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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az emberiség egyik legértékesebb, a legnagyobb teriileten és mennyiségben
termesztett kultGrnovénye, kenyérgabonank, a buza. A vilag mezdgazdasagi
termelésében, 215 millié hektaros vetésteriiletével és megkdzelitden 600 millié tonnas
éves termésmennyiségével (KSH, 2001), vezetd helyet foglal el. Hazankban kozel 1
millié hektaron, az 0sszes szantoteriilet mintegy egynegyedén, termesztenek buzat 3,2—
4,0 t/ha éves orszagos termésatlaggal (KSH, 2000).

A buza Gshazajanak El18-Azsiat tartjak, ahonnan a torténelem el6tti idSkben
terjedt el (Koltay és Balla, 1982). Hazank teriiletén a targyi emlékek bizonysaga
szerint mar a bronzkorban ismerték. A magyarsag letelepedését kovetden az idok
folyaméan, mint legfontosabb ¢lelmiszerforrasunk, mezdgazdasagunk jellegzetes fo
novényéveé valt. Az 6si diploid és tetraploid fajok keresztezddésével jott 1étre a mai
koztermesztésbe vont hexaploid buza (Triticum aestivum L.), a kenyérbuza (Barabas,
1987), mely ploiditasi fokdbol adéddan kompenzalja a mutacids hatasokat, ugyanakkor
a mesterségesen bejuttatott gének nagyobb varidcios lehetdsséggel nyilvanulhatnak
meg benne. A tervszerli és tudatos nemesités valamint az agrotechnika fejlédésének
eredményeként alakultak ki a mai, korszerli igényeknek megfeleld fajtak. A
blizanemesités legfontosabb szempontjai: a termdéképesség novelése, kedvezdbb
beltartalmi értékek (tartalék fehérje, sikér tartalom) kialakitdsa és a stresszekkel

szembeni ellenéllas fokozasa (Barabas, 1987.; Koltay és Balla, 1982).

A hagyomanyos nemesitési moddszerek alkalmazasa mellett egyre inkabb
elétérbe keriilnek a biotechnologiai fejlesztések, ezek kozott is kiemelkedd szerepet
jatszanak a genetikai manipulaci6 modszerei. Az in vitro technikat kezdetben
merisztéma klonozésra hasznaltdk, mely nagy szamu genetikailag azonos névényegyed
rovid ido6 alatti, kis helyigényti eldallitasaval segitette a termesztést. A generativ sejtek
in vitro tenyésztésével a haploid kultarak révén nyert homozigota vonalak eldallitasa a
keresztezéses nemesités sok éves munkdjat csokkentette le. A ndvényi genom
modositasa kezdetben a sejtek és a sejtalkotok véletlenszerli transzportjaval tortént
(protoplasztfuzio, cibridizacid stb.). Elérelépést jelentett a tudatosan, adott célnak
megfelelden megtervezett és létrehozott genetikai vektorok bejuttatdsa a kisérleti

genomba. A génbevitel technikai mddszerei jelentds fejlédésen mentek keresztiil,



melyek kiilob6z6 moédokon novelték a protoplaszt membranjanak atjarhatosagat és
ezzel a transzformdcid hatékonysagat. Vegyszeres kezeléssel (PEG), és elektromos
sokkal (elektroporacid) csokkentettétk a plazmamembran ellenallasat, vagy
mikroorganizmus (Agrobacterium tumifaciens) szimbiota egyiitthatasaval tették
lehetévé a sikeres transzformaciot. A mechanikus médszerek koziil a mikroinjektalas
terjedt el. Ma mar a géntranszformacids kisérletekben a leggyakrabban génpuskat
hasznalnak, amellyel fém hordozora felvitt DNS-t nagy nyomaskiilonbséggel a

sejtekbe ,,belonek”.

A novénytermesztés hatékonysagat jelentds mértékben javitja a mitragyak
alkalmazasa. Az intenziv tipusu ndvényfajtak elterjedése fokozott tdpanyag igényiik
miatt megndvekedett miitragya felhasznélassal jar egyiitt. A kijutatott miitragyak egy
része nem hasznosul a novények szamara, igy a talajban akkumulaloédik, majd a
talajvizzel a kornyezetet tovabb szennyezi. A felhalmozottan ilyen mdodon Osszegyiilt
kemikalidk mérgezd hatast fejtenek ki. A mitragydk egyik f6 alkotérésze, a nitrogén
nitrat formajaban dasul fel a koérnyezetben. A nitrat fokozott asszimildcioja,
redukcigjat kovetden, nitrit mérgezéshez vezethet. Hazankban a mezOgazdasag
mitragya felhasznalasa 2000-ben 355 e tonna volt, melynek 73 %-a nitrogén mitragya
(KSH, 2000). Ez az 0Osszes mezOgazdasdgi miivelésii teriilet vonatkozasiban
hektaronkénti atlagos 44 kg/év nitrogén hatdéanyag felhaszndlast jelent. Az intenziv
bluzék termesztésénél a nitrogén mitragya tuladagoldsa nagyobb valosziniiséggel
bekovetkezhet, mert a termés értékét tobbek kozott a magas sikérfehérje tartalom
mindsiti, ami még inkdbb nagyobb mennyiségli nitrogén utdnpotlas kijuttatdsara
késztet. A nitrat okozta kdrnyezetszennyezés csokkentésének egyik megoldasa a nitrat
kémiai 4talakitsa, redukcidja nitritté, majd nitrogénné, mely a légkorbe tavozik. E
celbodl fejlesztettek ki és jo hatékonysaggal alkalmaznak immobilizalt nitratreduktaz
enzimrendszert talajvizek nitrat szennyezddésektdl valo tisztitasara (Mellor et al.,
1992). A masik lehetéség a kornyezetben feldusuld nitrat elimindldsara olyan
novényfajtak kifejlesztése, amelyek fokozott mértékben képesek a nitrat felvételére és

hasznositasara. Ez a nitratreduktdz gén modositasaval, technikailag a kivalasztott

crcr



Jelen kutatasi munka célja egy olyan ndvény modell 1étrehozasa volt, amely
lehetdséget ad annak vizsgalatara, hogy egy adott genetikai elem célzott bevitele
milyen hatékonysaggal valosithaté meg, €s megnyilvanuldasa milyen szinten és hogyan
mukodik. Vizsgalatunk targyaul a kornyezetvédelmi vonatkozasban és tdpanyag
hasznositasi szempontbdl is fontos nitrat asszimilaci6 egyik részfolyamatat, a nitrat —
nitrit redukciot, katalizalo nitratreduktaz enzimet valasztottuk. Az enzim termeléséért

A genetikai transzformacid kisérleti koriilményeinek meghatarozasa céljabol
munkank elsé részében a nitratreduktaz mitkodését befolydsolo tényezoket vizsgaltuk.
e Feladatul tliztiik ki, hogy a modellndvényként valasztott blizaban meghatarozzuk a
szubsztrat nitrat, az inhibitor glutamin és a szubsztratanalog klorat pontos szerepét és
hatasmechanizmusat a nitrat transzportjara és redukciojara vonatkozdan egyarant.

e Fontos tényezoként vizsgalni szandékoztunk a fény és a napi életciklus befolyasat a
nitrat redukcidjara, valamint az enzim aktivitas idébeni valtozasat.

e Tanulmanyozni kivantuk a kloratnak a ndvények fizioldgias allapotara kifejtett
hatasat. A klorat toxicitas megjelenési formajat, mint a klorat szenzitivitas—rezisztencia
mértékét, a nitratreduktaz aktivitds mindsitése céljabol véltiik sziikségesnek vizsgalni.

Munkank masodik részét a gén transzformécid tervezése, kivitelezése és
ellendrzése képezte.

o El6szor a gén transzformdcido szovetteny€sztési paramétereit vizsgaltuk &s
hataroztuk meg. Célunk volt a lehet6 leghatékonyabb mddszer alkalmazasa, melyben a
leginkabb alkalmas genotipus, explantatum, szdvettenyésztd taptalajok és nevelési
koriilmények kivalasztasat tiiztiik ki feladatul.

e A megbizhatéan miikodd novény—sejt-—ndvény in vitro rendszer megalkotasa utan
keriilt sor a transzformaland6 vektor és modszer kivéalasztasara, majd ezt kovetden a
gén bevitelére. A genetikai transzformacid6 modszereként a mai hasonlo témaju
kutatasokban legnagyobb gyakorisaggal és eredményességgel hasznélt génbeldvést
alkalmaztuk. A hasznos gén (cnx1 antiszenz) bevitele a gus riporter gént és bar marker
kallusztenyészetébe tortént.

e A transzformacié sikerességét kiilonb6zd szinteken foszfinotricin rezisztenciara

torténo szelekcidval, nitratreduktaz aktivitas mérésével és klorat teszttel ellenoriztiik.



ROVIDITESEK JEGYZEKE

2,4-D-2,4 diklorfenoxi ecetsav
AA-amino acid
ABA-abszcizinsav

Act-aktin

agn—agglutinin gén
Asp—aszparaginsav

BA-benziladenin

bar—foszfinotricin acetiltranszferaz gén

CaMV-Cauliflower Mosaic Virus
CAT—kloramfenikol-acetiltranszferaz
chl—klorat

Cys—cisztein

Cyt—citokrom
DMSO-dimetil-szulfoxid
EDTA-—<tilén-diamin-tetraecetsav
epsps—5-enolpiruvilsikimat-3-foszfat-
szintaz
FAD--flavin-adenin-dinukleotid
GAz—gibberelinsav
GDH—glutaminsav dehidrogenaz
Gln—glutamin

Gln—glutamin

Glu—glutaminsav

GOGAT-glutamat szintaz
GS—glutamin szintetdz
GUS—-gliikuronidaz

HATS-high affinity transport system
His—hisztidin

HMW-high molecular weight
IES—indolecetsav

KIN—Kinetin

LATS-low affinity transport system
LUC—luciferaz

MoCo—molibdén kofaktor
MPT-molibdopterin
MS—Murashige-Skoog
NADH-nikotinsav-amid-adenin-
dinukleotid
NADPH-nikotinsav-amid-adenin-
dinukleotid-foszfat
NED-1-naftil-etiéndiamin
Nia—nitratreduktaz apoenzim
NiR-nitritreduktaz
npt—neomicin-foszfo-transzferaz gén
NR-nitratreduktaz
NRA-nitratreduktaz aktivitas
Nrt—nitrat transzporter
PAT-foszfinotricin acetiltranszferaz
PEG—polietilénglikol
PTT—foszfinotricin

Ser—szerin

Tyr-tirozin

Ubi—ubiquitin

uidA—pB-gliikuronidaz gén
XDH—xantindehidrogenaz
ZEA-zeatin



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A buza genetikai transzformacioja

Az utobbi két évtized ndvényi biotechnologiai kutatasai azt mutatjak, hogy a
genetikai transzforméciés moddszerek legvaltozatosabb formainak folyamatos
fejlesztésével a sikeres génatvitelek szama hatvanyozottan novekszik. A rekombindns
DNS technika alkalmazdsa a ’80-as ¢évek elején vette kezdetét kétszikiieknek
Agrobacterium tumefaciens kozvetitette gén transzformacidjaval. Azota szamos
kétszikii névényfajnal ez a modszer sikeresnek bizonyult (Uchimiya et al., 1989). A
’90-es ¢vek masodik felére mar a modellkisérletek fokozatos fejlesztésével a kutatdsok
eredményeit olyan nagy rutinnal hasznaltdk, hogy a gazdasdgilag hasznos gének
bevitelével lehetévé valt genetikailag moddositott ) novényfajtdk eldallitdsa a
koztermesztés céljara. E nagy 1éptékii fejlodés ellenére az egyszikiieknél, ezek koziil is
a gazdasagilag legfontosabb kultarndvényeink (kukorica, buza, rizs és arpa) esetében
jelentds a lemaradas. Ennek egyik oka, hogy az Agrobacterium az egyszikiiek
iddszakaban lépéshatranyhoz vezetett a kétszikiiekkel szemben.

A genetikai transzformaci6 folyamatédban, ami egy idegen génnek a recipiens
sejtbe bejuttatasat, integralodasat, megnyilvanulasat és oroklédését jelenti, nagyon
fontos, hogy a transzformdns sejtek megorizzék szaporodd ¢és regeneralodd
képességliket. Ezért transzgénikus novényegyedek eldallitdsanak sikeressége
alapvetéen harom tényez6tol fiigg. Mindenek el6tt 1étre kell hozni egy megfeleld
hatékonysaggal mikodi novény — sejt — ndvény regeneracids in vitro rendszert. Ezt
kovetden fel kell épiteni egy az idegen gént hordozd olyan vektort, amely képes a
gazda genomjaba beépiilni, miikddni és 6roklédni. Végiil meg kell valasztani és az
adott feladathoz adaptalni kell a génbevitelnek azt a technikajat és paramétereit, ami a

két transzforméacios partner sikeres egyiittmiikodésének a leginkabb megfelel.



1.1.1. Sejttenyésztés és ndovényregeneracio

crer

cres

totipotenciajat gabonafélékre is igazoltdk (Vasil ¢és Vasil, 1980) Azodta a
legkiilonbozobb  explantatumokbol,  éretlen  embriobol, fiatal  virdgzatbol,
levélkezdezdeménybdl,  portokbdl, mikrosporabol €és  hajtadscsticsbol,  akar
organogenezis, akar szomatikus embriogenezis indukcidjaval, egyarant végeztek
sikeres regeneraciot (Gobel és Lorz, 1988; Vasil, 1988; Li et al.,1988; Pauk et al.,
1991.; Qureshi et al., 1989; Redway et al., 1990). A transzformécios kisérletekhez is
ezeket a sejteket, szoveteket haszndljdk, vagy az izolacidjuk utan kozvetleniil, vagy
embriogenezis indukcidjat kovetéen (Bommineni és Jauhar, 1997). Buza
Becker et al., 1994; Takumi és Shimada, 1996; Bommineni et al., 1997) vagy
mikrosporabol (Pauk et al., 1991; Zhou et al., 1993; Ingram et al., 1999) szarmaz6
sejttenyészeteken végzik. A fiatal szovetekbdl dedifferencialodd sejtek tenyésztése
Murashige-Skoog (MS) alaptaptalajon torténik (Murashige és Skoog, 1962 ), a
sejtproliferaciohoz 2,4 diklorfenoxi-ecetsavat (2,4-D) hasznalnak, melynek optimalis
koncentracidja 2 mg/l (Zhang et al., 2000). Ez az a 2,4-D koncentracid, amely elég
magas a sejtosztodads serkentéséhez, de elég alacsony is ahhoz, hogy a sejtek ne
veszitsék el regeneral6do képességiliket. Az embriogenezis serkentése €s az azt kovetd
regeneracio citokinin-auxin 1-1 aranyu elegyében ugyanolyan sszetételii taptalajon, a
taptalajon valdsithaté meg a legkonnyebben (Vasil, 1988; Redway et al., 1990; Chang
et al, 1991; Zhang et al.,, 2000). A szOvetteny€sztés minden fazisa kontrollalt
koriilmények kozott zajlik. A sejtek tenyésztése sotében, a ndvényregeneracid 16/8
fotoperiodusban hideg fény mellett torténik. Fontos az in Vvitro tenyésztés
iddtartamanak helyes megvalasztasa. Elegendd iddt kell biztositani a sejtek nagy
1éptekii felszaporitasahoz, ugyanakkor a til hosszara nyult kalluszképzés és szaporitas
csokkenti a sejtek regeneralodd képességét, valamint noveli a szomaklonalis

variabilitas lehetdségét (Nehra et al., 1995).
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1.1.2.Vektor épités

Egy idegen gén megnyilvanulasit a ndvényi genomban szamos tényezd
befolyasolja. Igy a vektor beépiilési helye a gazda novény genomjaba, a transzformalt
transzformécio sikeressége érdekében a transzformacié céljaul szolgalé u.n. hasznos
génen kiviil a vektornak tartalmaznia kell az adott kdrnyezetben aktiv promotert, a
transzformaci6 megtorténtét jelzé riporter gént ¢és a vélhetd transzformans
mitkoddképességét bizonyitdé marker gént.

Az idegen gén fokozott megnyilvanuldsanak eldsegitésére kétféle megoldas
mutatkozik. Az egyik, az Onmagdban egyszikiiecknél alacsony szinten miikodo
konstitutiv CaMV 35S promoter és a kodold génszakasz kozé egy intron beépitése,
mely jelentdésen noveli a promoéter hatékonysagat és altala a gén megnyilvanulasi
szintjét buzaban (Vasil et al., 1992; Becker et al., 1994). A masik konstrukcios
lehetdség egyszikii konstitutiv promoterek, mint a rizs aktin (Actl) promoéter (McElroy
et al., 1990) vagy a kukorica ubiquitin (Ubil) promoéter (Christensen et al., 1992)
beépitése a vektorba.

A riporter gének mukodése olyan enzimreakciot indukal, melyek révén
szubsztratjuk bomlasat kovetden szines vagy fluoreszkald termékek megjelenése jelzi
a transzformaciods esemény bekovetkeztét. A legéltalanosabban hasznalt riporter gének
a B-glikuroniddz (GUS), a luciferaz (LUC) illetve a kloramfenikol-acetiltranszferaz
(CAT) enzimek szintézisét inditjak be (Metz és Nap, 1997). A GUS aktivitast el6idézd
UidA gén hasznalata altalanos, bar hatranya hogy kifejez6dését kovetdéen — a
transzformalt sejtkolonia kékre festddése — a regeneracios képess€g drasztikusan
csokken.

A marker gének miikodése olyan enzimeket termel, melyek hatdsa valamilyen
Uj, a vad tipusban nem megtalalhat6 tulajdonsdg megjelenésében nyilvanul meg. E
tulajdonsag alapjan a transzformans egyedek szelektdlhatok. A szelekcds, marker
gének héarom, hatdsukban eltérd csoportjat kiillonboztetik meg, antibiotikum
rezisztenciat és herbicid toleranciat okozo, valamint metabolitok képzddését kivalto
szerepilk szerint (Metz és Nap, 1997). Az antibiotikum rezisztencia gének koziil
gabonaféléknél a kanamicin hatasat felfiiggeszté nptll marker gént hasznaljak, mely
tobbek véleménye szerint a buza nagyfokii kanamycin tolerancidja miatt, annak

szelekcidjara kevésbé alkalmas (Hauptmann et al.,1988; Peng et al.,, 1992),
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mindamellett a transzformadnsok regeneracios képességét nagy mértékben csokkenti.
Transzformalt buzédban két herbicid rezisztenciat okozd gén is jol hasznalhatd
szelekcios markerként. A glifozat rezisztenciaért felelos novényi eredetli epsps gén a
sikiminsav gylriis aminosavakka konvertaldsat gatld glifozat hatasat fiiggeszti fel
azaltal, hogy a mutans gén olyan hibas szerkezetli enzimet kddol, melyhez a glifozat
nem tud kotddni. A foszfinotricin néven ismert glufozinat-aménium a glutamin
szintetdz (GS) miikodését gatolja, ami az ammodnia endogén felszaporodasahoz és
altala végs0 soron a nodvényi sejt pusztuldsdhoz vezet. A buza transzformacios
kutatasokban szelekcidos markerként szinte kizarolagosan hasznalt bar gén (Weeks et
al.,1993; Zhou et al., 1993; Becker et al., 1994; Takumi és Shimada, 1996; Bommineni
et al. 1997; Ingram et al., 1999; Zhang et al., 2000) a foszfinotricin-acetiltranszferaz
(PAT) enzim szintéziséért felel, amely acetildlja, és ezzel inaktivalja a foszfinotricint.
Mivel a transzfomacié eredményeként az idegen gén stabil beépiilése csak kis
valészintiséggel kovetkezik be, ugyanakkor a transzformalt sejtek regeneracios
képessége elmarad az idegen gént nem tartalmazokétol, nagyon hatékony é&s
megbizhatéan miikodd szelekcidos rendszerre van sziikség. Ennek megtervezése
kiterjed a szelektiv 4gens koncentracidjara, hasznalatdnak id6pontjara és
iddintervallumara, valamint ez utdbbikkal Osszefliggésben, a transzformalt

sejttenyészet ¢életkorara.

1.1.3. A transzformacio modszerei

A géntranszformacids kutatasok kezdetén a kisérletek targyai a Solenaceae
csalad tagjai (dohdny, petinia, paradicsom burgonya stb.) voltak, melyek
sejttenyészeteibol a transzformaciot kovetden konnyen regeneraltak transzgénikus
a DNS bejuttatatdsdnak modja, hanem a transzformalt sejtek tenyésztése jelenti.

Az idegen gének bevitelének kezdeti mddszere a protoplaszt transzformacid
volt. Eletképes protoplasztok konnyen izolalhatok egyszikiiek fiatal leveleinek mezofil
szovetébdl (Vasil és Vasil, 1987), tovabbnevelésiikk viszont nem megoldott, mert
nehezen osztédnak. A génbevitel eredményessége a membran ellenalloképességének
idoleges felfiiggesztésével novelhetd. Ez kémiai (polietilénglikolos kezelés), vagy

fizikai (elektromos shock) behatassal érhetd el. A protoplasztok felnevelése
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szuszpenzids  sejttenyészetekben  torténik, melybdl embriogenezist kovetéen
fejlodhetnek transzformans novények. Az embridképzés eredményessége genotipus €s
explantatum fliggd. A protoplaszbol torténd sikeres ndvényregeneraciohoz az éretlen
embriobdl vagy portokbol szarmazd protoplasztok a legalkalmasabbak. Az elsé
transzgénikus gabonaféléket rizs és kukorica éretlen embrid eredetii protoplasztjaibol
nevelték fel. A DNS-t elektroporacioval (Rhodes et al., 1988), vagy polietilénglikol
(PEG) kezeléssel (Zhang és Wu, 1988) juttattdk be a protoplasztokba. Késdbb
transzgénikus arpat is sikeresen eldallitottak PEG-kezelt protoplasztok szuszpenzids
kultarajabol (Funatsuki et al. 1995). A protoplasztok tenyésztése a kis osztodasi
gyakorisag mellett elvart megfeleld kihozatal miatt iddigényes. A tenyésztési idd
novekedésével csokken az embridképzést indukald képességiik és nd a szomaklonalis
variabilitds lehetdsége. Mindezek miatt, a modszer allando fejlesztése mellett, egyéb
géntranszformacios eljarasok kifejlesztése valt szlikségessé.

