual detection of transgenic plants that may replace expensive molecular biological
techniques regularly used for monitoring. The aim of this project was to generate transgenic
barley lines which were markedly distinct from wild type counterparts. This goal was
attempted to be achieved by over-expressing uvr8 gene that codes the receptor of UV-B light.
Upon UV-B exposure, expression of genes involved in protection (e.g. anthocyanin
biosynthesis) or reparation of harmful effects of UV-B light increase. Anthocyanins, non
photosynthetic plant pigments are typically colourful molecules hence they are suitable as
visual marker.Two transformation cassettes were assembled carrying testa or epicarp specific
promoter-driven Arabidopsis thaliana uvr8 gene. They were named GUNF (contains barley
germinF promoter) and GUNB (contains germinB promoter), respectively. Nos was utilised as
transcription terminator in both cases. For barley transformation immature barley embryos
were inoculated with Agrobacterium tumefaciens strain AGL1 harbouring GUNF or GUNB.
After antibiotic selection, tissue culture steps and plant regeneration several plantlets were

regenerated with each construct. Many independent transgenic lines were produced with both
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constructs. The presence of transgene was successfully confirmed by PCR and the
transcription was also verified in the seed coat by RT-PCR. The caryopses of these plants
were visually different, being more purple than wild type seeds, growing under the same
visible light conditions. We examined anthocyanin and carotenoid content of seed coat in the
course of spike development. Anthocyanin content of GUNB seeds has exceeded the wild
type throughout caryopsis development, whilst GUNF’s anthocyanin content lagged behind
them. Transgenic plants contained less carotenoid than wild types. The importance of our
study is given by that a construction was established suitable for labelling transgenic crops
e.g. edible vaccines, those particularly require reduced cost and controlled production
technologies. It also should be noted that this is the first study the widely investigated uvr8
gene in monocot system. Further work is still in progress, such as antioxidant enzyme assays,

UV-B treatment and investigation of its effect on uvr8 containing transgenic plants.

26



8. NYILATKOZAT A PALYAZO EGYENI HOZZAJARULASAROL A PALYAMUBEN LEIiRT
EREDMENYEKHEZ

Zelenyanszki Helga

e A konstrukcioépités egyes Iépéseiben Sebestyénnel és témavezetdnkkel kozel egyenld
aranyban vettlink részt, a leirt modszerek mindegyikét alkalmaztam a munka soran.

e Novénytranszformalas sordn izolaltam és transzformaltam arpa embriokat és részt
vettem a ndvényregeneralasi 1épésekben, ndvényi taptalajok elkésztésében.

e Nyertem ki RNS-t, amit cDNS-¢ irtam at, valamint genomi DNS-t a GUNF
névényekbdl; a mintakat PCR-el ellendriztem.

e Részt vettem az antocian és karotinoid kinyerésekben és mérésekben, az adatok

kiértékelésében.

Lukacs Mark Sebestyén

e Szerepet vallaltam a konstrukcid épitéshez sziikséges ndvényi anyag elékészitésében.

e Részt vettem a transzformacios kazetta elkészitésének minden 1épésében, a gének
izolalasatol az agrobaktérium transzformacioig.

e Ellendriztem a transzformacio hatékonysagat a GUNB-s novényeken; mind DNS mind
RNS szinten.

e Témavezetdmmel optimalizaltam az antocian- és karotinoid kinyerést, majd méréseket
végeztem ¢és elkészitettem a statisztikai adatokat.

e Hozzajarultam az eredmények kiértékeléséhez.
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