Az  agrobaktérium kozvetitésével végbemend géntranszformécio az
Agrobacterium tumefaciens talajbaktérium olyan kiilonleges képességén alapul, hogy
tumort indukalé plazmidja (Ti-plazmid) DNS-ét (T-DNS) a gazdandvény genomjaba
képes juttatni, amely abba beépiil. A transzport a névény sebzési feliiletén torténik, és
tumoros hegképzdodéssel jar egylitt. A T-DNS miikodésének szabalyozasa a baktérium
altal kontrollalt, tobbek kozott a ndvényi sejtek hatvanyozott szaporoddsara és ndovényi
hormonok fokozott szintézisére iranyul. A ndvények epidermiszét megsértve, az
Agrobacterium tumefaciens fert6zéssel bejuttatott T-DNS-re épitett vektor hatékony
mechanikai behatasokra szklerotikus tiinetekkel reagdlnak, nem adva lehetdséget
ezaltal a tumoros szoveteken keresztiil zajlo agrobaktériumos fertézésre. Ez az oka
annak, hogy az egyszikiiek transzformacidja sokdig eredménytelen maradt, és az elsd
sikeres kétszikii transzforméciot (Barton et al., 1983) csak tiz évvel kdvetden hozott
eredményt, amikor ¢éretlen embriot fertdztek a vektor T-DNS-t hordozé
agrobaktériummal, és allitottak eld transzformalt rizst (Chan et al., 1993). A novény —
baktérium anyagcserefolyamatok kutatasa kideritette, hogy az agrobaktérium
fertézOképességét okozo virulencia gének, amelyek a T-DNS ndvényi sejtbe jutdsaért
felelosek, csak a novény sériilésre adott valaszreakcidjaként képz8dd kémiai szignal
(acetosziringon képzddés) hatdsara mitkddnek. Ez a felismerés tette lehetévé az

egyszikliek és ennélfogva a gabonafélék agrobaktérim kozvetitette hatékony genetikai

crer
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tulmiikodést indukald virulencia géneket épitettek be binaris vektorba, mellyel
lehetévé valt rizs transzformacidja (Hiei et al., 1994). Masik, a transzformacid esélyét
noveld modszer kétszikii sejtkivonat, vagy sziringon adasa a sejttenyészt6 tapoldathoz,
mely révén arpa (Tingay et al., 1997) és buza (Cheng et al., 1997) agrobaktériumos
transzforméciojat is megvalositottak.

A legujabban kifejlesztett és ma mar rutinszertien hasznalt gén transzformacios
technika a génbelovés. A Cornell Egyetemen kifejlesztett “biolistics” néven ismertté
valt modszer (Sanford et al., 1990.) direkt génbevitelt tesz lehetové. A ndvényi
sejttenyészeteket DNS-sel adszorbalt 1-4 pum atméréjii wolfram vagy arany
részecskékkel, ,,mirolovedékekkel” ,,bombaznak”. A részecskéket elektromos arammal
vagy vakuummal olyan nagy sebességre gyorsitjak fel, hogy azok a sejtfalat attorve a
novényi sejtekbe bejuthassanak. A bekeriilt DNS altal hordozott tulajdonsagok
megnyilvanulnak, és véletlenszerii rekombinacioval a névényi genomba beépiilhetnek.
Az expresszalodas megjelenését a hisztokémiai festddéssel detektalhatod riporter gén
(pl. gus) hatasa jelzi. Ez lehetdséget ad, a transzformalt sejtek mennyisége ¢és
elhelyezkedése alapjan, a miuvelet paramétereinek optimalizalasara. A sikeres
integralodas a marker gén (pl. bar) okozta rezisztencia alapjan mutathato ki.
Részecskebelovéssel az elsd transzgénikus buzat Vasil és mtsai. (1992) regeneraltdk. A
felnevelt novények a To nemzedékben nem bizonyultak fertilisnek. Az
utodnemzedékben is megnyilvanuld transzgén bevitelét Weeks ¢€s mtsai. (1993)
végezték sikeresen, buza éretlen embrid eredeti 5 napos kallusztenyészetének
belovésével. A transzformacidos gyakorisag kevesebb, mint 1% volt, a ndvények
felnevelése a transzformdciot kovetden 6 honapig tartott és a transzgén a Ti
nemzedékben is megjelent. A transzformdcio eredményességét szerv dedifferencialas
szkutellum, mint kalluszképz6 explantatum alkalmazasaval (Nehra et al., 1994)
novelték, 1%-ndl nagyobb kihozatalra. Tobb kutatocsoport (Ingram et al., 1999;
Rasco-Gaunt et al., 1999) is vizsgélta és meghatarozta a génbelové berendezés
hasznalatanak optimalis paramétereit, amelyek koziil els6sorban a beldvési uthossz, a
nyomas ¢és a vakuum nagysaga, a hordoz6 mérete €s a DNS felvitelének koriilményei
befolyasoljak a transzformdacid sikerét. A transzformdacios taptalaj Osszetételének
modositasdval (megfeleld hormon koncentracid, ozmotikum alkalmazasa), a

legalkalmasabbnak vélt explantditum meghatarozasaval (szkutellum eredetli kallusz),
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buza genetikai transzformdacidja a génbelovés modszerével 9-10%-os hatékonysaggal
is végezhetd (Zhang et al., 2000).
alkalmaztak, mint a makroinjektalas, mikroinjektalas, pollencsatornan keresztiili
génbevitel, elektroporacio, ultrahangos- vagy lézeres kezelés (Repellin et al., 2001),
melyeknek tovabbfejlesztése 0j utakat nyithat a gén transzformdcio teriiletén.

Ma a buza genetikai transzformacidja a leghatasosabb modon génpuskaval

torténik.

1.1.4. Hasznos gének bizaban

Az utébbi évtized novényi géntranszformacios kutatasainak eredményeiként a
legfontosabb gabonafélék korében szamos transzgénikus novényvonalat allitottak eld.
A szant6foldi kisérletek eredményeinek fiiggvénye, hogy ezek 1), transzgénikus
fajtaként a kdztermesztésben megjelenjenek.

Gabonafélék esetében a termesztésben hasznos, ¢€és géntranszformacidval
javitott harom, leginkébb vizsgalt tulajdonsag: az ellenalloképesség, a magmindség €s
a morfolédgia (Repellin et al., 2001).

Az ellenalloképesség genetikai fejlesztése kiterjed a herbicid rezisztenciara és a
kartevokkel szembeni védelemre egyarant. A gyomirtd szerekkel szembeni védelem
haromféle biokémiai hatdsmechanizmus szerint torténhet (Stalker et al., 1988): a
herbicid megkotésével, kémiai atalakitdsdval vagy enzimes kotésének gatlasaval. A
herbicid rezisztenciat kialakit6 genetikai modositas, ennek megfeleléen, egy herbicid
érzékeny hatdanyag taltermeltetésére, a herbicidet hatastalanitd enzim szintézisére,
vagy a herbicid altal gatolt enzim mutans valtozatat kodold gén beiiltetésére iranyul.
Buza esetében glifozat (Roundup) és foszfinotricin (Basta) rezisztencia kialakitdsdban
értek el eredményt. Triticum aestivum L. Bob White fajtaba Zhou és mtsai. (1993) az
elobbi, tobb kutatocsoport (Weeks et al., 1993; Becker et al., 1994; Nehra et al., 1994)
az utobbi rezisztencia gént vitte be. Foszfinotricin rezisztens durum buzat (Triticum
turgidum L.) Bommineni és mtsai. (1997) allitottak eld.

A kartevokkel szembeni rezisztens gabonafélék koziil a legnagyobb jelentdsége
a koztermesztésbe vont rovar rezisztens kukoricanak van, melyet lepke kartétele ellen

Bacillus thuringiensis &-endotoxint termeld génje véd (Koziel et al., 1993).Buza
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vonatkozasdban a korokozok széles skalaja ellen torténtek sikeres géntranszformaciok.
allitottak el6 kalaszfuzarium (Fusarium graminearum) rezisztens buzat. A masik, biza
kartételében jelentds gomba, a levél és szarbetegséget okozd buza lisztharmat
(Erysiphe graminis) elleni védekezést szintén a kitinazt kodold gén sikeres bevitele
illetve germin-szerti fehérjék hatasanak megnyilvanulasa teheti lehetévé (Bliffeld et al.
1999; Schweizer et al., 1999).

A rovarok elleni rezisztencia terén elért eredményeket buzaban két
kutatocsoport (Alpeter et. al., 1999; Stroger et al., 1999) munkai fémjelzik. Alpeter és
mtsai. tripszin inhibitor miikodtetésével a buza mezei gabonamollyal (Sitotroga
cerealella) szembeni védelmet fejlesztették ki. Stroger és mtsai. agglutinin gén (gna)

A buza magmindségének javitasa szempontjabol a tartalékfehérjék ¢és a
keményitd jatszik dontd szerepet. A gabonafélék koziil a buzanak a legnagyobb a
fehérjetartalma, atlagosan 12 %, de elérheti a 20 %-ot is. A magfehérjék (gliadin és
glutenin) a kenyér sikértartalmat hatdrozzdk meg, és a kenyértészta elaszticitasat,
gyurhat6sagat befolydsolva, kozvetve hatnak a kenyér mindségére. A kenyértészta
mindségét a glutenin nagymolekulatomegii frakcidjanak ndvelése javitja. A HMW
(high molecular weight) glutenin termeléséért a buza Bl kromoszéman levd két
tobb buiza fajnal is sikeriilt megoldani. A kozonséges kenyérbuzanal (Alpeter et al.,
1996; Barro et al., 1997), tritikalénal és durum buzénal (He et al.,1999) valamint
tritordeumnal (Rooke et al, 1999) egyarant valamelyik transzgénnek, vagy
szilardsagaban is mérhetd volt.

A keményitd a gabonamagvak szarazanyaganak 50 — 80 %-at alkotja (Lasztity,
1996). Mindségét két alkotorészének (ammildz és amilopektin) aranya hatarozza meg.
Az amilopektin molekuldk lancrovidiilése olyan szerkezeti valtozasokat okoz, ami
alacsony homérsékleten bekdvetkezd gélesedést és csokkent viszkozitast eredményez
(Edwards et al., 1999). Ezek a tulajdonsagok a kenyérgabondk siitéipari értékét
novelik. A keményitélanc atalakitasaért, bontasaért felelés enzimeket kodolo gének

crer
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A ndvények morfologidja és fiziologidja nagyrészt kihat a terméshozamra és a
termés mindségére is. A heterdzishatds (hybrid vigor) megndvelt terméshozamhoz
vezet. Az Onbeporzd6 novények hibridjeinek eldallitasdhoz az anyai vonal
himsterilitasat kiillonb6z6 in vivo modszerekkel (spontan mutans szelekcid, mutagén
indukcid, gametocid indukcid) biztositjadk (Barabas 1987). A barnase gén sikeres
beiiltetésével in vitro hoztak 1étre himsteril buzat (De Block et al., 1997). A regeneralt
novények himsteril virdgzatot fejlesztettek, és az Onmegtermékenyiilés hijan a

keresztbeporzas technikajat leegyszertsitették.

1.1.5. A transzformacié paraméterei

e ey

kovetkezd szempontok figyelembe vételével novelhetd (Repellin et al., 2001):
e atranszformadciora €s a regeneraciora legalkalmasabb genotipus és explantatum
kivalasztasa;
e a szomaklondlis variabilitds csokkentése a szdvetenyésztés idejének
leroviditésével,;
e ¢rzékenyen megnyilvanuld riporter €s jol szelektalhatdo marker gén valasztésa;

e kozvetlen DNS beviteli mddszer, mint a génbelovés;

Az eddigi kutatasi eredmények alapjan valoszinlinek tlinik, hogy egyszikiiek
genetikai transzformacioja éretlen embrio eredetii sejtvonalakkal a legeredményesebb.
Az idegen gén bevitele génpuskaval torténik. A transzformacié sikerességének
igazolasara az integralddds szintjén a gus gén, az expresszaldodas szintjén pedig
valamilyen rezisztencia gén, praktikusan a transzformacids kisérletekben legtobbszor

hasznalt, igy 6sszehasonlitasra is alapot ado bar gén az egyik legalkalmasabb. Kutatd
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1.2. A nitrat asszimilacioja

A novények nitrogén sziikségletiiket szervetlen nitrogénforrasokbol fedezik. A
talajban fellelhetd két alapvetd nitrogénforrds a szerves bomlastermékekbdl
ammonifikalas utjan képz6ddé ammonia valamint az ammoénia oxidacios-redukcios
atalakulasanak eredményeként keletkezé molekularis nitrogén. Az ammonia tulnyomad
részét a talajlako mikroorganizmusok sajat anyagcserefolyamataikban felhasznaljak. A
molekuléris nitrogén jelentés hanyada a légkorbe tdvozik, visszamaradd része pedig
csak azon kevés novény szdmara hozzaférhetd, amelyek nitrogénko6té baktériumokkal
(Rhizobium és Azotobacter fajok) szimbiodta ¢letformat alakitottak ki. A redukalt
nitrogénformakat az aerob mikroorganizmusok oxidaljak, a nitrifikacié eredményeként
a nitrogén legnagyobb része nitrat formdjaban 4ll a ndvények rendelkezésére. A
novények ezért nitrogén igényiiket alapvetden nitrat asszimilacidjaval biztositjak. A
nitrat jelentds része a talajbol er6zid révén kimosodhat, mas részét pedig a denitrifikalod
baktériumok is hasznositjak. A hozzaférhetd nitrat koncentracioja széles értékek kozott
(10 uM-t6l 100-mM-ig) valtozhat (Crawford, 1995). Ezért a novényeknek nagyon
érzékeny, hatékonyan miikodd és jol szabalyozott apparatussal kell rendelkezniiik a
nitrat felvételére és felhasznalasara.

A nitrat asszimilacidja a novényekben harom {6 1épésben valosul meg:

— a nitrat felvétele;
— a nitrat redukcidja ammoniava;
—az ammonia beépitése anyagcsere intermedierekbe;

A nitrdt a talajbol a gyokérsejtekbe jut, ahonnan nagy része a ndvényi
tapanyagszallitd rendszeren keresztiil a levelekbe szallitddik. A visszamaradd rész a
gyokérsejt nitrogén anyagcseréjében vesz részt, foloslege pedig a vakuolumban
tarolodik. A nitrat felvétele a sejtek plazmamembranjan keresztiil aktiv transzporttal
torténik. A sejt belsejébe nitrattranszportter (Nrt) enzimfehérje kozvetitésével jut. A
folyamat hajtoereje proton kotranszport (Crawford, 1995).

A nitrat redukcidja ammonidva két 1épésben valosul meg. Az elsd 1épést a
nitratreduktdz (NR) enzim katalizalja, amely a nitratot nitritté¢ redukélja. A reakcio 2
elektront igényel, melyeket NAD vagy NADPH redox koenzimek biztositanak. A

nitrat redukcidja a citoplazmaban jatszodik le (Solomonson és Barber, 1990).
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NAD(P)H + H* —— NADP)" + 2H* + 2e
NO; + 2H* + 2 _NR_ 5 NO, + H,O

A masodik redukcios 1épés a kloroplasztiszban vagy mas plasztiszokban zajlik,
ahol a nitritreduktaz (NiR) a nitritet ammoéniava redukalja. A redukcid 6 elektron
sziikségletét a kloroplaszt ferredoxinja illetve a plasztidok feredoxin-szerii enzimje

szolgaltatja (Suzuki et al., 1985).

6Fe2* ——  B6Fe’* + 6e

NO;  + 6H" + 6 _NIR 5 NH; + H,0 + OH-

Az ammonia o-ketoglutarsav glutaminsav-dehidrogenaz (GDH) katalizalta
direkt reduktiv aminalasaval, majd a glutamin-szintetaz (GS) ¢és a glutamat—szintaz
(GOGAT) enzimek koézremiikddésével amidként illetve aminocsoportként épiil be. A

glutaminsav szolgéltatja az aminocsoportot a tobbi fehérjét felépitd aminosav szdmara.

1.2.1. A nitrat felvétele

A nitrat felvétel mechanizmusanak sokoldalinak és hatékonynak kell lennie,
mivel a novényeken beliil nagy mennyiségli nitrat szallitdsara van sziikség, hogy a
kiilsd kis nitrat koncentracioval szembeni nagy belsd igénynek megfeleld mennyiség a
rendelkezésre alljon. A hatékony miikodés érdekében a novények kifejlesztettek egy —
sokfazisu szallito rendszert.

A nitrat felvétele a gyokérzet epidermalis ¢és kortikalis sejtjeinek
plazmamembranjain keresztiil torténik (Larsson és Ingemarsson, 1989). Ezt koveti a
tonoplaszt membranjan valo atjutas (Granstedt és Huffaker, 1982; Miller és Smith,
1992), valamint a szallitorendszer sejtjeinek, majd a levélsejtek plazmamembranjan
keresztiili transzport (Jackson et al., 1986). A nitrat felvétele elektromos
potencialgradienssel (-100mV) szemben valésul meg, melynek hajtoereje proton
kotranszport. A proton-gradiens fenntartdja a H'-ATP-4z enzim. A nitrat felvétele

kézben a membran gyors és atmeneti depolarizaciot szenved, ami a sejt belsd
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elektrédpotencialjanak atmeneti, 1-2 perces + 60 mV-ra emelkedésével jar egyiitt
(Tsay et al., 1993). A depolarizicidhoz minden egyes nitrat ion bejutdsakor
legkevesebb két proton kotranszportja sziikséges. A pH novelése a sejten kiviil gatolja
a nitrat felvételét, ugyanakkor a savanyiubb kozeg eldsegiti bejutasat (Siddiqi et al.,
1992; Ullrich és Novacky, 1990).

A nitrat felvételét a nitrattranszporter enzim (Nrt) katalizalja. Az enzim a nitrat
koncentraci6 nagysagatol fiiggden két kiilonboz6 rendszerben fejti ki hatasat. Az egyik
egy nagy affinitasa rendszer (HATS = high-affinity nitrate system, 5<Kn<200 uM),
amely dominans a nitrat felvétele és transzportja szempontjabol, és kis illetve kdzepes
nitrat koncentracié (<1 mM) esetén miikodik. A masik egy kis affinitast rendszer
(LATS = low-affinity nitrate system), amely kézepesnél magasabb nitrat koncentracio
mellett hatasos (Doddema és Telkamp, 1979; Hole et al., 1990). Kukorica €és arpa
gyokérzetének fiziologias nitrat felvétele alapjan kimutattdk, hogy a kis affinitast
rendszer (Nrtl) konstitutiv, linearis lefutdsi kinetika jellemzi (Hole et al., 1990;
Siddiqi et al., 1990; Glass et al. 1992). A nagy affinitast rendszer, kinetikéjat tekintve
tovabbi kétféle transzporter (Nrt2:1 és Nrt2:2) miikodését allapitottdk meg (Glass és
Siddiqi, 1995). Az egyik nitrat altal indukalhato és transzkripcios szinten szabalyzott,
kinetikaja telitési gorbét mutat, a masik konstitutiv. Mindkét rendszer feed-back

szabalyozas alatt all: a gyokérben felszaporodo nitrat tartalom gatolja a nitrat felvételét

(Hole et al., 1990; Siddiqi et al., 1990; King et al., 1992).

1.2.2. A nitrat redukcioja

A nitrogén asszimilacid, a nitrat felvételét kovetd, masodik {6 részfolyamata a
nitrat redukcidja ammonidva. A nitratredukcid elsd és sebességmeghatarozo 1épése) a
nitratnak nitritté torténd atalakitdsa. Ez a folyamat egyidejlileg és egymassal
kdlcsonhatasban folyik a nitrat sejtbdl vald kidramldsaval és a vakuolumba torténd
transzportjaval. A hdrom folyamat egymashoz vald viszonya a nitrat koncentracio altal
szabalyozott (Hoff et al., 1994). A nitrat redukcigjat katalizaldé nitratreduktaz (NR)
elsddlegesen a gyokér epidermisz és kortikalis sejtjeinek citoszoljaban valamint a szar

mezofil sejtjeiben helyezkedik el (Fedorova et al., 1994).
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1.2.2.1. A nitratreduktaz enzim szerkezete

A nitratreduktdz enzim (NR) az oxidoreduktazok osztalyaba tartozik. Az enzim
elektrondonorja a NADH vagy a NADPH lehet.

Az eukariotaknal az enzim harom szerkezeti formaban fordul eld, aszerint,
hogy csak a két elktrondonor valamelyikét , vagy barmelyiket képes megkotni (Streit
et at., 1987). Ennek megfelelen a 2. alosztalyon beliil harom kiilonb6zd folydszamon
tartjak nyilvan:

— NADH:NR (E.C.1.6.6.1.) pHopt=7.5
— NAD(P)H:NR  (E.C.1.6.6.2)  pHot=6.5
— NADPH:NR (E.C.1.6.6.3.) pHopt=5.8

Az elsé és a harmadik forma monospecifikus, azaz az elektrontranszport
lancban NADH illetve NADPH redox koenzimet tudnak koétni. A masodik forma
egyarant képes NADH-val és NADPH-val is kapcsolddni, ezért bispecifikus.

A magasabbrendli novényekben mindharom izoform dimer szerkezetii, a
miikodo enzim teljes szerkezetét két kapcsolodo egység alkotja. Ennek megfelelden az
elsé és a harmadik forma homodimer a masodik forma pedig homo- és heterodimer
szerkezetli lehet. Az elsé forma elterjedten fordul eld a magasabbrendii ndvények
kozott. A masodik forma heterodimer alakja  tobbek kozott megtalalhatdo a
kukoricaban, az arpaban, a rizsben és a szdjaban (Redinbaugh és Campbell, 1981;
Streit et al., 1987; Kleinhofs és Warner, 1990), homodimer valtozata pedig pl. a nyir
leveleiben (Friemann et al., 1991). A harmadik forma magasabbrendii névényekben
nem fordul eld, csak gombakban €s moszatokban (Guerro et al., 1981; Padidam et al.,
1991).

A dimerek mindkét alegysége 100-120 kD molekulatomegii (Solomonson és
Barber, 1990) és 881-tdl (bab) 926-ig (spenodt) szamu aminosavat tartalmaz (Srivastava
¢s Shankar, 1996). Az alegységeket felépitd aminosavak koziil a savas jellegliek
vannak tobbségben a bazikusokhoz képest; pl. a tok NR izoelektromos pontjat pl. 5.7-
nek taldltdk (Redinbaugh és Campbell, 1985). A dimér szerkezetté vald
Osszekapcsolodast diszulfid-hidak biztositjak (Hoff et al., 1992).

Az alegységeket harom-harom domén alkotja, melyek mindegyike megkot egy-
egy prosztetikus csoportot (Solomonson és Barber 1990). Ezek a prosztetikus
csoportok a felelések a redox folyamat (elektronatvitel) kataliziséért. A katalitikus

doménok helye és sorrendje meghatirozott. Az egyes prosztetikus csoportokat kotd
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aminosav szekvencia homoldgiat mutat mas enzimek (citokrom b5 reduktaz, citokrom
b5- és szulfitoxidaz) ugyanazon prosztetikus csoportokat kotd aminosav
szekvenciaival (Calza et al., 1987; Crawford et al., 1988; Neame ¢s Barber, 1989). A
polipeptid lanc N-terminalis részéhez egy molibdén tartalmu kofaktor (MoCo), a
kozéps6 szakaszhoz egy hem molekula (Cyt bss7), C-terminalis részéhez pedig FAD
koenzim kapcsolodik (Redinbaugh és Campbell, 1985).

1.2.2.2. A nitratreduktaz enzim miikodése

A nitrat redukcidja nitritté egy tobblépéses redoxi reakcio, amelynek sordn a
nitratreduktdz harom doménjén elektrontranszport megy végbe. Az enzim a
polipeptidlanc két végén egy-egy aktiv centrummal rendelkezik. A C-termindlis az
elektrontranszport lanc kezdete. Aktiv centrumaban a NAD(P)H elektronokat ad at a
FAD-nak, melyek a Cyt bss; kozvetitésével jutnak az N-terminalis aktiv centrumaba.
Itt a MoCo segitségével keriilnek at a nitratra, mely igy nitritté redukalodik (Srivastava
¢s Shankar, 1996). Ennek megfelelden az elektronatvitel ttja:

NAD(P)H — FAD — Cytbss7 - MoCo — NOs~

A redox folyamat sebességmeghatarozd 1épése a hemr6él a MoCo-ra vald
elektronatvitel (Campbell, 1996). A MoCo doménrdl ugy vélik, hogy magasabbrendii
novényekben az enzim alegységek dimerizalasaért is felelés. Chlorella-ban, ahol a
magasabbrendii novényekkel ellentétben a NR homotetramer (Howard és Solomonson,
1982), a hem doménnek van szerepe az alegységek Osszekapcsolasdban. Az 1. édbra a
nitratreduktaz szerkezetét és az elektronatvitel lehetséges modjait mutatja (Hoff et al.,
1994).

A nitratnak a fiziolégiasan lezajlo, NAD(P)H — mint elektrondonor —
kozvetitésével végbemend redukcidja mellett a nitratreduktdz enzim tobb
részaktivitassal bir in vitro, melyek mesterséges elektrondonorok/-akceptorok hatdsara
nyilvanulhatnak meg (Hoff et al., 1994). Ezek a vegyiiletek egy vagy tobb prosztetikus
csoportra — az enzim egy vagy tobb doménjére — képesek hatni. A részleges
enzimaktivitas alapvetden kétféle lehet: NADH dehidrogenaz (diaforaz) aktivitas és
termindlis nitratreduktdz aktivitds. A dehidrogendz aktivitds a NAD(P)H-rol visz at
elektronokat és redukél szamos mesterséges elektronakceptort, mint a ferricianid és a

citokrom c. A termindlis nitratreduktdz aktivitas a nitratnak nitritté valo redukciojat ez
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esetben oly mddon teszi lehetdvé, hogy az elektronokat mesterséges elektrondonorok

szolgéltatjak, mint a metilibolya, a redukalt brémfenolkék és a flavin nukleotidok.

Mesterséges e akceptorok
Citokrom c Ferricianid

Mesterséges
e donorok NADH + H*

FMNH:

Metilibolya

Brémfenolkék

NOs

NO2

Proteaz érzékeny kotés

1. abra A nitratreduktaz szerkezeti modellje

A nitratreduktdz sematikus szerkezeti 4abrazoldsdban lathatd az enzim dimer
szerkezete, melynek 3-3 doménje a fehérjelanc C-terminalisatél az N-terminalisig
sorrendben FAD, hem és MoCo prosztetikus csoportokat kot meg. A domének kozotti
kotés protedazokkal hasithatd és 0Onalld miikodoképes egységekké bonthato. A
mesterséges elektrondonorok és -akceptorok a domének kiilonb6z6 részaktivitdsanak
megfelelden hatnak, amelyet a nyilak jeleznek. A nitrat redukcidja a MoCo doménon
torténik, az elektronokat NADH szolgaltatja, melyeket a FAD domén vesz fel.
(Hoff et al. 1994. nyoman)
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Az enzim Kkorlatozott proteolizisét kovetd analizis sordn speno6t NR
fragmentumainak kapcsolodasi sorrendjét valamint aminosav szekvencidit vizsgaltak,
¢s hataroztdk meg. Megallapitottdk, hogy a domének kiilonb6zd specidlis proteaz-
érzékeny kotési régiok altal kapcsoltak. Az enzim harom doménje két kotésen
keresztiil kapcsolodik; az egyik a MoCo és a citokrom a masik a citokrom és a FAD
kotd helye kozott talalhatd (Bachmann et al., 1996). A polipeptidlanc harom részre
bonthaté az adott, arra alkalmas specidlis proteazokkal vald kezeléssel. A harom
elvalasztott domén mindegyike az enzim részleges aktivitasdt mutatja, az egyes
doménok redukalé tulajdonsagukat egymastdl fiiggetlentil is képesek  kifejteni
(Crawford et al., 1988; Redinbaugh és Campbell, 1985; Solomonson ¢s Barber, 1990).

A NR doménjeinek aminosav szekvencidjat a doménok hatdsdhoz hasonlo
funkciojii enzimek aminosav sorrendjével vald Osszehasonlitdssal hataroztdk meg
(Campbell és Kinghorn, 1990). Azt talaltdk, hogy a NR N-termindlis részének
aminosav sorrendje hasonlé az emldsok szulfitoxidaz enzimjének MoCo kofaktor kotd
helyének szekvencidjaval. A NR k6zépso része hasonld az emlds és novényi Cyt bs ill.
hem-Fe fehérjéhez, mig a C-terminalis régié hasonlé az emlds CbsR FAD tartalmu
enzimhez.

Kiilonboz6 eredetii NR aminosavszekvenciakat Osszehasonlitva, §sszesen két
Cys oldallanc volt az, amely minden polipeptid lanc azonos helyén megtalalhatéd volt
(Dwivedi et al., 1994). Az egyik a MoCo részt koté fragmentumnal a masik pedig a
NADH-t kapcsolo résznél talalhatd. Az N-terminalis résznél levé Cys-t Aspergillus-
ban egy helyspecifikus mutagenezissel Ala-ra cserélték le, mely a NR aktivitas teljes
elvesztését jelentette (Garde et al., 1995). Az aktivitds mesterséges elektrondonorok
(redukalt festékek) adasaval sem volt visszaallithato. Ebbol azt a kovetkeztetést vontak
le, hogy a Cys oldallanc jelenléte nélkiilozhetetlen a NR aktivitds szempontjabol, és
ugy veltek, hogy, a MoCo peptidlanchoz valé kapcsoldsaért felelds (Solomonson és
Barber, 1990). A NR NADH aktiv helyén levé masik Cys aminosav Ser cseréjével,
illetve a tiolcsoport blokkoldsédval enzimkinetikai analizissel kimutattdk, hogy a Cys
tiolcsoportja nem a NADH megkotésében jatszik szerepet, hanem mint katalitikus
aktiv hely a NADH-ro6l FAD-ra torténd elektrontranszportban. Szerepét azaltal fejti ki,
hogy olyan helyet foglal el — az aktiv enzim specifikus térszerkezete miatt
tiolcsoportjanak a NADH karboxiamid csoportjaval tud kapcsoldédni —, mely révén
eldsegiti a NADH-r6l a FAD-ra torténd elektronatadéast (Dwivedi et al., 1994). Ha a

Cys helyére Ser keriil, annak OH végcsoportja masodlagos hidrogénhid kotést képes
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létesiteni a polipeptid lanc 147. egységével és ez kedvezbétlenebb a NADH optimalis
térbeli elhelyezkedése, igy az enzim Kkatalitikus hatdsdnak megnyilvanuldsa
szempontjabol (Lu et al., 1995). Ugyancsak meghataroz6 szerepe van a Ser534
aminosavnak, amely az enzim MoCo ¢és Cyt bss7 kotd doménje kozott az 1. proteaz
érzékeny kotésben taldlhato (Bachmann et al., 1996.). A Ser534 az enzim
foszfatcsoport kotd helye, és mint ilyen feleldés az enzim miikodés poszttranszlacios
szabalyozasaért.

A két kiilonboz6 piridin nukleotid (NADH és NADPH) specifikus kotédését
szintén az enzim térszerkezete magyarazza, ¢s a kotéhely szomszédsagaban talalhato
aminosavak jellegétdl fligg. Kukoricaban vizsgdlva azt tapasztaltak (Lu et al., 1995),
hogy ha a kotdhely kozelében savas tulajdonsagl, igy negativ toltésii aminosavak
(Glu, Asp) talalhatok, akkor a NADPH kotédése — az ADP rész 2'-OH-jéara kapcsolddo
foszfat negativ toltése miatt — gatolt. Ez esetben ezért csak a NADH lehet az
elektrondonor. Ebbdl kovetkezik, hogy az enzim C-termindlis részén levé dikarboxi-
aminosavak tulsulya/hidnya hatdrozza meg a harom izoenzim szerkezeti specifitdsat.
Ha a kotohely kozelében negativ toltésii aminosavak vannak, akkor a NADH molekula
megkdtddhet, a NADPH kapcsolodasa pedig gatolt. A NADPH specifikus kotohely
kornyezetében a savas aminosavak helyén magasabbrendii novények és gombak
elsddleges szerkezetét vizsgalva Tyr-t vagy Ser-t talaltak. A negativ oldallancok
taszito hatasa hianyaban itt a NADPH meg tud k6tdédni. Gombak és moszatok esetében
az enzim C-terminalis része negativ toltésii, savas aminosavakat nem tartalmaz. Ez az
oka, hogy ezeknél az €16lényeknél a NR NADPH homodimerje fordul eld.
enzimfehérje N—termindlis részén 1évé molibdén kofaktor (MoCo) a felelds. A MoCo
miikodésében ez elektronok transzportjdt a molibdén atom végzi, amely egy
pterinvazas vegylilet, a molibdopterin (MPT) kdzponti atomjat alkotja (Rajagopalan és
Johnson, 1992). A MoCo, a terminalis rész doménjadnak kofaktoraként, a
fehérjelanchoz kotott a MPT és a Mo in situ 6sszekapcsolodasaval jon 1étre (Mendel,
1997). A Mo biokémidjanak genetikai analizise Pateman és mtsai munkdjaval
(Pateman et al., 1964) kezdddott, akik analizaltak az Aspergillus nidulans NR mutansat
¢s megallapitottdk, hogy egy egyszeri mutaci6 két Mo-enzim a NR és a
xantindehidrogenaz (XDH) egyidejii elvesztésével jar. Mivel a MoCo volt az egyetlen
kozos kapocs a két — nagyon kiillonbozd szubsztratspecifitasi — enzim kozott,

feltételezték, hogy mindkét enzim ugyanazt a Mo kofaktort tartalmazza. Az analizis
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soran 5 lokuszban kodolva talaltdk meg a kofaktor termeléséért felelés enzimek
génjeit, melyeket cnx (cofactor for nitrate reductase and xantin dehydrogenase)
jeloléssel lattak el. A MoCo bioszintézisének f6 1épéseit E. coli mutansainak
vizsgalataval hataroztak meg, (Rajagopalan, 1996). A MoCo szerkezete az
apoenzimhez valé integralodéassal egyidejileg jon létre, melynek utols6 fazisat, a
fématom megkotését a Cnx1 enzim katalizdlja. A szerkezetvizsgalatok kimutattak,
hogy a kofaktor mélyen az enzimfehérje belsejében helyezkedik el, és a pteringylri a
fématom oxidaciosszam valtozasaval részt vesz az elektrontranszportban. Ha a
holoenzimrél a MoCo-t felszabaditjak, a Mo atom ledisszocial rola és irreverzibilisen
elveszti katalitikus tulajdonsagat. A Mo atom Onmagadban és a Mo nélkiili enzim is
inaktiv. A Mo-antagonistdk (pl. wolfram) kompetitiv gatoljdk a Mo beépiilését,
inaktivaljak az enzimet (Schwarz et al., 1998).

Bebizonyosodott, hogy a MoCo tobb redoxi enzimnek is — nitrat reduktaz,
xantin dehidrogenaz, aldehid oxidaz, szulfit oxiddz — is f6 funkcionalis egységét
alkotja. A koenzim fellelhetd az €l6vilag teljes vertikumaban, hasonlo szerkezettel és

ugyanolyan hatdsmechanizmussal (Mendel, 1997).

1.2.3. A nitrat asszimilacio vizsgalata mutans egyedeken

Az anyagcserefolyamatok az adott biokémiai reakciora és szubsztratra
specifikus enzimek milkodése altal ellenérzottek ¢és szabalyozottak. Egy-egy
anyagcserefolyamat mechanizmusa a részfolyamatait katalizalé enzimek miikddése és
azok szintéziséért felelds gének hatasa révén vizsgalhato.

Egyéb  anyagcserefolyamatokhoz  hasonléan a  nitrat  asszimilacid
tanulmanyozasa is a természetes populaciobol szelektalt mutansok, vagy
mesterségesen eldallitott gének bevitelével létrehozott transzgénikus novények
analizisével torténik. A vad tipustdl eltérd egyedek élettani sajatsagainak megvaltozasa
¢és a hozzakapcsolhatd genetikai modosulasok Osszefliggése utal az élettani funkcid
genetikai hatterére. A nitrdt asszimilacidé mutdnsaiban a nitrat felvétele és/vagy
redukcioja gatolt. Ezek a mutans novényegyedek nitrogénforrasként nitratot
hasznositani nem képesek, csak a nitrogén egyéb redukalt formainak (ammonia,

aminosavak) jelenléte mellett életképesek.
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A nitrat asszimilacié mutansai rezisztensek kloratra is. A nitratreduktdz a nitrat

klor analdgjat a kloratot a nitrathoz hasonldan redukalni képes:
ClOz + 2H" + 260 —» CIO2 + H20

A képzo6dott reakcidtermék a klorit, mely a ndvényi szdvetekre nézve toxikus
(Aberg, 1947). Jelenléte a gyokérndvekedés gatlasat valamint a levelek sargulasat —
fehéresedését (etiolalodasat), majd elhaldsat okozza (Labrie et al., 1991), ezért a klorat
az agrotechnikaban széles spektrumu herbicidként hasznalatos.

A klorat toxikus hatasa nemcsak a novényvédelemben eldnyds, hanem
hatékony modszere a nitratredukcioban hidnyos mutdnsok szelekcidjanak.
Kloratrezisztens mutansokat baktériumokbdl (Qesada et al., 1994), gombakbol (Unkles
et al., 1991) és novényekbdl egyarant izoldltak (Tsay et al., 1993). A nitrat
asszimilacid enzimjeinek defektusa esetében a klorat vagy be sem tud jutni a sejt
belsejébe, vagy nem képes kloritta redukalodni. Igy klorat kezelés hatasara a mutans
egyedek tulélok lesznek. A vad tipusu egyedeken a klorat toxikus hatisa megemelt
nitrat koncentracioval visszaszorithaté (Doddema et al., 1978). Ez is igazolja azt a
feltételezést, hogy a két anion ugyanazon enzimrendszer miikodésére hat, egymasnak
szubsztratanalogjai. A klorattoxicitas feltételei és helye szorosan Osszefligg a sejtek
nitratredukald képességével, a nitratredukcié és a kloratredukci6 mechanizmusa
megegyezik.

A nitrat asszimilacid vizsgalatdra nitrat auxotrof vagy klorat rezisztens
mutansok alkalmasak. A nitrat auxotrofok, nitrat hasznositd képességiik hidnyaban,
egyediili nitrogénforrasként nitratot tartalmazo tapanyagon csiraztatva kifehéredett
kotiledont ndvesztenek, mely alapjan kiszelektalhatoak (Pelsy és Gonneau, 1991),
majd ammonium tartalmt tiptalajon felnevelhetdk. A klorat rezisztensek a klorat

stresszt taléld egyedekként izolalhatoak.

1.2.3.1. Nitrat transzport mutansok

A magasabbrendii novények koziil elséként az Arabidopsis thaliana-bol
izolaltak a nitrat asszimildcidoban deficiens mutanst (Oostinder-Braaksma és Feenstra,
1973). A mutans (chll) kloratrezisztensnek bizonyult és nitratfelvétele csokkent,
ahogy a kiilsé nitratkoncentracié meghaladta az 1 mM-t. Arabidopsis thaliana-bol T-

DNS inszercioval klonozott Chll gént, Xenopus oocytes-ben vizsgaltak (Tsay et al.
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1993). A kisérlet eredményei azt mutattdk, hogy a transzporter nem befolyasolja a
nitrat kis koncentracié melletti felvételét (<ImM), és a mitkkddés hianyaban a klorat
nagy koncentracid mellett (>1mM) sem okozott toxikus tiineteket. Megallapitottak,
hogy Chll gén egy nitrat altal indukalhat6, kis affinitast nitrat transzportert kodol,
melynek aktivitdsa az extracelluléris tér savassaganak novelésével nitrat jelenlétében
¢és tavollétében egyarant fokozoddik. Ez alapjan feltételezik egy indukalhato LATS
l1étezését is (Daniel-Vedele et.al. 1998), amelynek mikodését ammonia represszalja

(Huang et al., 1996).

1.2.3.2. Nitratreduktaz mutansok

A NR mutansokat a magasabbrendi ndvények koziil tobbek kozott Nicotiana-
ban, Hordeum-ban és Arabidopsis-ban vizsgaltak (Hoff et al.1994). A mutansokat att6l
fliggben, hogy a fehérjeszerkezetet kodold génekben vagy a MoCo bioszintézis
génjeiben hibasak két osztalyba soroltdk. Az osztilyba tartozds a mutans
xantindehidrogenaz (XDH) — mint szintén MoCo tartalmt enzim — aktivitasa alapjan
dol el. Azokat a mutdnsokat, amelyek egyidejlileg elvesztették a NR és a XDH
aktivitdsukat a kofaktorhianyos mutansok (cnx mutans) koz¢ soroltdk, mivel nem
képesek a MoCo bioszintézisére vagy milkodtetésére. Azok a mutansok, amelyek
rendelkeznek a vad tipusnak megfeleld6 XDH aktivitassal, de NR aktivitasuk alacsony
vagy nincs, mivel a polipeptidlanc szintézisében mutatnak rendellenességet, az
apoenzim hianyos mutansok (nia mutans) k6z¢é tartoznak.

A MoCo bioszintézisének tanulmanyozasat novénymutansok megfigyelésével
¢és genetikai analizisével végezték. A Nicotiana nemzetség egyedeibent a CNXA muténs
vizsgalata alapjan ugy talaltak, hogy a NR és XDH aktivitas részben visszadllithato a
fiziologiasnal nagysdgrendekkel nagyobb Mo koncentracioval. Ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy a cnxA mutans hib4ja a Mo hianyabdl ered, mig a kofaktor MPT
részének felépitése rendeltetésszerii. Ezek alapjan megallapitottak, hogy a CnxA lokusz
kédolja a Mo kofaktorhoz vald kotddését. Ugyanakkor a Cnx B — Cnx F altal kodolt
enzimfehérjék a MPT szintéziséért feleldsek (Mendel, 1992). A cnx mutansok
vizsgalata azt mutatta, hogy részleges NR aktivitdssal — NADH-citokrom c reduktaz —
rendelkeznek, amelyhez a MoCo domén megléte nem sziikséges. A cnx mutansok

sz¢éles korében talaltak meg a NR dimer formait, ami alapjan feltételezik, hogy a
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MoCo nem felelds a két monomer dsszekapcsolasaért hanem annak stabilzéldsaban és
a proteinazokkal szembeni védelemben lehet inkdbb szerepe (Steven et al., 1989;
Marion-Poll et al., 1991).

A cnx mutansok a molibdén kofaktor egyéb szerepével kapcsolatos
funkciokban is hidnyosak lehetnek. Arpa cnx mutansandl szamoltak be fokozott
héérzékenység miatti rendellenes hervadasrdl, ami az abszcizinsav bioszintézis
hianyara utal. Ennek oka MoCo koenzim hidnyaban miikodésképtelen aldehid oxidaz
lehet (Wallker-Simmons et al., 1989). Az in vitro nevelt N. plumbaginifolia cnxA
mutansok fejlédése sordn fellépd morfoldgiai abnormalitasok (kis levélméret, hossza
internoduszok, klorotikus levelek) szintén az aldehid oxiddz MoCo hianyos csokkent
miikodését jelzi, aminek kovetkezménye a nem megfeleld gibberellinsav/abszcizinsav

arany (Gabard et al., 1988).

1.2.4. A nitrat asszimilacio szabalyozasa

A nitrat asszimilaci6 sokoldalian szabalyozott folyamat. A nitratreduktaz (NR)
¢s a nitritreduktdz (NiR) genom vagy cDNS klonjaik izolalasa (Hoff et al., 1992;
Vincentz et al., 1993), majd a nitrattranszporter (Nrt) génjeinek azonositasa (Tsay et
al., 1993) lehetéveé tették a nitrdt metabolizmus szabalyozasanak molekularis

analizisét.

1.2.4.1. A nitrat felvételének szabalyozasa

A nitrat felvétele tilnyomoé részt a HATS-on keresztiil torténik. Elsddleges
induktora maga a nitrat (Doddema et al., 1978), amely mar igen kis koncentracioban
(0.18 uM) is hatasosnak bizonyult (Samuelson et al., 1995). Ezzel szemben nagyon
magas koncentracioban sincs negativ szabalyozd hatassal sajat felvételére (Krapp et
al., 1998). Azt talaltdk, hogy a vakuolumok 100 mM koncentracidig telitddhetnek
nitrattal, mig a citoplazma maximalis nitrat koncentracidja 5 mM lehet (Miller és
Smith, 1996.). Mutdansokon és transzgénikus ndvényeken vizsgilva is kimutattadk

(Ferrario et al., 1995; Scheible et al., 1997), hogy a magas nitrat tartalom nem gétolja a
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felvételt, a sejten beliili nitrat mennyiség optimalizaldsa fokozott nitrat iiritéssel
torténik.

Arpa mutansokban vizsgaltak a nitrit, a klorat és a klorit nitrat transzportban
betoltott szerepét (Siddiqi et al., 1992). A vizsgélatok alapjan megallapithato, hogy a
nitrit a nitrathoz hasonloéan indukdlja a Nrt mikddését de a nitrattal szemben nincs
hatasa a NR aktivitasara. Ez alapjan bebizonyosodott, hogy a nitrat transzportjat és
redukciojat két egymastol nemcsak miikodésiikben, hanem szintézisiikben is fiiggetlen
enzim végzi. Ugyanakkor kimutattdk, hogy a nitrit ugyanazon transzporter azonos
kotohelyéhez kapcsolodik, mint a nitrat, tehat a nitrat felvételének kompetitiv
inhibitora. Ezaltal nitrit toxikus koncentracioban val6 alkalmazéasaval nitrat transzport
mutansok szelekcidjara van lehetdség, ha a NiR miikodése blokkolt.

A klorat, annak ellenére, hogy ugyanazon a szallitorendszeren keresztiil jut be a
sejtbe, mint a nitrdt, majd szubsztratjava valik a nitratreduktdznak, mégsem indukalja
sem a Nrt sem a NR mikodését (Siddiqi et al., 1992). A klorat hatasara ugyan
fokozodik a NR mRNS termelése, de a NR protein mennyisége €s az enzimaktivitas
nem nd (Labrie et al., 1991). Feltételezésiik szerint a NR fehérje szintetizalodik, de a
kloratbol redukalodott klorit rovid idon beliil inaktivalja azt.

Nitrat jelenlétében a klorat kis koncentracidban (< 1 mM) nem képes bejutni a
sejtekbe. A koncentraci6 novelésével (> 5 mM) észlelhetd a klorat toxikus hatdsa, ami
azt mutatja, hogy a kis affinitasu transzporteren keresztiil torténik a felvétele (Siddiqi
et al., 1992). A kloratrezisztens mutansok vizsgalata alapjan lathato, hogy ezek vagy
NR-hianyosak, vagy a kis affinitdsi szallitd rendszeriilk hibds. A nagy affinitast
transzportban hidnyt mutatd mutansok nem szelektalhatoak, mert annak hibdja a kis
affinitanitast transzporter normalis és hatékony milkddése esetén nem detektalhato.
Ezért a kloratrezisztencia alapjan kimutathatd Nrt mutansok vagy LATS-ban
hidnyosak vagy mindkét szallitorendszeriik hibas.

A nitrat felvételét feed back gatlassal els6sorban a glutamin szabalyozza
(Gojon et al., 1998). Tobb kutatd szamol be az ammonium gatld hatasarol (Siddigi et
al., 1990; King et al., 1993), bar nem kizart, hogy végsdsoron az inhibici6 kozvetlen
okozoja szintén az ammonia beépiilésébdl képzddott glutamin volt. GOGAT hianyos
mutansokat magas glutamin koncentracion tartva, a nitrat koncentracio csokkenését
figyelték meg Arabidopsis levelekben (Dzuibany et al., 1998), amibdl a glutamin

hatasara bekovetkezd nitrat felvétel inhibiciojara kovetkeztettek.
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Arabidopsis thaliana NR hidnyos mutansokat vizsgalva kimutattak (Lejay et
al., 1997), hogy a C-N anyagcsere komplexen visszahat a nitrat felvételére is.
Szénhidratok szintézisénél csokken, annak hidnyaban pedig né. Ennek megfelelden
napi ciklikussagot mutat, és szahardz bevitellel a sotét periddus nitrat felvétel gatlasa

megsziintetheto.

1.2.4.2. A nitrat redukciéjanak szabalyozasa

A nitrat redukcidjanak szabalyozasat transzkripcids €s poszttranszlacids szinten
vizsgaltak. A nitrat, mint elsddleges aktivator szerepe mellett serkentdleg hatnak még a
fény, a szahar6z és egyéb szénhidratok, valamint a citokininek. Represszorai nitrogén
metabolitok, melyek koziil a legnagyobb hatasa a glutaminnak van. A szabdlyozas
mechanizmusa ¢és az azt befolydsolo effektorok hatdsa a 2. abrdn lathatok (Hoff et al.,

1994).

1.2.4.2.1. Transzkripcios szabalyozas

A nitratreduktdz génszintli szabdlyozdsa tObbszords ellendrzésen keresztiil
valosul meg. A szabalyozdanyagok egy része szerkezetileg vagy metabolikus
kapcsolatban van az enzim szubsztratjaval, a nitrattal, vagy egyike a nitratasszimilacio
termékeinek; mig a tobbi altaldnos szabalyozo6ja a NR-nak és mas enzimeknek is. A
NR gén indukcidja nitrattal, citokininnel és fénnyel torténhet, represszidja N-

metabolitokkal,ezek koziil is elsdsorban glutaminnal.

1.2.4.2.1.1. Nitratindukcio

A nitratreduktdz induktora az enzimtermelés szintjén maga az enzim
Hhitrat-érzékeny” fehérje represszor szerepét fliggeszti fel (Campbell, 1999). Hatésa
mar nagyon alacsony koncentraci6 melett is megmutatkozik. Nitratmentes
tapkozegben nevelt arpa gydkerében mar 120 nmol g? nitrat elégségesnek bizonyult a

NR mRNS szintézisének beinditasahoz (Tichner et al., 1993).
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2. abra. A NR Nia gén és az enzimaktivitas szabalyozasa

Transzkripcios szinten a nitrat, a szahardz, a citokininek és a fény pozitiv, a glutamin
¢s glutamatnegativ szabdlyozdsu. Az enzimfehérje szintézist koveti a prosztetikus
csoportok beépiilése. Az enzimaktivitas fény altal, foszforilezéssel szabalyozott.

(Hoff et al. 1994. nyoman)
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Nitrat hatdsara a NR aktivitds egy kb. 15-45 perces lag fazis utan kezd el
novekedni. Ez a kozel linearis novekedés 180-400 percig tart, miutan a "steady state"
szinten allandosul. Nitratmentes taptalajon a "steady state" allapotnak megfeleld szint
rohamosan csokken. Az enzimaktivitas linedris novekedése a transzkripcios ¢€s
transzlacids inhibitorok hatasara is megsziinik, majd lecseng (Srivastava és Shankar,
1996).

RNS izolalassal, Northern hibridizacioval, valamint cDNS izolalassal és
hibridizaciéval nagyszdmi novény-modellrendszert vizsgaltak ¢€s bebizonyitottak,
hogy a fokozott nitratfelvétel gyorsan noveli a NR mRNS szintézisét. Igy tokben
(Cucurbita maxima) a nitrat hatasara megndvekedett apoprotein szintézis a mRNS
fokozott szintézisének kovetkezménye (Crawford, 1995). Arpaban nitratmentes
kdzegen tartott csirandvényeket nitrattartalmu taptalajra téve a NR mRNS szintje alig
par 6ran belill a gyokérzetben és a hajtasban egyarant a nullarol magas értékre
emelkedett (Lillo, 1991).

A nitrat kiilonbozden hat az egyes izoenzimekre. Szojaban vizsgalva a nitrat
bevitele nem hat a NAD(P)H:NR aktivitasra, de indukalja a NADH:NR képzddést
(Streit et al., 1987). Mindemellett arpaban azt tapasztaltdk, hogy a NADH:NR és a
NAD(P)H:NR mRNS szintje egyarant megnétt a nitrattal torténd kezelést kovetd 30
perc utan a gyokérzetben és a levelekben is. A nitrat kiiiriilése mindkét m RNS szint és
mindkét izoenzim aktivitasdnak csokkenését eredményezi. Ez azt mutatja, hogy
szabalyozasuk egyazon operon altal ellendrzott.

Nagyszamu Nicotiana plumbaginifolia nia mutanssal végzett kisérlet alapjan
bebizonyosodott, hogy a nitrat minden esetben ndveli a Nia mRNS szintet (Pilgrim et
al., 1993). Az a tény, hogy a nia mutansok széles kore — ui. a NR kiilonboz6
doménjeiben eltéréek — megdrizte nitrat indukcids képességét, bizonyitja, hogy a NR-
nek nincs kozvetlen szerepe sajat szabalyozdsara. Ez kiilonbozik a gombdk és a
moszatok esetében tapasztaltaktol, melyek kozott sok olyan NR-hidnyos mutanst
talaltak, amelyek nitrat hidnyaban konstitutiv Nia mRNS szintézist folytattak, azaz a

NR sajat termelddését onmaga szabalyozza (Hawker et al., 1992).

1.2.4.2.1.2. Szabalyozds N-metabolitokkal
Sok nia és cnx mutansban a Nia mRNS fokozott termelédését figyelték meg
(Labrie et al., 1992). Nitrit reduktdz hidnyos novényeken — arpa nirl mutansa

(Ducanson et al., 1993) és transzgénikus N. tabacum (Vaucheret et al., 1989) — is
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mRNS taltermelést és NRA talmiikddést tapasztaltak. Az eredmények alapjan arra
kovetkeztettek, hogy az enzimmiikdodés hidnya miatt nem képzddik az a metabolit,
amely a vad tipust egyedeken gatolja a Nia gén miikodését. A mutans névényekben
minden bizonnyal ennek, a nitrdt redukcidjabol szarmazd, nitritbél képz6do
metabolitnak a hianya okozza a fokozott Nia mMRNS szintézist és emelkedett NR
aktivitast. Dohany levelekben a glutamin szintetdz enzim inaktivalasaval végzett
kisérletek alapjan bebizonyosodott, hogy a glutamin az a metabolit, amely represszal
¢s hianya a Nia mRNS fokozott felhalmozodasat okozza (Deng et al., 1991). A mutans
¢s a transzgénikus ndvény esetében is glutamin bevitelével a NR aktivitas és a mRNS
szint nagymértékli csOkkenését tapasztaltdk, mely igazolja a glutamin represszor
szerepét (Vaucheret et al., 1997; Foyer et al., 1993).

A NR aktivitdsdnak glutamin bevitelével torténd fokozott gatlasat sok
ndvényfaj esetében tanulmanyoztak. Az inhibicio transzkripcios szintll szabalyozasat
sz6ja (Callaci és Smarelli, 1991), dohany (Deng et al., 1991; Vincentz et al., 1993),
kukorica (Long et al., 1992) és spendt (Shiraishi et al., 1992) sejtkultirdiban tortént
vizsgalatok eredményei bizonyitjak. Kukorica csirandvényeknél figyelték meg, hogy
gyokérzetiikben a nitrat redukcidjat a glutamin nagyobb mértékben gatolja, mint a
hajtasukban (Long et al., 1992). Ennek oka, hogy az elsddlegesen gyokérben
eléforduld6 NAD(P)H:NR érzékenyebb a glutamin gétlo hatasara, mint a NADH:NR.
Mindezek ellenére minimalis glutaminszint mellett a mRNS taltermelése a gyokérben

¢s a hajtasban majdnem egyenlé mértékii volt.

1.2.4.2.1.3. Szabadlyozas citokoninekkel

A citokininekrdl kimutattak, hogy ndvelik a NR aktivitast etiolalt novényekben,
igy példaul arpa, buza és dohany sejtszuszpenzids kultirajaban (Gaudinova, 1990). A
NR aktivitds novekedésének mértéke fiigg a nodvényfajtol valamint a citokinin
koncentraciojatél €s mindségétdl. A nitrathoz hasonloan a citokininek szintén
transzkripcids szinten hatnak (Lu et al., 1992). Indukélé hatdsuk altalédban nagyobb
nitrat jelenlétében, mint hianyaban, habar a két indukdldo anyag egymadssal nem
szinergista.

Az abszcizinsav (ABA) csokkenti a NR gén megnyilvanulasat arpaban, mely
(Lu et al., 1992). Ebbol kovetkezik, hogy az abszcizinsav szintén transzkripcios

szinten hat és a NR mRNS szintet a BA — ABA viszonya szabja meg.
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A legtobb novényfaj esetében fény jelenléte sziikséges a NR mRNS indukalo
hormonalis hatas szadmottevd megnyilvanuldsahoz. Benziladeninnel kezelt etiolalt arpa
levelekben a megvilagitast kovetd 5 percen beliil kimutathato kiilonbséget észleltek a
sotétben kezelt mintdhoz képest. Ugy vélik, hogy a fény az endogén hormonszint

megemelésén keresztiil kozvetve fejti ki a hatasat (Lu et al., 1992).

1.2.4.2.1.4. A fény és a cukrok szabalyozo hatdsa

A fényen nevelt novények szerveibdl kivont enzim tobbszords aktivitassal
rendelkezik, mint a sotétben neveltekbdl szarmazod (Crawford et al., 1992). A fény
hatasara bekdvetkezd pozitiv szabalyozas a nem fotoszintetikus szervekben is
megfigyelhetd, mint a gyokérzetben, az endospermiumban és a szkutellumban
(Srivastava and Shankar, 1996). A legtobb novénynél a fény hatasa transzkripcios
szinten jelentkezik, bar a transzkripciot kovetd enzimfehérje kémia modositdsdban is
megnyilvanul (McKintosh, 1992).

Ha etiolalt vagy sotéthez adaptalédott novényeket fényre helyeztek a Nia
mRNS képzddés indukcidjat tapasztaltdk (Becker et al., 1992; Mohr et al., 1992). Ot
napos kukorica csirandvényt vizsgalva a Nia mRNS szintje a megvilagitast koveto egy
oran beliil 4-szeresre novekedett (Lillo, 1991). Ezzel megegyezden, tobb napon at
sotétben tartott novények Nia mRNS szintje a minimalisra csokkent (Deng et al.,
1991).

Perilla leveleiben kimutattak, hogy a NR indukalasa fény hatasara csak CO2
jelenlétében zajlik; a CO: fotoszintetikus fixalasa (Calvin ciklus) sziikséges a magas
szinti NR aktivitashoz. A Nia mMRNS gén indukcidja nyilvanvaléan CO2 fixalas
termékeinek kozvetitésével valosul meg. Azt tapasztaltak, hogy a szahar6z és a gliikoz
helyettesitheti a fény hatasat a mRNS indukcidjaban, ahogy arr6l Arabidopsis (Cheng
et al.,, 1991) és dohany (Vincentz et al., 1993) esetében is beszdmoltak. Mindkét
kisérletben arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a fény enzimaktivitast stimuldlo
hatasa a fotoszintézis altal végbemend szénhidrat bioszintézis révén érvényesiil. A Nia
mRNS fény indukcidja nyilvanvaléan a CO:2 fixalads soran képzddott intermedier
termékek kozvetitésével valosul meg. Ezt igazoljak azok a megfigyelések, amelyek
révén kimutattak, hogy a fruktdzzal szemben a ribéznak és a mannitnak nincs a Nia
mRNS képzddésére szabalyozo hatasa. A cukor transzkripcid szintli indulalé hatését
dohany Nial promoterhez kapcsolt GUS szahar6éz indukalta megnyilvanulasaval

igazoltak (Cheng et al., 1991).
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1.2.4.2.1.5. A napi ritmus szabalyozo hatdsa

A magasabbrendli novényekben a fotoperiddus korai szakaszdban a NR
aktivitas, a fehérje ¢s mRNS szint magas, majd annak végén, a nap végéig fokozatosan
csokken. A természetes napi fotoperiodusban fejlodott novények Nia mRNS szintje
jelentds ingadozéast mutat a nappali-éjszakai ciklusban, mely a napfelkeltét kovetd
ordkban mutat maximalis emelkedést (Galangau et al., 1988; Cheng et al., 1991; Deng
et al., 1991; Pilgrim et al., 1993). Ez az ingadozas kihat a NR mennyiségének ¢&s
aktivitdsanak a valtozasara is. A levelekben ¢és hajtasokban tapasztalt ilyen
valtozasokkal szemben a novények gyokérzetében nem figyelhetd meg a NR aktivités
napi ingadozasa (Deng et al., 1991).

A ciklikus ingadozds megmutatkozik a transzkripciot gatldé glutamin
mennyiségének valtozasaban is; ugyanis a glutamintartalékok feltoltddése és kiiiriilése
a glutamin gatld hatasa miatt a Nia mRNS szint valtakozasaval ellentétes fazisban
torténik (Deng et al., 1991). Mig N. plumbaginifolia esetében a mRNS napi ciklikus
valtozésa transzkripcios szabdlyozas ala esik (Vincentz és Caboche, 1991), addig az
Arabidopsis thaliana poszttranszkripcios szabalyozassal valositja azt meg (Pilgrim et
al., 1993).

1.2.4.2.2. Poszttranszlacios szabalyozas

A NR aktivitasa szamos szabalyozo faktor hatasara par perc alatt minimalisra
csokken. Ez arra utal, hogy a gatl6 hatds nem génszinten az enzimfehérje szintézisének
folyamatéaban jelentkezik, hanem a miikoddképes biokatalizator olyan modositasaval,
amely aktivitdsanak elvesztésével jar. Ezt mutatja az a tény, hogy az enzimaktivitas
rohamos csokkenése mellett a fehérjetartalom és a Nia mRNS szintje valtozatlan. gy
spenot leveleiben vizsgalva a NR aktivitas mindossze 2 perces sotét kezelés hatasara a
kontroll minta aktivitdsanak a 15%-ara csokkent, (Bachmann et al., 1996). Hasonlo
megfigyelésre jutottak, amikor az NR-t kodold gént CaMV 35S promoterrel dohanyba
transzformaltdk; a NR fehérje szintje 72 6rés sotét inkubaciot kdvetéen az 1/4 -ére
esett vissza, de a NR mRNS szint nem csokkent (Vincentz és Caboche, 1991).
Nussaume és munkatarsai (1995) olyan nitratreduktdz mutansokat vizsgéltak, amelyek
MoCo domén eldtti régiojabol 56 aminosav hidnyzott. Azt tapasztaltdk, hogy fény

hianyaban a NR szint még 72 o6ra multdn sem csokkent. Mindezeknek a kutatasi
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eredményeknek az alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a gyors enzimaktivitas
csOkkenés miatt a szabalyozds az enzimfehérje poszttranszlaciés modositidsa révén
torténik, melyben az enzim harmadlagos szerkezete, az N-terminalis rész aminosav
szekvencidja és a fény hatdsa egyarant érvényesiil.

Kaiser ¢s munkatarsai (1994) kideritették, hogy a NR poszttranszlacios
szabalyozasa a fehérje foszforilezése/defoszforilezése révén torténik. Fény hidnyaban a
levelek NR fehérjéjéhez ATP kozvetitésével Mg?* jelenlétében foszfat csoport
kapcsolddik, mely az enzim aktivitas reverzibilis gatlasat okozza (McKintosh, 1992).
A NR aktivalasa fényben 2A protein foszfatdz katalizalta defoszforilezéssel megy
végbe. Pontmutacié segitségével meghataroztdk a foszforilalas pontos helyét, aminek
az 1. protedz hasitd hely szomszédsagaban 1évé Ser534 oldallanca bizonyult (Su et al.,
1996).

In vitro koriilmények kozott foszforilacioval nem sikeriilt gatolni megtisztitott
NR miikodését (Huber et al., 1994). A tisztitdsi miivelet mas frakcioi inaktivaltak a
NR-t, amikor azokat az aktiv NR tartalmu frakcioval ujbol dsszekeverték. Kimutattak,
hogy a gatlast egy fehérje okozza. Bebizonyitottdk, hogy a Ser oldallanchoz
kapcsolodod foszfat egy inhibitor fehérje megkotodését indukalja, ami 14-3-3
proteinnek bizonyult (Bachmann et al., 1996.). A fehérje, amely a hem — MoCo kozotti
elektronatmenetet gatolja, Mg?* fiiggd.

A protein Kinaz katalizalta reverzibilis foszforilacio gyorsan végbemend
szabalyozo folyamat. Jelentdsége elsdsorban annak tudhat6 be, hogy a nitrat redukcid
a redukalt ferredoxin —a NO2~ elektrondonorja — alacsony szinten van, és ezért gatolt
a nitrit ammoniava torténd tovabbi redukcioja.

A nitratreduktdz enzim hatdsmechanizmusa és a mikodését szabdlyozo
folyamatok széleskorlien tanulmanyozottak, €s tobb novényi modellen ismertek.
Munkankoz az in vitro kutatasokban nehezebb tenyészthetdsége miatt csak ritkabban
hasznalt, de gazdasagi szerepét tekintve annal nagyobb jelentdségli novényfajt, a buzat
vélasztottuk. Egyrészt tanulméanyoztuk a nitrat asszimildcidjat szabalyozo szédmos
tényezd hatiasat, masrészt idegen gén bevitelével, a nitrdt metabolizmussal
Osszefliggésben is, vizsgaltuk a transzgénikus novények tulajdonsagait és a genetikai

transzformécio lehetoségét.
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2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Novényanyag

Novényanyagként a mexikoi szarazasu CIMMYT No.45 tavaszi buzat
valasztottuk. 44 buzafajta éretlen embridbol inditott sejttenyészetének regeneneracios
képességét Oszehasonlitva, a kalluszok ndvekedése, valamint a sejtek embrid- és
organogenezise tekintetében ez a fajta bizonyult az in vitro tenyésztésre a
legalkalmasabbnak (Felfoldi és Purnhauser, 1992). A regeneralt sejtekbdl szarmazé
vonal CY 45 jelolést kapott, az in vitro kutatasi munkdk modellndvényeként ezzel a
névvel szerepel. A géntranszformacidt megeldzd kisérletsor alapjan is gy talaltuk,
hogy egyéb vizsgalt in vitro tenyésztésre jeldltekkel (GK Délibab, GK Gobé és GK
Kunsag) Osszehasonlitva, a szovettenyészthetdség tulajdonsdgait tekintve, ez a

genotipus bizonyult a legmegfelelébbnek.

2.2. A nitrat asszimilacio vizsgalata

2.2.1. Hidrop6nias novénynevelés

A hidropénias ndvényneveléshez a ndvények magjait felszinterilezést (2%
NaO’Cl-ben folyamatos 20 perces razassal) kovetden Petri-csészében, nedves
szliropapirok kozott, sotét helyen, 3 napon at csirdztattuk. A kicsirdzott magok,
amelyek 3-5 mm hosszusagi fogyokér kezdeménnyel rendelkeztek, Erlenmeyer-
lombikbol kialakitott hidroponias neveléedényekbe kertiltek. A csirandvények 2 napig
csapvizen noéttek, majd neveld tapoldatra raktuk Oket. A tapoldat pH-jat foszfat
pufferrel (K-Pi) 5,5-re allitottuk be, makroelem Osszetételét, az 1. tablazat mutatja.
Mikroelemekbdl és Fe-EDTA-bol a MS téptala; makroelemeit (Id. szovettenyésztd
taptalajok) tartalmazta 2/3-os toménységben. A tapoldat nitratmentes volt, egyrészt a
vélhetéleg NR hidnyos novényegyedek felnevelhetdsége, masrészt a nitrat indukcios

hatdsanak vizsgalata miatt. Az alacsony pH a nitrat felvétel fokozéasa céljabol keriilt
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alkalmazéasra. A novények 4 napig ndttek a nitratmentes neveld tapoldaton. Ezt
kovetden a kontroll névények ezen az oldaton fejlédtek tovabb, a tobbi egyedet pedig
24 orara 0,4 mM illetve 2,0 mM KNOs- t tartalmazd indukald oldatra raktuk. Az
indukal6é oldat makroelem Osszetételét ugy terveztiik, hogy a neveld tapoldat ion

Osszetételével megkozelitdleg azonos legyen (I1d. 1. tablazat).

1.tablazat. A hidroponias neveld és indukald tdpoldat makroelem Osszetétele

neveld | indukalo neveld | indulalo
Osszetevok mM mM | Osszetevék mM mM
KNOz* — 0,4 |CaClx2H0 3 3
KNO3z* — 2 MgSO4x7H20 2 2
(NH4)2SO4 1 — KCI 2 —
K-Pi (pH: 5,5) 2 2 Na2SO4 — 1

*Két killonbozo indukalo oldatban kilon-kilon.

A novényeket ellendrzott kortilmények kozott, 25°C hdmérsékleten 16/8 oras
fotoperiodus mellett fluoreszcens, hideg fényt alkalmazva neveltiik fel. A fenti modon
felnevelt novényeket hasznaltuk a nitrat felvétel és redukcid szabalyozasanak
vizsgalatdhoz, valamint a vélhetdleg NR transzgénikus egyedek klorat rezisztencia

alapi mindsitésére.

2.2.2. A nitrat redukcio szabalyozasa

A klorat és a glutamin hatdsanak vizsgalatdhoz a 24 6ran keresztiil kétféle nitrat
indukcioban részesiilt vizsgalati novényeket kiilonb6zé klorat és glutamin tartalmt
tapoldatokra helyeztiik. A tapoldatok az indukcids oldatok dsszetevdin kiviil 1, 3, 5, 7,
10 és 15 mM KClOzs-t, valamint 0,5 és 3,0 mM Gln-t tartalmaztak kiilon-kiilon, illetve
a hatdanyagok 2. tablazat szerinti kombinacidiban.

A sotét kezelés vizsgalatdhoz a novényeket 48 o6ran keresztiil sotét helyen
tartottuk.A kallusz eredeti mintdk korai embrid eredetli kalluszok 2. &atpasszaldst

kovetd kéthetes tenyészeteibdl szdrmaznak
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2.tdblazat. A klorat €s a glutamin kezelés tapoldatainak hatéanyag 0sszetétele

KNO3 KCIOs | Glutamin | KNOs KCIOsz | Glutamin
mM mM mM mM mM mM
0,4 — — 2,0 — —
0,4 1 — 2,0 5 —
0,4 3 — 2,0 7 —
0,4 5 — 2,0 10 —
0,4 7 — 2,0 15 —
0,4 — 0,5 2,0 — 0,5
0,4 3,0 2,0 — 3,0
0,4 7 3,0 2,0 7 3,0

A kezelések hatasat a nitrat felvételére 24 oOra elteltével, a NR aktivitasban
mutatkozé kiilonbségeket, és a novények fejlddésében bedllt valtozdsokat pedig a 8.
napon értékeltiik és mindsitettiik. A tapoldatokat 3 naponta frissekre cseréltiik, a

parolgasbdl és felhasznalasbol adodo térfogatcsokkenést pedig naponta potoltuk.

2.2.3. A nitrat felvétel mérése

ey

csokkenésébdl kovetkeztettiink. Ehhez a folyamatosan légarammal cirkulaltatott
tapoldatbol a kezeléseket kovetd 1 nap elteltével vettiink mintat, melynek NO3’
referencia elektroddal szemben tortént, értékeit KNO3 kalibracids oldat segitségével
szamoltuk. A nitrat felvételét a tapoldat nitrat tartalmanak csokkenésébdl szamitottuk

¢és 1g ndvényanyagra vonatkoztattuk.
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2.2.4.Nitratreduktaz aktivitas meghatarozas in vivo

A nitrat, a klorat és a glutamin hatasat a NR aktivitasra in vivo mértiik. A

mérési modszer anaerob korilmények kozott, friss novényi szovetbdl extrahalt NR

aktivitas  fliggvényében képz6dott nitrit  mennyiségének  spektrofotometrias

meghatarozasan alapszik (Ferrari et al., 1973). A mérést kéthetes novények 2.

leveleivel végeztiik a kovetkezok szerint:

1.

10.

A novények levelét lemetszettiik, €s 2-5 mm-es darabokra vagva 100-120 mg-
ot félkémesdbe mértiik.

A mintakra apro iveggolyodkat tettiink, majd 3 ml, eldzetesen inert gazzal (N2)
alaposan atmosott extrahal6 oldatot — 2.5 % etanol (v/v), ImM EDTA ¢és 8.3 %
(v/v) 0,2 M K-foszat puffer (pH:7,5) — rétegeztiink alajuk.

Az félkémcsoveket vakuum exikkatorba raktuk, 3 percig vakuummal kiszivtuk
a levegdt, majd No-vel kiegyenlitettiikk a nyomast.

A mintdkat 2 oran keresztiil 25°C-on soététben nitrogén atmoszférdban
inkubaltuk.

Az inkubdcios id6 lejartaval a mintakat alaposan 0sszekevertiik (vortex), majd
10 percre forrasban 1évo vizfiirdobe tettiik.

Szobahomérsékletre hiitést kovetden a mintakhoz 75 ul 0,25 mM-os fenazin-
metaszulfatot (PMS) adtunk, majd 15 percig s6tét helyen inkubaltunk.

A s6tét kezelés utan 300 ul 1 w/v %-o0s szulfanilamidot (1 N HClI-ban oldva) és
300 pul 0,02 wiv %-0s 1-naftil-etiléndiamid-hidrokloridot (NED) adtunk a
reakcioelegyhez, majd tovabbi 30 perces sotét inkubacio kovetkezett.

A mintékat 15 ezer ford./percen 5 percig centrifugéltuk.

A kiivettakba ontott mintak feliilluszoit A = 540 nm-en spektrofotométeren

meértiik.

2.2.5. Az enzimkinetikai allandok meghatarozasa

A hidroponias koriilmények kozott nevelt 7 napos csirandvények a 24 0Oras

nitrat indukci6é utdn a kontroll, kezeletlen névénycsoport mellett 3 és 7 mM ClO3~

kezelésben részesiiltek. A kezelést kovetd 8. nap utan a névények 2. levelébdl mértiik a
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NRA-t in vivo. A mérési mdodszer extrakcios fazisat kovetden 5 kiillonbozo szubsztrat
koncentraci6 (0,125; 0,167; 0,25; 0,5 és 1,0 mM NOs") mellett hatdroztuk meg a NRA
értékeket.

2.3. Transzgénikus buza eloallitasa

2.3.1. In vitro novénynevelés

A buza donor ndvények iliveghazban keriiltek felnevelésre, és a kaldszokat
viragzas utan 11-12 nappal gyiijtottiikk be izoldlasra. Az éretlen szemeket 2% NaO’Cl
¢s 1 ml/l Tween csapvizes oldataval sterileztiik razogépen 20 percig, melyet tobbszori
steril desztillalt vizes Oblités kovetett. Az izolalast steril koriilmények kozott,
sztereomikroszkop alatt MS-D2 sejtindukciods taptalajra végeztiik (Sears és Deckar,
1982; Purnhauser, és Gyulai 1993). A taptalaj Murashige-Skoog (MS) alaptaptalaj
(Murashige és Skoog, 1962) mellett hormonként 2 mg/l 2,4-diklérfenoxi-ecetsavat
(2,4-D) tartalmazott. A 6.-10. napra kifejlodé kalluszokat négy hetes ciklusokban
OtszOr passzaltuk. A hormontartalmat az elsé atrakast kovetd tovabbi szaporitdsok
alkalmaval 1 mg/l-re csokkentettiik le. A ciklus végén a kalluszokat MS;i; taptalajon
regeneraltuk, amely az alaptaptalaj valamennyi komponense mellett 1-1 mg/l zeatint
(ZEA) és indolecetsavat (IES) tartalmazott. A taptalajok pH-jat 5.7-re allitottuk be.
Szilardité kozegnek Phytagel 2.5 g/l dozisat hasznaltuk. A novények gyokereztetése
0,1 mg/ml indolecetsavas MS taptalajon tortént.

A vélhetéen NR transzgénikus egyedek felnevelésére nitratmentes, a nitrogént
aminosavak formdjaban biztositd6 AA (Thompson et al., 1986) taptalajt hasznaltunk,
amely a sejt dedifferencialodashoz 2,4-D mellett 0,2 mg/l kinetin (KIN) és 0,1 mg/1
gibberellinsav (GAs) hormonokat is tartalmazott. A MS és az AA taptalaj Osszetételét

a 3. tdblazat mutatja.
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3. tablazat. A MS és az AA téptalaj Osszetétele

MS AA MS AA
Osszetevok mg/I mg/I Osszetevék mg/l mg/I
KNO3 1900 — FeSO4x7H20 27,85 27,85
NHsNO3 1650 — Na,EDTA 37,25 37,25
CaCl2x2H20 440 440 Inozit 100 100
MgSO4x7H20 370 370 Nikotinsav 0,5 0,5
KH2PO4 170 170 Piridoxin-HCI 0,5 0,5
KCI — 2940 Tiamin-HCI 0,1 0,1
Kl 0,83 0,83 Glicin 2,0 75,0
H3BO3 6,2 6,2 L-Glutamin — 877,0
MnSO4x4H20 22,3 22,3 L-Asparaginsav | — 266,0
ZnSO4x7H20 10,5 10,5 L-Arginin — 228,0
NazMoOsx2H>0 |0,25 0,25 Szachardz 30000 |30000
CuS04x5H20 0,025 0,025 Phytagél 2,5 2,5
CoCl2x6H.0 0,025 0,025 pH 5,7 5,7

2.3.2. Géntranszformacio

2.3.2.1. Transzformacios vektorok

crer

plazmid volt, amely szelekciés markerként bar gént, jeloloként pedig gus gént
tartalmaz. A plazmid miikddése az Ubi-1 promoter ellenérzése alatt all. A gének

kapcsoltsaga a 3. dbran lathato.

FSaXB3Sm EHSpP FSaXxB SaP
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HSpPX  Sa XKEX S Sa E SaM|E
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crer
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A gus rész Escherichia coli-bol szarmazik, a bar-t Streptomices hygroscopicus-
bol izolaljak, az Ubi-1 promdter kukorica eredeti. A plazmidot Escherichia coli-ban
klonoztak, majd izolaltak és tisztitottak. A pAHC25 plazmid géntérképét a 4. dbra

mutatja.

Promoter
Exon

pucs

Intron

PAHC25

Eco Rl ~ 9706 bp

Pstl

Sall ———= GUS

Intron

4. dbra. A pAHC25 plazmid géntérképe

A masik vektor a pRT101 plazmidbol alkottdk meg, és a NR cnxl gént
antiszenz formacioban tartalmazza. A géneket a CaMV 35S promoter hajtja meg. A
cnxl gén Arabidopsis thaliana eredetii. A cnx1 régio beépitését a pRT101 plazmidba

az 5. dbra, a pRT101cnx1 géntérképét a 6.4bra mutatja.

polyA

pRT101cnx1

. ~ R24ANhn
b on i
W\ cnxl A

5. abra A cnx1 régio beépitése a pRT101 plazmidba.

44



Hind 111 ‘\

poly A
Signal

ampR

pRT101cnx1
5340 bp cnxl

% ori
35S
\\ Prom.

Hindlll
Xhol EcoRI

6 abra. A pRT101cnx1 géntérképe.

A plazmidokat a Braunschweigi Miiszaki Egyetem Botanika Tanszéke allitotta

el6 és bocsatotta a rendelkezésiinkre.

2.3.3.2. Génbevitel

Az idegen gének beviteléhez a tenyésztd edényként hasznalt Petri-csészék (o
40 mm) teriiletének kozépso kétharmadaba 50-50 embriot izolaltunk. A kalluszokat
sOtét termosztatban, 28°C-on, 2mg/ml 2,4-D hormonnal kiegészitett MS taptalajon
indukaltuk. A belovéshez 1-25 napos kalluszokat hasznaltunk.

A plazmidot hordozé mikrorészecske a Heraeus cég typ. 200-04 aranypor
készitménye volt. A mikrorészecskek tisztitasat €s a DNS felvitelt az alabbiak szerint
végeztiik (Sanford Laboratory, 1991):

1. Eppendorf csében 400 pl 70%-0s etanolban 12 mg Heraeus aranyport 20
masodpercig felkevertiik (vortex), majd 10 percig allni hagytuk.

2. 2000 ford./perc sebességgel fél percig centrifugaltunk, majd a feliiliszot
eldobtuk.

3. 200 pl steril desztillalt vizben mostuk az arany részecskéket, majd 10 percig

allni hagytuk.
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4. A 2. pont szerint centrifugaltunk
5. A megtisztitott aranyrészecskéket 200 ul jégen hitott 50%-o0s glicerinben

vettiik fel és ultrahanggal egyenletesen eloszlattuk. Az arany szuszpenziot a

DNS felviteléig jégen tartottuk.

6. Ovatos keverés kozben 20 pg plazmid DNS-t adtunk az eldbbiekben elkészitett
szuszpenzidhoz.
7. Pipettaheggyel torténd keverés kézben 200 ul jégen tartott 2,5 M CaClz, majd

80 ul hideg 0.1 M spermidin oldatot adtunk a szuszpenzidhoz, mely ezutan 10

percig jégen allt.

8. 10 masodpercig 1000 ford/perc fordulattal centrifugaltunk a DNS-sel bevont
aranyszemcséket, majd a feliiluszot eldobtuk.

9. Ovatos razas kozben 200 ul 70%-os etanolt adtunk a preparatumhoz.

10. A 3. pont szerint centrifugaltunk, majd a szuszpenzid 6vatos keverése kdzben a
preparatumot 200 ul jégen tartott abszolut alkoholban vettiik fel.

11.. Az egyenletes szuszpenzidt 9 pl-es cseppekben helyeztiik az alkohollal
sterilezett hordozé korongokra.

A fenti moddon eljarva, 20-21 db a géntranszformaciora megfelelden
elokészitett, beszaritott korongot kaptunk, melyekkel az éretlen embrid eredeti
mikrokalluszokat az elkészitést kovetden azonnal bel6ttiink.

A plazmidok bejuttatdisa a PDS-1000/He DuPont részecskebelovd
berendezéssel tortrént. A PDS-1000 héliumgazzal hajtott részecskebelovo berendezés
iizemeltetése sordn a felhasznaloi utasitdsnak megfelelden jartunk el. A munkatérben
27 Hgmm vakuumot alkalmaztunk. A héliumot 1200-1300 psi nyomasnal engedtiik be
a plazmidokat hordozo részecskék boritotta korong folotti térbe. A vakuum és nyomas
hataséra szétrepedd milanyag korong és a bel6tt kalluszok kozotti tavolsagot 12 cm-re
allitottuk be, melyet a legkedvezObb tranziens expresszidos mintazat alapjan

valasztottunk meg.

2.3.3.3. In vitro szelekcio

A DNS-sel bel6tt tenyészeteket 2-3 nappal a belovést kovetden atraktuk 3 mg/l
bialaphost tartalmazo (steril sziirlet) 2 mg/ml 2,4-D tartalmi AA téptalajra.

Tenyésztésiiket sotétben, 28°C-on inkubdlva termosztatszekrényben végeztiik. A

46



szelektiv koriilmények kozott tlnové kalluszokat a tenyésztés 6.-8. hetében
tovabbpasszaltuk, amit 6t hetes ciklusokban négyszer megismételtiink. A szelekcids
ciklus végére a taptalaj bialaphos tartalmat a masodik passzalastol 5 mg/l-re emeltiik,
¢és a 2,4-D tartalmat 1 mg/l-re csokkentettiik. A szelekcios ciklus végén a kalluszok
ndvényregeneracid céljabol AAzizi taptalajra keriiltek. A regeneralds sordn szelekcids

nyomast mar nem alkalmaztunk.

2.3.2. A transzformacio ellenorzése

2.3.2.1. B-gliikkuronidaz enzim teszt

A génbelovés hatékonysagait a GUS enzim Kkatalizalta, [-glilkuronid
hidrolitikus  bontasanak detektalasaval, Jefferson (1987) festési moddszere
alapjan.ellendriztiik. A sejtkolonidkra 1 ml reakcidelegyet pipettaztunk, amely 1,2 mg
szubsztratot, 20 ul DMSO-t, 940 ul GUS puffert (50 mM foszfatpuffer, pH: 7,5 + 10
mM EDTA + 0,1 % Triton + 0,4 % Sacrosyl) és 40 ul B-merkeptoetanolt tartalmazott.
A mintdkat 2 ordn keresztil 28°C-on inkubdltuk, majd a megfestett kolonidk

elhelyezkedése és szama alapjan kiértékeltiik.

2.3.2.2. Foszfinotricin-acetiltranszferaz enzim teszt

A szelekciés markerként Streptomyces hygroscopicus mikroorganizmusbol
izolalt bar gén a foszfinotricin-acetiltranszferaz (PAT) enzimet kodolja. Az enzim
acetilalja ¢és ezaltal inaktivalja a totalis gyomirtoszerként hasznalt hatéanyagot, a
foszfinotricint (PPT).

A PAT enzim tesztet kalluszbdl ill. zold levélmintabdl készitettiik az aldbbi
protokoll szerint (Spencer, 1990):

1. 100 mg sulyu friss mintat jégen tartott Eppendorf csébe gyiijtottiink.
2. A mintat 200 pl extrakcios pufferben kézi dorzsodléssel homogenizaltunk és

feltartunk.
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11.

. A ndvényextraktumot 13 ezer ford./percen, 5 percig tartd centrifugalassal

valasztottuk el.

50 mM Ac-Koenzim-A és radioaktiv PTC 1:1 elegyébdl mintanként 2 pl-t
Eppendorf reakcidocsdvekbe tettiink.

A centrifugélt mintabol 20 pl feliiliszot adtunk a reakcidcsdébe.

1 6ra inkubalas kovetkezett 30°C-os héblokkban, lasst razas mellett.

A reakciot 10 ul 12% TCA-val az 1 orat kdvetden leallitottuk.

A 3. pont szerint centrifugéltunk.

A mintat Merck cellulézlemezre vittiik fel, amit szaritas kovetett.

. A futtatas egy éjszakan at 25 ml piridin-, 37,5 ml 1-butanol-, 7,5 ml sésav- és

30 ml H20-elegyében tortént.
A teszt eredményét Kodak X-OMAT filmre exponaltuk, amelyet hagyomanyos

modon hivtunk eld.

2.3.2.3. Nitratreduktaz aktivitas meghatarozas in vitro

A nitratreduktaz aktivitds in vitro meghatarozasa kinetikai moédszerrel, a

képzOdott nitrit fotométeres detektdlasa alapjan tortént (Pawelczyk, 1993). Az

enzimreakcio lefutdsa sordn az 5. a 10. és a 15. percben tortént a mintavétel és a

nitrittartalom mérés. A mérést kalluszokbdl és novényekbdl végeztik. A mérést

megelézden a NR aktivitds indukalasa céljabol a ndvényanyagot 48 oraig 15 mM

KNOs oldattal kezeltiik, majd homogén mintat vettiink. A mintdkat dorzsmozsarban,

folyékony nitrogénes hiitékozegben porra dorzsoltik, és 100-120 mg-t a NR

meghatarozasahoz kimértiink. A kimért mintakat felhasznéalasig Eppendorf csovekben

-70°C-on taroltuk. A NR aktivitas mérését az alabbiak szerint végeztiik:

1.

2.

Az enzimreakcio leallitdsahoz a mintavevé Eppendorf csdvekbe 25 pl 0,6 M-0s
cinkacetat oldatot mértiink ki.

A 25°C-ra beallitott hoblokkba eldkészitett Eppendorf csovekbe az
enzimreakcio kozegeként 775 ul mintapuffert €s 15 pl levéladditivet tettiink.

A 0 perces (vak minta) és a kontroll mintavevé csévekhez 235-235 pul
mintapuffert és 15-15 ul levéladditivet adtunk. A kontroll minta pufferja

nitritet is tartalmazott, ami 0,01 uM nak felelt meg.
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10.

A mintakat jégen tartva mindegyikhez négyszeres mennyiségii extrakcios
puffert adtunk majd jol dsszekevertiik (vortex).

A 0 perces ¢és a kontroll minta 50-50 ul extraktumét a mintavevo csovekbe
adtuk.

A hoblokkban levé csovekbe fél perces idokozonként 165 ul minta
extraktumot mértiink, jol 6sszekevertiik (vortex) majd 3 alkalommal 10

percenként (10., 20. és 30. perces mintak) 300-300 pl mintat vettiink.

. A mintavétel utan alaposan dsszekevert mintakhoz 75 pl 0,25 mM-os fenazin-

metaszulfatot (PMS) adtunk, és a mintakat 15 percig sotét helyen inkubaltuk.
A sotét kezelés utan 300 pl 1 w/v %-o0s szulfanilamidot (1 N HCI-ban oldva) és
300 pl 0,02 wiv %-o0s 1-naftil-etiléndiamid-hidrokloridot (NED) adtunk a
reakcioelegyhez, majd tovabbi 30 perces sotét inkubacio kovetkezett.

A mintékat 15 ezer ford./percen 5 percig centrifugéltuk.

A kiivettakba ontott mintak feliiliszoit A = 540 nm-en spektrofotométeren

mértuk

2.3.3. A novények felnevelése és vizsgalata

2.3.3.1. Az in vitro novényallomany felnevelése

A steril korlilmények kozott jol gyokeresedett ndvénykéket fitotron kamraban

neveltiik tovabb. A ndvényeket normal talajba iiltettilk, majd egy hétig foliaval

takartuk, és magas paratartalmat biztositottunk a szamukra.

A foszfinotricin rezisztencia vizsgalata céljabol végzett herbicides kezelés

bialaphos 0,1 %-os oldataval tortént. A kereskedelmi forgalomban bialaphos (82%
PPT) néven ismert hatéanyagot a japan Meiji Seika Kaisha cég szives ajandékaként
hasznaltuk kisérleteinkhez. A négy-hat hetes korti ndvényeket a reggeli orakban
permeteztiik. A hatdanyagra érzékeny egyedeken a klorotikus tlinetek a kezelést
kovetd 3.-4. napon jelentkeztek, a novények teljes elszdradasa pedig két hét utan

kovetkezett be. A kiszelektalt, rezisztens allomany tiveghazi tovabbnevelésre kertilt.
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2.3.3.2. Az utédnemzedékek felnevelése és in vivo szelekciéja bar génre.

Az in vitro eredetii, edzett és foszfinotricin rezisztenciara szelektalt novények
(To nemzedék) agyagcserepekbe (¢ 20 cm) normal talajba lettek iiltetve, majd
iiveghazba keriiltek, ahol a. buza kornyezeti igényeinek megfeleld klimat biztositottuk
a szamukra. Az idegentermékenylilés megakadalyozasara a novények kaldszait a
viradgzas elott celofanzacskoval szigeteltiik.

A fertilis egyedek utddait (T1 nemzedék) ndvényneveld ladakban, tiveghézi
koriilmények kozott neveltiik tovabb. A herbicid rezisztencia teszt elvégzéséhez 15%
(w/v) glufozinat-ammonium hatéanyag-tartalmia Finale 14 SL (AgrEvo) totalis
gyomirt6 szert alkalmaztunk 0,5%-o0s (v/v) toménységben. A vetés utani 25. napon 6t
leveles allapotban hajtottuk végre a novények herbicides kezelését. A gyomirtd szer

egyenletes kijuttatasat kézi permetezdvel a reggeli 6rakban végeztiik.

2.3.3.3. A nitratreduktaz enzim hatoképességének vizsgalata klorat teszttel

A klorattal szembeni rezisztencia vizsgalatdhoz a novényeket hidroponias
termesztési koriilmények kozott neveltiik fel (1d. Hidroponias névénynevelés). Az egy
hetes 3 leveles allapot csirandvények tapoldatat 50 mM-os KCIOz oldattal 7 mM
cseréltiik. A Kklorotikus tiinetek az érzékeny egyedeken a 3.- 4. napon kezdtek
megjelenni. A kloratos kezelés 10. napjan valt — a tiinetegyiittes széles spektruma miatt

— megbizhatdan értékelhetdve a kisérlet eredménye. Ekkor végeztiik a kiértékelést.
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3. EREDMENYEK

Ahhoz, hogy idegen gén beépiiléseként a nitratreduktdz enzim miikdésében
bealld valtozasokat a megfeleld moddon elemezni tudjuk, eldszor az enzim
jellemzésére, valamint a hatasat befolyasold tényezok tanulméanyozéasara ¢és
megismerésére volt sziikkség. Ennek érdekében a transzformacios kisérletek
modellndvényén a CY-45 bliza genotipuson vizsgaltuk a NR szabalyozasaért felelds
faktorok hatasat, melyekrdl ugy gondoltuk, hogy a NR-hidnyos transzformans
novények mindsitésénél fontos szerepiik lehet.

A nitrdt komplex hatdsa miatt vizsgaltuk a teljes asszimildciés folyamatban
betoltott szerepét, ami felvételére és redukciojara egyarant kiterjedt. A NR
enzimkinetikai jellemzése mellett a glutamin gatlo és a klorat toxikus hatasat
tanulmanyoztuk, valamint a fény €és a napi fotoperiociditds szabalyozd szerepe volt
még vizsgalatunk targya.

Ezt kovetéen keriilt sor a géntranszformacids kisérletsorra, melyben a
génbevitel technikai paramétereit riporter gén (gus) mitkddtetésével optimalizaltuk, a
kotranszformalt vektorok integralodasat marker génnel (bar) igazoltuk, és

tanulmanyoztuk a bevitt ,,hasznos” idegen gén (cnx1) megnyilvanulasanak hatasfokat.

3.1. A nitrat asszimilacio vizsgalata

3.1.1. A nitrat felvétele

A nitrat felvételét hidroponids koriilmények kozott nevelt egyhetes
csirandvényeken vizsgaltuk. A kezeléseket (nitrat, klorat és glutamin) kovetd 24 ora
utan a hidroponias tapoldat nitrat koncentracio csokkenésébdl kovetkeztettiink a felvett
nitrat mennyiségére. Az eredményeket a 4. tdblazat mutatja, statisztikai értékelésiik a

5. tablazatban lathato
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4. tablazat. A nitrat a klordt és a glutamin hatdsa a nitrat felvételére 1 hetes

csirandvényben
Mintaszam Kezelés Nitrat felvétel

mM pmol x g1 x ht %

NOs ClOs Gln

1 0,4 — — 28,7+23 100
2 0,4 1 — 27,6 2,1 96
3 0,4 3 — 27,3+24 95
4 0,4 5 — 26,1+2,0 91
5 0,4 7 — 255+1,8 89
6 0,4 — 0,5 27,0+ 2,2 94
7 0,4 — 3,0 143+1,3 50
8 0,4 7 3,0 146+1,1 51
9 2,0 — — 37,5+3,0 100
10 2,0 5 — 27,4+19 73
11 2,0 7 — 24017 64
12 2,0 — 0,5 36,7+2,9 98
13 2,0 — 3,0 17,4+1,6 46
14 2,0 7 3,0 16,3+1,3 43

A mérési adatok 2 ismétlésben 3-3 ndvényminta atlagat + SD reprezentaljak (n = 6).
A %-os értékek a csak nitrat kezelésben részesiilt mintakra vonatkoztatottak, kiilon-

kiilon az alacsonyabb ¢és a magasabb koncentraciot illetden.

A nitrat koncentracié novelésével annak felvétele nem egyenesen aranyos (Id.
1. és 9. sz. minta). Az alacsonyabb koncentracioban (0,4 mM) adott nitrat felvételére a
klorat jelentds hatast nem gyakorolt (Id. 1., 2., 3., 4., és 5. sz. minta), a nagyobb
koncentracié (2,0 mM) mellett viszont a ndvekvd klorat koncentracié fokozott hatdsa
figyelhetd meg (1d. 9., 10. és 11. sz. minta). Ebbdl kovetkezik, hogy ugyanaz a klorat
koncentraci6 viszonylagosan erdsebb gatld hatast okoz a nagyobb nitrat koncentracid
melletti nitrat felvételre, mint a kisebb koncentracio melettiére (1d. 4. és10., ill. 5. és

11. sz. minta). A glutamin az alkalmazott kisebb koncentracioban nem fejt ki
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semmilyen hatast (1d. 6. és12. sz. minta), mig a nagyobb koncentracidban a nitrat és a
klorat kornyezé mennyiségétdl fliggetleniil megkdzelitéleg ugyanolyan mértékben

gatolja a nitrat felvételét (1d 7., 8., 13. és 14. sz. minta).

5. tablazat. A nitrat, a klorat és a glutamin nitrat felvételére gyakorolt hatdsdnak

statisztikai értékelése.

Elemzett Elemzett Elemzett

mintak |t mintak t mintak t
1-2 0,452 1-6 0,837 9-12 0,557
1-3 1,634 1-7 4,873 9-13 4,367
1-4 2,365 1-8 4,963 9-14 4,358
1-5 2,782 6-7 4,738 12-13 |3,962
2-3 0,163 6-8 4,657 12 -14 4,143
2-4 1,594 7-8 0,237 13-14 0,448
2-5 2,037 9-10 3,636 612 3,435
3-4 0,428 9-11 3,887 7-13 2,727
3-5 1,762 10-11 |2,931 8-14 0,634
4-5 0,967 =6 p=005  tkit=2,228

A mintak statisztikai analizise azt mutatja, hogy a P = 5 % szinten a klorat
nitrat transzportot gatld hatdsa a nagyobb koncentraciok melett (5 és 7 mM)
szignifikans, és ez a hatds a magasabb nitrat adag (2,0 mM) mellett kifejezettebb. A
glutamin 0,2 mM koncentracidban nem befolyasolja a nitrat felvétel mértékét, a
magasabb koncentracioban (3,0 mM) viszont szignifikansan kiilonbozik a kezeletlen és
az alacsony GIn mintatdl egyarant. A nitrat felvétel glutamin gatlasa mellett a klorat
csokkenést. A két nitrat koncentracio hatdsanak dsszehasonlitasdban a magas klorat (7
mM) és glutamin (3,0 mM) egyiittes hatdsaként nem tapasztalhatdo szignifikans

kiilonbség, az dsszes tobbi kezelésnél a nitrat felvétel szignifikans kiilonbséget mutat.
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3.1.2. A nitratreduktaz enzim szabalyozasa

Az enzim szabalyozasaban szerepet jatszo faktorok koziil a nitrat a klorat és a
glutamin hatasat, valamint a fény és a napi ciklus befolyasat vizsgalatuk.

Mivel a NR hianyos novényegyedek csak nitratmentes kdzegben képesek
fennmaradni, és ezért az anyagcseréjiikhdz sziikséges nitrogént mas forrasbol —
praktikusan az aminosav szintézis kiinduld vegyiilete, a glutamin révén — Kell
biztositani, a pRT101 cnx1 antiszenz bevitelével nyerhet6 transzgénikus névények
értékelése¢hez fontos ismerni e két vegylilet NR szabalyozo6 hatasat. A klorat mérgezés
tiinetei a NR hidnya vagy csokkent mitkddése esetén nem, vagy kisebb mértékben
jelentkeznek. A transzgénikus és a vad tipust egyedek kozotti klorat érzékenység
objektiv értékelése céljabol meg kellett tervezni a klorat kezelés hatékony maodjat a
normal NR miikodést mutatd populacion.

A fény és a napi ciklus NR aktivitast befolyasold szerepének vizsgalatat a
novénynevelési ¢és a mintavételi koriilmények ilyen szempontbdl is pontos
beallitdsanak feltételezett sziikségessége ¢€s ennek megfeleld tervezése miatt veéltiik

célszertinek.

3.1.2.1. A nitrat, a klorat és a glutamin hatasa

A nitrat, a klorat és a glutamin NR aktivitasra kifejtett hatasat hidroponias
koriilmények kozott nevelt 15 napos csirandvényeken vizsgaltuk. A vizsgélat
eredmeényei a 6. tdblazatban lathatoak.

NR aktivitas a nitrdt huzamosabb megvonasa mellett nem volt detektalhato (1d.
17. sz. minta). A nitrat koncentracidé novelése a NRA emelkedését valtotta ki (1d. 1. és
9. sz. minta). A ndvekvd klorat koncentraci6 ardnyosan csokkentette a NRA-t mindkét
nitrat kezelés esetében (I1d. 2., 3., 4. és 5., 1ll. 10., 11., 12. és 13. sz. minta). Ugyanolyan
klorat kezelés hatasira a NRA kisebb mértékben csokkent a nagyobb nitrat
koncentracié mellett, mint a kisebb mellett (Id. 4. és 10., ill. 5. és 11. sz. minta). A
glutamin az alkalmazott kisebb kezelés hatasara is csokkentette a NRA-t, magasabb
koncentracidja mellett az enzimaktivitas gatlasa hatvanyozottan fokozodott (I1d. 6., 7.
¢s 8., 1ll. 14., 15. és 16. sz. minta). A klorat és a glutamin egyiittes alkalmazasa a NRA

gatlasdban hatasuk 0sszegzddésében jut kifejezésre (Id. 8. és 16. sz. minta).
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6. tablazat. Nitrat, klorat és glutamin kezelések NRA-ra kifejtett hatdsai 15 napos

csirandvényeken.
Mintaszam Kezelés Nitratreduktaz aktivités
mM nmol NO2 x g1 x min %
NOs ClOs Glin
1 0,4 — — 223+13 100
2 0,4 1 — 208+1,4 93
3 0,4 3 — 174+11 78
4 0,4 5 — 10,5+0,8 47
5 0,4 7 — 8,0£0,6 36
6 0,4 — 0,5 16,9+1,.2 76
7 0,4 — 3,0 40+0,3 18
8 0,4 7 3,0 29+0,3 13
9 2,0 — — 304+21 100
10 2,0 5 — 23,1+1,6 76
11 2,0 7 — 20,7+1,2 68
12 2,0 10 — 16,3+1,2 54
13 2,0 15 — 12,7+0,9 42
14 2,0 — 0,5 249+17 82
15 2,0 — 3,0 7.8+05 26
16 2,0 7 3,0 6.7+0,4 22
17* — — — nem mérhetd

* A nitratmentes tapoldatban nevelt kontroll
A mérési adatok 2 ismétlésben 3 —3 ndvényminta atlagat + SD reprezentaljak (n = 6).
A %-os értékek a csak nitrat kezelésben részesiilt mintakra vonatkoztatottak, kiilon-
kiilon az alacsonyabb és a magasabb koncentraciot illetden.

A klorat és a glutamin hatdsat a NRA-ra a 0,4 és a 2,0 mM nitrat koncentracio
mellett kiilon-kiilon, valamint a 7 mM klorat melletti nitrat és glutamin hatast a 7. dbra

oszlopdiagrammjai szemléltetik.
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7. abra. A nitrat, a klorat és a glutamin hatasa a NRA-ra
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3.1.2.2. A fény és a napi ciklus hatasa

A NR aktivitas kiilonb6z6 fény ellatottsagi viszonyok melletti napi
valtozasanak ismerete a mintavétel optimalis idOpontjdnak meghatarozasa
szempontjabol sziikségszert.

A fény hatasat és a fénykezelés napi idOtartaméanak novekedését a NR
aktivitasra kallusz és ndvény szinten vizsgaltuk. A vizsgalati mintdk egyik részét
fénytdl elzart helyen tartottuk, a masik csport 16/8 6ras napi fény ciklusban részesiilt.
A NRA méréseket 24 6rés nitrat indukcid elézte meg. A kisérletsor eredményeit a 7.

tablazat mutatja.

7. tablazat. A fény és napi valtakozasanak hatasa a NRA-ra kallusz és novény szinten.

Nitratreduktaz aktivitdas ~ (nmol NO2™ x g x min™)
Id6pont
(6ra) Sotét Fény

kallusz novény kallusz novény

1 9,9 8,9 10,1 9.6
2 14,0 12,4 14,4 13,3
4 19,5 17,5 20,3 18,9
6 243 217 24.7 23.0
8 27.7 24,9 28,9 26,9
12 34.1 30,8 35,1 32,5

*a megvilagitas kezdetét koveto 1do

A mérési adatok 2 ismétlésben 3 —3 novényminta atlagat + SD reprezentaljak (n = 6).

A mérés eredményei azt mutatjadk, hogy a kétféle kezelés mind a négy
kombinacidjaban a vilagos idOszakasz eldrehaladtdval a NR aktivitds emelkedik, és a
novekedés mértéke csoken.

Regresszidos analizis alapjan ugy talaltuk, hogy a NRA = f{ (tnapi)
fliggvénykapcsolat masodfokt polinommal jol illeszthetd, mellyel megfeleléen
modellezhetd a NR aktivitds ndvekedése a megvilagitas idejének fiiggvényében. A
négy kezelés hatasat leiro fliggvénykapcsolat grafikus képe a 8. és 9. dbran lathato,

matematikai leirasat a 8. tablazat tartalmazza.
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8 abra. A napi ciklus valtozasanak hatdsa a NRA-ra kallusz és ndvény mintakban:

sotétben kalluszban és ndvényben (a);

fényen kalluszban €és ndvényben (b);
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9. abra. A napi ciklus valtozasdnak hatdsa a NRA-ra kallusz és névény mintdkban:

kalluszban sotétben és fényen (c);

novényben sotétben és fényen (d);
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8.tablazat. A NRA fliggése a megvilagitastol és a napi fényciklustol.

Kezelések NRA = f (tnapi) I’Z

Sotét | kallusz y =-0.1021 x? + 3.4692 x + 7.0133 0.9979
névény y =-0.0877 x? + 3.0845 X + 6.2747 0.9984
Fény |kallusz y =-0.1089 x? + 3.6305 x + 7.0923 0.9981
novény y =-0.1020 x? + 3.3674 X + 6.6837 0.9988

3.1.3. A nitratreduktaz enzim kinetikai jellemzése

A nitratreduktaz kinetikai vizsgalata sordn meghataroztuk az enzim kinetikai
allandoit és elvégeztiik a klorat gatlési tipusanak kinetikai elemzését. Az enzimreakciod
idobeni lefutdsdnak tanulmanyozasaval megmértiikk a nitrat indukcié hatdsat a NRA

1d6beni valtozasara.

3.1.3.1. A kinetikai allandok meghatarozasa és a klorat gatlasa

Ot kiilénbozé szubsztrat koncentracié mellett megmértilk a NRA értékeket in
vivo. A klorat gatlasanak kinetikai jellemzésére ugyanolyan szubsztrat koncentraciok
alkalmazasdval mértiik a két kiilonb6z6 koncentracioban adott klorat hatasaként
megvaltozott NRA értékeket. A mérés eredményei és a Lineweaver-Burk abrazolashoz
szamitott 1/Vo — 1/S értékparok a 9. tdblazatban lathatok.

Kiszamitottuk a harom kezelés hatdsat leir6 matematikai fiiggvényeket, és a
Lineweaver-Burk grafikus modszerrel meghataroztuk a kinetikai allandok (Vmax, Km és

Ki) értékeit (1d. 10 abra. és 10. tablazat).
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9. tdblazat. A NRA ¢értékei a szubsztrat koncentracio fiiggvényében a kezeletlen,

valamint a 3 és a 7 mM ClO3 kezelés mintaiban, a hozzatartozo 1/Vo — 1/S szamitott

értékparokkal.
[CIO3T] Nitrat koncentracio [NO3] =[S] (mM)
(mM)
(
4
4
1
0 12,8 15,3 18,8 23,2 26,9
3 NRA* 9,9 12,1 15,3 20,0 23,9
7 7,7 9,8 12,4 17,6 21,8
1/[S]
(mM1) 8 6 4 2 1
0 78,1 65,4 53,2 43,1 37,2
3 1NVo** 101 82,6 64,5 49,5 42,4
7 130 102 80,6 56,8 45,9

*(nmol NOz x gt x min)  **(umol NOz x g x min™?)?

A mérési adatok 3 parhuzamos mérés atlagat reprezentaljak .

-40 -
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- 140 +
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10. abra. A NR reakciosebesség szubsztrat fliggése ¢s gatlasa 3,0 és 7,0 mM

ClO3 kezeléssel Lineweaver-Burk abrazolasban

10. tablazat. A NR és a két C103™ gatlas enzimkinetikai jellemz6i.

ClOs 1/Vo =1 (1/S) 2 Vinax™ Knm Ki
(mM) (uM) (mM)
0 y =5793 x + 31,071 0,9981 32 186 —
3 y = 8,384 x + 32,787 0,9972 30 256 7,97
7 y=11879x +33,167 | 0,9979 30 358 7,57

*(nmol NO x gt x min™)

A harom egyenes y-tengelymetszete kozel megegyez6, a klorat egyik vizsgalt
a Km értékek eltérését jelzi, melyekbdl kiszamitottuk Ki inhibicios disszociacios

egyensulyi allandok értékeit.

3.1.3.2. Az enzimreakcio idobeni lefutasa

Korai embrio eredetli kalluszszoveten vizsgaltuk a nitrat indukcid hatasat a NR
aktivitads idébeni valtozéasara, annak céljabol, hogy az indukcidt kovetd NRA mérés
mintavételének a legmegfeleldbb iddpontjat megallapitsuk. A mérési sorozatot AA ¢€s
MS taptalajon tenyésztett, kétszer atpasszalt kéthetes kallusztenyészet 15 mM NO3

indukcigjat kovetden végeztiik. A mérés eredményeit a 11. tdblazat mutatja.

11. tablazat. A NRA 15 mM NOs™ indukciot koveto idolefutasban.

Iddtartam (6ra) 0 4 17 24 48
AA [6.2 21,0 33,5 36,3 27,2
NRA* MS [5.2 8,8 12,0 135 9.3
Idotartam (nap) 3 4 5 7 8
AA [21,2 30,5 26,3 18,7 14,5
NRA* MS 6,0 37 88 6,2 3,0

*(nmol NOz x gt x mint)
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A mérési eredmények 3 parhuzamos mérés adatait tiikrozik

A mérési adatokbol, valamint a NRA = f (t) fliggvénykapcsolat abrazolasaval
(Id. 11. &bra) lathatd, hogy a nitratmentes taptalajon (AA) tenyésztett kalluszok valasza
a nitrat indukciodra kozel haromszoros NRA emelkedést eredményezett, mint a nitratos
taptalajon (MS) nevelteké. A fiiggvénykapcsolatot leirdé gorbe két lokalis
maximummal rendelkezik. A MS taptalajon nevelkedett kallusz eredetli mintak
esetében laposabb ¢€s elnyultabb, mint az AA taptalajrol szarmazokat jellemzo gorbe.
Az enzimaktivitds mindkét esetben 24 6ra elteltével éri el a maximumot. Ezt kdvetden
fokozatosan csokken, majd egy enyhébb emelkedd szakasz, a masodik maximum utan
— nitratmentes taptalajon tenyésztettnél a 4. nap, a nitratos taptalajon fejlédott esetében

az 5.-6. nap kozott van ez a cstcs — a kiindulasi értékhez tart.

NRA (nmol NQ x g'l X min'l)

0 - f f f f f f f f i
0 017 071 1 2 3 4 5 7 8

11.4bra A NRA 1d6gorbéje AA ¢és MS taptalajokon tenyésztett
kalluszszovetekben vizsgalva

3.1.4. A klorat toxikus tiinetegyiittes, klorat teszt
A klorat kiils6 jegyekben, a novényi szovetek fokozatos ¢€s folyamatos

pusztuldsaban is megnyilvanuld hatdsa jol érzékelhetd. A valtozasok a kisérleti

paraméterek célszerli megvalasztasaval idében elhtizodnak, ami a nem nagy
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kiilonbségli hatdsokra jelentkezd tlinetegylittesek kozotti kisebb kiilonbségek alapos
megfigyelését teszi lehetdvé. A nitratreduktaz aktivitasban levd kiilonbségek a klorat
toxicitas kiilonbségeiben is megnyilvanulnak, aminek objektiv megitélésével a NR
hatasara lehet kovetkeztetni. Annak érdekében, hogy klorotikus tiinetek alapjan a NR
mikddés mértékére tudjunk kovetkeztetni, megvizsgaltuk és a tiinetegyiittes alapjan
jellemeztik a novényeken kiilsé jegyekben megnyilvanuldo valtozasokat. A
megfigyelés kiterjedt a haromleveles allapotot elért csirandvények mindharom
levelének fizikalis vizsgalatara, melyeken a toxicitds mértékének megjelenését a nitrat,
a klorat ¢és a glutamin kiilonb6z6 koncentraci6 kombinacidjainak hatésaiként
regisztraltunk. Ertékelésiinket a 12. tablazat tiikrozi.

Az egyhetes hidropdnias novénynevelést kovetden a ndvények 15-18 cm
magassagot értek el és kétleveles allapotiiak voltak. Az ezt kovetd kezelések hatdsa
tovabbi 4 nap elteltével kezdett megjelenni, és a 8. napon észleltiik a legnagyobb
kiilonbségeket. Addigra a ndvények zaszlos levele elérte a 25-30 cm-es hosszusagot, 2.
leveliik 20-27 cm kozotti volt, és a 3. levél is kifejlédott 9-12 cm hosszura. A
kezelések hatdsaként a novények hosszméretében és a zaszlos levél allapotdban nem
tapasztaltunk lényeges kiilonbséget. A klorotikus tiinetek a 2. és — anndl is
fokozottabban — a 3. levélen jelentkeztek, a levelek szinében-allagaban és allasaban
(1d. 12. tablazat). A kezelések hatisaiként tapasztalt kiilonbségek ezt kdvetden, a
novények két also levelének fokozatos elszaradasaval, egyre csokkentek.

Megfigyeléseink alapjan a kezelések 8. napjan a vizsgalt mintdk kozott jol
lathato kiilonbségeket tapasztaltunk. A kontroll novények (Id 1, 6, 8 és 13 szamu
mintdk) a nevelési koriilményeknek megfelelden fejlodtek, egészségesek maradtak. A
legnagyobb mértékii elvaltozast a 2,0 mM nitrat és 15 mM klordt kezelést kapott
novényeken (12 szdmu minta) tapasztaltunk, melyek 3.levele teljesen elszaradt. A
novekvé klordt koncentracidé mindkét nitrat adag mellett fokozodd klorotikus
tiinetekben mutatkozott meg (Id. 2, 3, 4 és 5, ill. 9, 10, 11 és 12 szdmU mintak). A
nagyobb nitrat koncentracié csokkentette ugyanakkora mennyiségii klorat toxicitasat
(Id. 4 és 9, ill. 5 és 10 szdmu mintdk). A 3 mM glutamin jelenléte mindkét vizsgalt
kombinacioban majdnem teljesen meggatolta a klorotikus tiinetek megnyilvanulasat
(1d. 6 és 7, ill. 13 és 14 szamu mintak).

Az azonos nitrat illetve klorat kezelések melletti kiilonbozd klorat illetve nitrat
koncentraciok toxikus hatdsdban jelentkezd kiilonbségek 15 napos csirandvényeken a

kezelések 8. napjan az 1., 2., 3. és 4. képen lathatoak.
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12. tablazat.

tiinetegylittese 15 napos csirandvényeken 8 napos kezelés utan

A klorat kiilonbozé kezeléskombinaciokban megjelend toxikus

Minta- Kezelés Levelek
szam mM
NOs [ClOs3 | GIn 1. 2. 3.

zold zold zold

1 04 | — | — egyenes egyenes egyenes
zold z0old 1/3 Kklor.

2 0,4 1 — egyenes lehajlott elhajlo
zold 1/2 Kklor. 1/3 elsz.

3 0,4 3 — egyenes lehajlott elhajlo
z06ld 1/3 elsz., 1/3 klor. | 1/2 elsz., 1/3 klor.

4 0,4 5 — egyenes lehajlott lehajlott
zold 1/2 elsz., 1/2 klor. | 2/3 elsz., 1/3 klor.

5 0,4 7 — elhajlo lehajlott lehajlott
zold zold zold

6 04 | — | 30 egyenes egyenes egyenes
z61d z61d enyhén klor.

7 0,4 7 3,0 egyenes elhajlo lehajlott
z0ld z0ld zold

8 20 | — | — egyenes egyenes egyenes
zold zold 1/3 klor.

9 2,0 5 — egyenes elhajlo elhajlo
zold 1/4 Klor. 1/2 elsz., 1/2 klor.

10 2,0 7 — egyenes elhajlo lehajlott
zold 1/5 elsz., 1/2 klor. | 2/3 elsz., 1/3 klor.

11 20 | 10 | — elhajlo lehajlott lehajlott
zold 1/3 elsz., 1/2 klor. teljesen elsz.

12 20 | 15 | — lehajlott lehajlott lehajlott
zold zold zold

13 20 | — | 30 egyenes egyenes egyenes
z0ld, z06ld z6ld

14 2,0 7 3,0 egyenes egyenes elhajlo

Roviditések:elsz. = elszaradt

klor. = klorotikus
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1.kép. 5 és 7 mM ClO3" kezelés tiinetei 0,4 mM NO3z™ mellett

Az 1. és a 2. kép azt mutatja, hogy a nagyobb klorat koncentracié sulyosabb toxikus
tineteket okozott mindkét nitrat koncentracié mellett, mint a kisebb. Ez a hatas a

kisebb nitrat koncentracid esetén nyilvanul meg erésebben.

NO3z =2,0 mM

2.kép. 5 és 7 mM ClOs3™ kezelés tiinetei 2,0 mM NOs™ mellett
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ClOs =5mM

3. kép. 0,4 és 2,0 mM NO3" kezelés tiinetei 5 mM ClO3™ mellett

A 3. és a 4. képen lathatd, hogy a nagyobb nitrat koncentraci6 mindkét klorat
koncentracié esetében csokkentette a klorat toxikus hatdsat. Ez a kiilonbség a

magasabb klorat koncentracié mellett kifejezettebb.

ClOzs=7mM

4. kép. 0,4 és 2,0 mM NOs3™ kezelés tiinetei 7 mM ClO3” mellett
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A kloratnak a novények fizikalis allapotéra kifejtett hatdsat vizsgélo kisérletsor
eredményei szerint, a 0,4 mM KNO3 indukcié melletti, 7 mM KCIO3 koncentracio
megfeleld érzékenységli megfigyelést tesz lehetdvé egy hetes hidroponias nevelésl
csirandvények tovabbi 8 napos kloratos kezelését kovetden.

A toxikus tiineteket a levelek elszinezddése-allaga és allasa tekintetében a

kovetkezOképpen osztalyoztuk (1d 13. tablazat):

Osztaly Elszinez6dés-allag Megjelenés
zold Klorotikus | elszaradt
(hényad) (hényad) (hényad)
1. 1 0 0 —.
2. 213 1/3 0 e
3. 1/4 1/2 1/4 —:—-
4. 1/6 1/2 1/3 [ ———
5. 1/6 1/3 1/2 -::q-
6. 0 1/4 3/4 [:—F
7. 0 0 1 _P
Allas
Osztaly | 1. Egyenes |2. Elhajlé | 3. Lehajlott

A két valasztott jellemz6 tulajdonsdg szerinti osztalyokba sorolds buza NRA
szintjének klorat toxicitas érzékenysége alapjan torténd objektiv mindsitésére ad
lehetdséget. A modszert szemikvantitativ tesztként alkalmasnak tartjuk NRA szintek

Osszehasonlito vizsgalatara.
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3.2. A buza genetikai transzformacioja

3.2.1. Az in vitro tenyésztés koriilményei

3.2.1.1. A buza genotipus kivalasztasa

A génbelovéshez jol kalluszosodd és regenerdld képességii buza genotipus
éretlen embridit szandékoztuk izolalni, hogy a transzformaciéos munkahoz fiatal,
differencidlatlan sejtek alljanak rendelkezésre, ¢és ezekbdl konnyen novényt
nevelhessiink. Ehhez négy buza genotipus harom fontos szdvettenyésztési
tulajdonsagat (izolalas utan kihajtott embridk szama, kalluszosodasi szazalék,
novényregeneralds) vizsgaltuk meg, melynek eredményeit a 14. tdblazat foglalja dssze.
A tablazat masodik oszlopdban lathatd, hogy a vizsgalt fajtdk kozott jelentds
kiilonbséget talaltunk a kihajtott embriok szazalékaban. Kisérleti szempontbol a minél
alacsonyabb kihajtasi szazalék a kedvezd, amelyet a sorban harmadik genotipus
mutatott. A tablazat harmadik oszlopa a kalluszosodasi szdzalékokat Osszegzi, amely
tulajdonsagban a legmagasabb értéket ado genotipusnak ugyanaz a fajta bizonyult.

A kalluszokat hat cikluson keresztiil passzaltuk, majd novényeket regeneraltunk. Ezzel
modellezve a géntranszformaciot majdan kovetd szelekcios szakaszt és a vélhetdleg
transzgénikus novények regeneralasat, ugy talaltuk, hogy a legjobb alapanyagnak a

CY-45 tavaszi buza igérkezik.

14.tdblazat. Buza genotipusok szovettenyésztési tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa

Fajta Embrioképzés Kalluszosodas Novényregeneracio™®
(%) (%) (%)

GK Délibab 18 78 39

GK Gobé 8 85 50

CY-45 2 97 72

GK Kunsag 11 88 49

* Az 6todik passzalds utani kalluszok %-aban.
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3.2.1.2. Az in vitro novény-sejt—noévény rendszer a CY-45 genotipuson

A sejttenyészetek alapanyagat a 10-11 napos virdgzasban
levo kalaszok (Id. 5. kép) adtak, melyekbdl kiilonbozo fejlodési
allapotu éretlen embridkat preparaltunk (Id. 6. kép). Az éretlen
embridk a 2 mg/l 2,4-D tartalmi MS taptalajon a tenyésztés 5.-8.
napjan  dedifferencidlodni  kezdtek, majd kalluszszovetet
fejlesztettek. Egy honapos tenyésztés utan a kiilonbozé fejlettségi
allapoti embridk a tenyésztési koriilményekre eltérden reagaltak

(1d. 7. kép).

6. kép.Eretlen embriok 7. kép.Eretlen embriok kalluszképzése

A 6. és a 7. kép Osszehasonlitdsaval lathatd, hogy az embriok érésiik korai
fazisaban alkalmasak kalluszszovet képzésére, mig az érettebbnél (a 7. képen a jobb
oldali embri0) redifferencialodési folyamat indult meg, amit hajtas- és gyokérképzddés
jelez. A sejttenyésztés soran jol osztodd kallusztenyészeteket kaptunk, melyek
regeneracios képességiik 1ényeges elvesztése nélkiill 4-szer atpasszalhatok és
tovabbszaporithatok voltak.

A novényregeneralds a MS;izi taptalajon két-harom hét utan indult meg. A képzodo
z6ld hajtdsok 1 hoénapos korukban 0,1 mg/l IES-t tartalmazd6 MS gyokereztetd
taptalajra keriiltek, ahol tovabbi 3-4 hét alatt meggyokeresedtek. Az in vitro tenyésztett
novényeket cserepekbe iiltettiik, majd folids takarassal edzettiik, és iiveghazban

neveltiik. A ndvényregeneracio folyamatanak fazisait a 8.kép mutatja
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3.2.2. Transzgénikus buza eldallitasa

3.2.2.1. Génbelovés

A két plazmid belovéséhez a CY-45 éretlen embrioibol dedifferencialodott 1-
25 nap koru kallusztenyészeteket hasznaltunk. A pAHC25 gus és bar valamint a
pRT101 cnx1 antiszenz génkészlettel ellatott vektorok kotranszformacioval keriiltek
bevitelre. A beldvés paramétereinek pontositasa céljabol a génbeldvést kovetd 2.
napon vizsgaltuk a bel6tt genetikai elemek integralodasanak gyakorisdgat. Erre a gus
riporter gén megnyilvanuldsa, a GUS enzim miikddése alapjan kovetkeztettiink. A
sikeres génbevitel helyét a kallusszovetek hisztokémiai kék megfestddése jelzi (1d.
9.kép). A képen megfigyelhetd az arany részecskék — hatdsos integraldodasuk helyét
jelzé — koncentrikus elteriilése (a) és a kalluszsejtek kozotti gyakorisagi eloszlasa (b).A
gus gén megnyilvanulasa alapjan, a legmegfelelébb belovési tavolsagot a

részecskebelovd berendezés egyéb miikodtetési paramétereinek valtozatlansdga
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mellett, 12 cm-re allitottuk be. A tovabbi génbelovési kisérletek ezen technikai

paraméterek mellett folytak.

9. abra. A gus riporter gén megnyilvanulésa kallusz szoveten
a. Koncentrikus foltok mutatjak a génbelovés iranyultsagat
b. Az enzimreakciot jelzo festddés egyenetlen megjelenése

3.2.2.2. Szelekcid és génexpresszio

A bel6tt kalluszokat hat-nyolc honapig 6t hetenkénti passzalassal bialaphos
tartalm( taptalajon tenyésztettiik. A bar gén megnyilvanulasat, a foszfinotricin
herbicid hatdsat t0lél6 sejtek mutattdk. A transzformalt sejtek ndvekvd koldniaja
sargas-fehér intakt kalluszokat eredményezett, mig a herbicid érzékeny egyedek

kalluszai megbarnultak, a sejtek elpusztultak (1d. 10. kép).

10.kép Kallusz szelekcio bar génre

a.,Vad tipusu sejtek hatéanyagmentes taptalajon
b.,Vad tipusu sejtek hatéanyag tartalmu taptalajon
c.,Transzformalt sejtek hatdanyag tartalmu taptalajon
d.,Hatbanyag rezisztens kalluszok
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A nodvekvd szelekcids nyomas — a kezdeti 3 mg/ml, majd a masodik
passzalastél 5 mg/ml bialaphos koncentracié — és a szelektalas tobbszori ciklusa
hatékony szelektalasra adott lehetdséget.

Minden egyes herbicid rezisztens kallusz PAT enzim aktivitdsat megvizsgaltuk.
A kromatografias futtatas el6hivott mintazata (Id. 11. kép) azt mutatta, hogy nem
minden rezisztensként szelektalt kalluszban volt kimutathatd a herbicidet hatastalanitd

enzim mukodése.

A nyil a PAT
enzim hatasara
képzo6dott
PPT-t jelzi.

11.kép. A génbeldvést kdvetden biolaphos hatdanyagon szelektalt kalluszok
foszfinotricin-acetiltranszferaz (PAT) aktivitas vizsgalata

1 = bar génel transzformalt minta (+ kontroll)
2,4,5 és 8 =PAT" mintak
3,6,7 és9=PAT mintak
10 = nem transzformalt minta (- kontroll)
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3.2.2.3. Novényregeneracio

A bialaphos szelekciot és a PAT enzimaktivitas mérést kovetden a kalluszokbol
novényeket regeneraltunk. Az elsd hajtasok megjelenése a regeneralo taptalajra tortént
passzalast kovetd 2,5-4 hét utan kovetkezett be (1d. 12. kép). A hajtasok tovabbi két
hetes fejlddés utdn hormonmentes taptalajra keriiltek, ahol 4-5 hét elteltével
meggyokeresedtek (1d. 13.kép). A husz PAT" kalluszbodl tiz novénykét sikeriilt

regeneralni.

12. kép
Embriogén kalluszok
hajtas regeneracioja

13 kép.
A hajtasok
gyoOkereztetése

Az in vitro novényeket edzés utan — folids takaras és magas paratartalom —
fitotron kamraba {ltettiik ki. A novények levelébdl ismételten elvégeztik a PAT
enzimaktivitdas tesztet .Minden PAT' Kkalluszbdl elballitott novény PAT™-nak
bizonyult, azaz a transzformalt bar gén miikodését a regeneralt novényekben is sikeriilt

kimutatni.
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3.2.2.4. A transzgénikus novények in vivo vizsgalata

A kitiltetett novényeket négy-hat hetes korukban bialaphos 0,1%-os oldataval
lepermeteztiik, hogy elvégezziik az in vivo enzimtesztet. A korabbi vizsgalatokban
PAT"-nak bizonyult novények herbicid hatdanyaggal szemben is rezisztenciat
mutattak. A To nemzedék felnevelt ndvényei kozott hat egyed szemet kotott, azaz
fertilis volt.

A pAHC25 vektor transzformacido egyes fazisainak eredményeit a bel6tt

inokulumok koraval dsszefiiggésben a 15. tablazat mutatja.

15. tablazat. A pAHC25 vektor transzformacios kisérlet eredményei a beldtt

inokulumok koréaval 6sszefiiggésében

Az embrio/ | Belobtt PPT PAT" | Fiiggetlen Fertilis
/kallusz mikro- | rezisztens | kalluszok | transzfor- | transzgénikus
kora kalluszok | kalluszok mansok novények
(nap) (db) (db) (db) (db) (db)
1 1000 0 0 0 0
5 950 6 5 1 0
10 1000 7 4 3 0
15 1000 6 6 4 4
20 850 4 2 2 2
25 900 6 3 0 0
Osszesen: 5700 29 20 10 6

3.2.3. A transzgének vizsgalata az utddnemzedékekben

A pAHC25 plazmid transzformans bar génjének oroklddését foszfinotricin
herbicid rezisztencia ellenérzésével, a pRT101 plazmiddal bevitt cnxl antiszenz
megnyilvanuldsat az utodgeneraciok NR aktivitdsanak meghatarozasaval és klorat

teszttel vizsgaltuk.
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3.2.3.1. A transzgénikus novények foszfinotricin rezisztencia vizsgalata

A To nemzedé¢k hat fertilis egyedének utodait egy-egy transzgénikus vonalként
(106-3a, 116, 117, 124, 128 ¢és 129) iiveghazban neveltik tovabb. Az
ontermékenyitéssel eldallitott T1 generaciot a foszfinotricin rezisztencia 6roklodésének
vizsgalata céljabol foszfinotricin hatéanyagu totalis gyomirtdszerrel (Finale 14 SL)
permeteztiik A kisérlet eredményét kéthetes kezelést kdvetden értékeltiik. Eredményét

a 16. tdblazat mutatja.

16. tablazat. A bar transzgénikus vonalak Ti nemzedékének herbicid

rezisztencia vizsgalata.

Novényvonal | PTT kezelt ndvények | PTT rezisztens novények
(db) (db) (%)

106-3a 150 108 72

116 150 114 76

117 150 107 71

124 150 119 79

128 150 116 77

129 150 110 73

CY-45 150 150 100

A kisérlet eredménye azt mutatja, hogy mindegyik transzgénikus vonal
egyedeinek megkozelitdleg ¥4-e bizonyult ellendllonak a herbicid permetezdszerrel
szemben, mig a kontrollként vizsgalatba vont CY-45 egyedei a vegyszerhatdsra mind
érzékenyek voltak és elpusztultak. A herbicides kezelésnek a 128-as transzgénikus
vonalon kifejtett hatdsa a 14. képen lathato.

A transzgénikus vonalak Ti1 nemzedékének fertilis egyedeibél magot fogva,
azokat tovabbszaporitottuk. A herbicid hatéanyaggal permetezve kiszelektaltuk az
érzékeny egyedeket. fgy a késébbi nemzedékekben mind nagyobb aranyban nyilvanult
meg a bar transzgén jelenléte. A transzgénikus noévényallomany PTT rezisztenciara

mutatott nagyfoki homogenitasat mutatja a 15. kép.
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14. kép
A bar gén 3:1
aranyu
hasadéasanak
képe, a 128 jeli
transzgénikus
vonal Ty

crcr

15.kép. A bar transzgénikus vonalak herbicid rezisztenciadjanak
homogenitasa T = transzgénikus vonalak,CY-45 = kontroll
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3.2.3.2. A transzgénikus novények nitratreduktaz aktivitas vizsgalata

A transzgénikus vonalak nitratreduktdz aktivitdsat a T1 és a T2 nemzedékek 10
napos csirandvényeiben valamint a folyamatosan fenntartott és tenyésztett
kallusztenyészetekben vizsgaltuk. A vizsgalati mintdk a novények masodik levelei
illetve 1-1 Petri-csésze homogenizalt kalluszhalmaza voltak. Az enzimaktivitasok
értékeit in vitro NRA teszttel hataroztuk meg. A Ti generacioban vonalanként 7-7

egyedet vizsgaltunk, melyek NR aktivitas értékei a 17.tablazatban lathatoak.

17. tdblazat. A transzgénikus vonalak NR aktivitdsa a T1 nemzedékben

Novény- NR Novény- NR Novény- NR
egyed aktivitas egyed aktivitas egyed aktivitas
*) (%) *) (%) *) (%)

106-3a/1 |23,7 85 |117/1 8,7 31 |128/1 27,0 97
106-3a/2 (27,0 97 |117/2 6,2 22 |128/2 28,8 104
106-3a/3 |22,3 80 |117/3 7,2 26 |128/3 25,7 92
106-3a/4 |18,0 65 |117/4 11,0 40 |128/4 26,8 96
106-3a/5 |21,2 76 |117/5 8,0 29 |128/5 24,7 89
106-3a/6 |26,2 94 |117/6 12,0 43 |128/6 29,3 105
106-3a/7 (21,8 78 |117/7 8,7 31 |128/7 24,3 87
116/1 27,7 99 [124/1 3,0 11 [129/1 26,8 97
116/2 27,5 99 [124/2 7,2 26 |129/2 26,2 94
116/3 23,7 85 |124/3 8,0 29 |129/3 22,7 81
116/4 22,8 82 |124/4 6,2 22 |129/4 22,2 80
116/5 24,7 87 |124/5 4,5 16 |129/5 28,5 102
116/6 255 92 |124/6 3,8 14 |129/6 25,7 92
116/7 23,7 85 |124/7 4,7 17 |129/7 25,3 91
CY-45** 27,8 100 |CY-45** |27,8 100 [CY-45** 27,8 100

* (nmol NOz x g1 x min™?)
** mért értékek atlaga
% a CY-45 kontroll atlagértékére vonatkoztatva
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A 6 vonal NR aktivitds eredményei azt mutatjak, hogy a bar rezisztencia gén
atvitele mellett nem volt mindegyik esetben sikeres a kotranszformaci6. Csupan a 117
¢s a 124 vonal mutat a cnxl gén rendellenességére utald jelentés NR aktivitas
csokkenést. A 128 ¢és 129 vonal egyedei kozott olyanok is voltak, amelyek a
kontrollhoz képest magasabb aktivitassal rendelkeztek. Az egy vonalon beliili
egyedekre vonatkozd aktivitds adatok kozott 1ényeges eltérések latszanak Az adatok
megbizhato értékelése céljabol, azokat egytényezds varianciaanalizisnek vetettiik ala.

A statisztikai analizis eredményét a 18. tablazat mutatja.

18. tablazat. A transzgénikus genotipusok NRA-nak varianciaanalizise a T1

nemzedékben
Tényezd SQ FG MQ F
Osszes 3362,8 41
Ismétlés 440 6
Genotipus 3086,8 5 617,36 118,72
Hiba 156,0 30 5,20
Fo,1%6 = 5,53

A varianciaanalizis eredményeként szdmitott Fgenotipus™Fo,1%. Ezért igazoltnak
tekintjiik, hogy a genotipusok kozott szignifikans kiilonbség van Az egyes genotipusok
kozotti adott szignifikancia szintekhez tartozo kiilonbségek megitélése céljabol
eredményeinket t probaval vizsgaltuk tovabb. A méréssorozat statisztikai értékelését a
19. tablazat, a genotipusok kozotti szignifikanciat a 20. tdblazat mutatja.

19. tablazat. A transzgénikus T1 nemzedék genotipusok NRA eredményeinek

statisztikai értékelése

Ismétlés Genotipus
n=7 106-3a | 116 117 124 128 129
NRA* 22,9 25,1 8,8 5,3 26,7 25,3
SD 3,08 1,92 2,04 1,84 1,92 2,23
CV% 13,45 7,64 23,18 | 34,72 7,19 8,80

* (nmol NO2™ x gt x min™?)
SZDo,l% = 4,46 SzD1y = 3,36 SzDsy = 2,49 SzD1ow = 2,07

79



20. tablazat. A transzgénikus T1 nemzedék genotipusok kozotti szignifikancia

vizsgalata
Genotipusok Szignifikancia
t ti00 = 1,70 | ts06 = 2,04 | t10o=2,76 |to19 = 3,66

*106 — 116 1,80 + — — —
106 — 117 11,57 + + + +
106 — 124 14,43 + + + +
106 — 128 3,12 + + + -
106 — 129 1,97 + — — —
116 - 117 13,37 + + + +
116 — 124 16,24 + + + +

116 — 128 1,31 - - - -
116 - 129 0,16 — — — —

117 -124 2,87 + + + —

117 - 128 14,69 + + + +

117 - 129 13,54 + + + +

124 - 128 17,56 + + + +

124 - 129 16,41 + + + +

128 — 129 1,15 — — - -
*106-3a

A szignifikancia vizsgalat azt mutatja, hogy a 117-es és a 124-es vonalak még a
P = 0,1 %-os szinten is kiilonbdznek a tobbitél NRA tekintetében, mig a 106-3a, a 116,
a 128 ¢és a 129 genotipusok nem mutatnak kiilonbséget egymastol. A két alacsony
enzimaktivitasu genotipus viszont egymastél mar nem kiilonbdzik a P = 0,1 % -0s
szinten. Ezért a tovabbi kisérleteket a NR aktivitas csokkenést P = 0,1 %-0s szinten is

mutat6 117 és 124 vonallal folytattuk.
A T2 generacié ndvényeinek NRA-at ugyanazokbol a nodvényi sejtekbol

szarmazod kallusztenyészetek NRA értékeivel torténd Osszehasonlitdsban vizsgaltuk. A

vizsgalt mintadk szamat és a NR aktivitas atlagértékeit a 21.tablazatban tiintettiik fel.
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21. tdblazat. A 117 és 124 vonal T2 ndvénynemzedékének és kalluszainak NRA

vizsgélata.

NR aktivitas (nmol NOz x gt x min™?)

Novényvonal |Novény (%) |[(n) |Kallusz (%) |(n)
117 24.2 o1 |(9) |29.6 83 |(6)
124 21,8 82 [(9) |26.7 75 |6)
CY-45 26,7 100 |(17)|357 100 |(29)

A kallusz szinten mért aktivitdsok magasabb értékeket mutatnak, mint a
novények leveleib6l mért adatok. A kallusz szovetek kozotti enzimaktivitas
kiilonbségek nagyobbak, mint a ndvénymintakbol mértekéi. A két transzgénikus vonal
nem mutat olyan mértékii aktivitas csokkenést, mint a T1 nemzedéknél (1d. 19. tablazat
értékeivel Osszehasonlitva). A kiilonbségek objektiv elbiralasara varianciaanalizissel
megvizsgaltuk a NRA értékének genotipus és ndvényi szovet fiiggdségét. A statisztikai

proba adatait a 22. és 23. tablazat mutatja.

22. téablazat. Variancianalizis a NRA genotipus- és szovetfiiggdségének

elbiralasara
Tényezo SQ FG MQ F
Osszes 116,29 5
Genotipus 49,21 2 24,65 9,86
Novényi szovet 62,08 1 62,08 24,83
Hiba 5,0 2 2,5

A kiilonboz6 valosziniiségi szintekhez tartozo Frit €s t értékek:

P=10% P=5% P=1%

Genotipus Furit 9,00 19,00 99,00
Novényi szovet Furit 8,53 18,51 98,49
T 2,92 4.30 9,93
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23. tablazat. Szignifikancia vizsgdlata a NRA genotipus- és szovetfiiggéségének
értékelésére
SzD1ow SzDsy SzD1%
Genotipusok kozott 4,61 6,79 15,69
Novényi szovetek kozott 3,77 5,55 12,81
Kombinaciok kdzott 1,69 2,49 5,76

A genotipusok kozott a NRA tekintetében csak P = 10 % szinten mutatkozik
kiilonbség (F 9,86  >Fit

szignifikans

9,00).

A novényi

szovetek NRA

osszehasonlitasaban P = 10 % (F 24,83 > Fiit 8,53) és P =5 % (F 24,83 > Fiit 18,51)

is szignifikans kiillonbség tapasztalhato.

3.2.3.3. A transzgénikus novények klorat rezisztencia vizsgalata

A transzgénikus ndvények T. nemzedékében vizsgaltuk a csokkent NR
aktivitasu 117 és 124 vonal klorat mérgezéssel szembeni viselkedését. A hidroponids
korilmények kozott felnevelt novényeket az elézetes vizsgalatok eredményeként
beallitott klorat teszttel mindsitettiik. A 0,4 mM NOs™ indukcidja mellett a 7 mM CIO3™
toxikus hatasat a mérgezést kovetd 6. napon értékeltiik. A klorat hatasanak vizsgalata a
kontroll CY-45 és a két transzgénikus vonal novényegyedeire a 16., és a 17. képen
lathatoak.

16. kép

A CY-45 kontroll,
valamint a 117 és
124 transzgénikus
vonalak 3 napos
csirandvényei
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17.kép. A klorat kezelés hatasara megjelend toxikus tiinetek a CY-45
(a), a 117 (b) és a 124 (c) genotipus egyedein valamint a harom vonal
egy-egy reprezentativ egyedének 0sszehasonlitasaban (d).

K = klorat kezelés mentes kontroll.

A 16. képen lathatod, hogy a csirdzasi erély tekintetében a vizsgalt harom
genotipus egyedei hasonldak voltak, a 3 napos csirandvények fejlodési allapota
megkozelitden azonos szintll. A genotipusok reagalasa a kloratos kezelésre eltérd volt.
A 117-es vonal egyedei mutattdk a legnagyobb heterogenitast és a tlinetek alapjan a
CY-45 kontroll vonal egyedeivel mutattak inkabb nagyobb hasonlatossagot, mint a
124-es vonal egyedeivel. A 124-es vonal egyedei kozott enyhébb mértékben és kozel
azonos fokon jelentkeztek a klorozis tiinetei. A 17. képen az a, b és ¢ részlet kiilon-
kiilon mutatja a hdrom genotipus reprezentansait, a bal oldali hatso klorat kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva. A kép d részlete a genotipusok egy-egy jellemzd, a kezelésre
atlagosan reagalo egyedét hasonlitja 6ssze egymassal, és a hatso sor azonos genotipusu
kontroll ndvényeivel. Az Aaltalunk kifejlesztett szemikvantitativ klorat teszttel 3
ismétlésben, ismétlésenként és genotipusonként 30-30 novény atlagaban végzett

értékelés a 22. tablazatban lathato.
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22. tablazat. A CY-45, a 117 és 124 genotipusok szemikvantitativ klorat tesztjének

értékelése

Genotipus Allas Elszinezddés-allag
n=21 | 1.levél | 2.1evél | 1.levél | 2. levél
CY-45 2 3 2 5
117 2 2 1 3
124 1 1 1 2

A teszt értékelése a képeken lathato hatasokkal 6sszhangban azt mutatja, hogy
a 117 és a 124 vonal egyedei a kontroll ndvényekhez képest a klorat toxikus hatasat
jobban elviselték. A két vonal koziil a 124 mutat nagyobb toleranciat. Ez a kiillonbség

Osszhangban van a NRA kiilonb6zé mértékben csokkent értékeivel.
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4. KOVETKEZTETESEK

4.1. A nitrat asszimilacio vizsgalata

4.1.1. A nitrat felvétele

Buza csirandvények nitrat felvételét hidroponias tapoldat két kiilondzd nitrat
koncentracioja mellett vizsgaltuk. A 0,4 mM nitrat koncentraci6 24 6rat kovetden 28,7
+ 2,3 pmol x gt x h? nitrat felvételével jart, mig a 2,0 mM nitrat koncentracié

hatdsara a nitrat felvétele 37,5 + 3,0 pmol x g x h! értéket mutatott. A tapoldat nitrat

crer

crer

nem egyenesen aranyos. A nitrat bejutdsa nem egyszerii difftizidoval, hanem a nitrat
transzporter (Nrt) enzim szabalyozdsa révén torténik. A kisebb nitrat koncentracid
melletti relativ nagyobb nitrat felvétel megfelel egy alacsony nitrat koncentracional
hatékony nagy affinitasa Nrt miikodésének (Lejay et al., 1999; Daniel-Vedele et al.,
1998), amely a nitrat altal indukalt.

A Nrt enzim miikddését a klorat és a glutamin is befolyasolta. A klorat gatld
hatdsa a magasabb nitrat koncentracido mellett bizonyult hatékonynak. 5 mM klorat
alkalmazasanal a 0,4 mM nitrat mellett csak 91 %-ra, mig a 2,0 mM nitrat tartalmua
tapoldatbol 73 %-ra csokkent a nitrat felvétele. Ugyanezt a tendenciat tapasztaltuk a
7mM-os klorat kezelés esetében, melynél a nagyobb nitrat koncentracional 89 %-ra, a
kisebbnél pedig 64 %-ra csokkent a nitrat felvétele a klorat kezelést nem kapott
mintakhoz képest (ld. 4. tablazat). Ugyanakkora klorat koncentracid a kisebb nitrat
koncentracional relativ kevésbé gatolja a nitrat felvételét, mint a nagyobb adagu nitrat
kezelés esetében. Ezekbdl az adatokbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a klorat ugyan
mindkét nitrat koncentracié mellett gatolja a nitrat felvételét de elsddleges transzporjuk
két kiilonboz6é Nrt rendszeren keresztiil valosul meg. A nitrat felvétele szempontjabol
hatékonyabb Nrt a klorat transzportjat csak kis mértékben segiti eld. A klorat felvétele
dontéen a nitrat felvételében kis affinitdssal miikodo, csak nagy nitradt koncentracid

esetén indukalt Nrt miikodése révén kovetkezik be. A nitrat kis kiilsé koncentracidja a
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nitrat felvételében nagy hatékonysagl transzportert miikddtet, mely a klorat felvételére
kevésbé érzékeny. Ha a nitrat kiils6 koncentracidja emelkedik, felvétele nem nd
ugyanakkora mértékben, de a klorat bejutasat fokozottan indukalja.. Vizsgalataink
eredményei alatamasztjak két, a kiilso nitrat koncentracié nagysagatol fiigggden aktiv,
nitrat transzporter rendszer (HATS és LATS) mitkodését (Siddigi et al., 1992.; King et
al., 1992.; Glass et al., 1992).

Glutamin gatlé6 hatdsat a nitrat felvételére csak a vizsgalt nagyobb
koncentracioja mellett tapasztaltuk. Ezt a hatast a két nitrat koncentracio (0,4 mM és
2,0 mM), valamint klorat hidnya és jelenléte (7mM) esetén is kozel azonosnak mértiik.
A kisebb nitrat koncentracional 50 és 51 %, a nagyobbnal 46 és 43 % volt a nitrat
felvétel relativ értéke a klorat- és glutaminmentes kontrollokhoz képest (1d.4. tablazat).
Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a glutamin gatlo hatdsa mas
novekedésével, egy adott szint feletti nitrat koncentracié indukcidja mellett,
fokozatosan novekvé gatld hatast fejt ki a nitrat felvételére. A glutamin, vizsgalt
dozisai mellett (0,5mM és 3,0 mM), csak a nagyobb koncentracional hat gatloan, és ez
fliggetlen a kiils6 nitrat koncentracidé nagysagatdl. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a
két gatld anyag a Nrt kiillonbozo helyein, kiillonb6z6 modokon hat. A klorat a Nrt aktiv
centrumdban hat és ezzel gatolja az enzim és a nitrat kozotti katalitikus reakcio
lezajlasat (Siddigi et al., 1992), a glutamin ezzel szemben feed back szabalyozassal

alloszterikus modon gatol (Gojon et al., 1998).

4.1.2. A nitrat redukcioja

A nitrat redukcidjara hatassal levd tényezdk koziil harom hatdanyag, a nitrat, a
klorat és a glutamin, valamint a fény ¢és napi ciklus szerepét vizsgaltuk.
Megallapitottuk a nitrat indukcids, tovabba a klorat és a glutamin gatld hatasat.
Meghataroztuk a nitratreduktdz aktivitds (NRA) napi ciklus szerinti valtozasat, a fény

szabalyozo hatésat.
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4.1.2.1. A nitrat, a klorat és a glutamin hatasa

Nitratmentes tapoldatban fejlédott novények NR aktivitdsa nem volt mérhetd.
Nitrat hozzaadasaval az enzimaktivitds néhany Ordan Dbelil ugrasszeriien
megndvekedett, 24 ora elteltével a 0,4 mM nirtdt koncentracié hatasara 22,3 + 1,3
nmol NO2 x g x min értéket vett fel, 2,0 mM mellett pedig 30,4 + 2,1 nmol NOz™ x
gl x mintra emelkedett. Az eredmények azt bizonyitjdk, hogy a nitrat nemcsak
szubsztratja a NR-nak, de egyben elsddleges induktora is.

A kloratos kezelés kovetkezményeként csokkent a NRA mindkét alkalmazott
nitrat koncentracio esetében. Ez a csokkenés a klorat koncentracid ndvekedésével
Osszhangban nyilvanult meg. A 0,4 mM-os nitrat koncentracional az 1, 3, 5, és 7 mM
emelkedd klorat koncentracio 93, 78, 47 ¢és 36 %-0s NRA-t, a 2,0 mM nitrat
alkalmazasénal pedig az 5, 7, 10 és 15 mM klorat tartalom 76, 68, 54 és 42 %-0sS
NRA-t eredményezett a kloratmentes kontroll mintdkhoz képest (Id. 6.tdblazat). A
klorat gatld hatdsa az alacsonyabb nitradt koncentracié mellett fokozott mértékben
érvényesiilt, mint a magasabb nitrat koncentracio esetében. 5 mM klorat hatasaként 0,4
mM nitrat mellett jelentds NRA csokkenést mértiink (47 %-os NRA), mig a 2,0 mM
nittrat tartalma tapoldatbol szdrmazé mintdk NRA-a kevésbé csokkent (76 %)
Ugyanez a tendencia érvényesiilt a 7 mM klorattal kiegészitett kezelések mintainal is,
a kisebb nitrat koncentracional mért 36 % és a nagyobbndl mért 68 % NRA
bizonysagaként. A klorat gatldo hatdsaként a NRA megvaltozasaban megmutatkoz6
szamszerli eredményeinket a klorat redukcidjabol képzddott klorit toxikus tiineteinek
megjelenésében tapasztalt kiilonbségek is alatamasztjak (Id 1., 22., 3. és 4. kép). A
nitratnak és a kloratnak a NRA-ra gyakorolt kolcsonhatdasa alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a két vegyiilet, ugyanazon enzim szubsztratjaiként,
egymas redukciojat befolyasolja. A nitrat-nitrit atalakulasként detektalt NRA nem a
aranyuktol fiige. Ennek megfeleléen a két anyag verseng a NR kataliziséért, azaz az
aktiv centrum ugyanahhoz a helyéhez igyekszik kotddni. A klorat NR-ra gyakorolt
inhibicioja tehat kompetitiv, melyet enzimkinetikai méréseink is igazoltak (1d. 10. dbra
és 10. tablazat).

A glutamin mindkét alkalmazott koncentracié esetében (0,5 mM és 3,0 mM)
csokkentette a NRA-t. Ardnyaiban Iényegesen nagyobb NRA csokkenést a magasabb

koncentracioja okozott, a 0,4 mM nitrat koncentracio melletti 18 %-os NRA, illetdleg
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a 2,0 mM nitrat koncentracidé meletti 26 %-os NRA relativ értékek szerint, a 0,5 mM
os glutamin koncentraciondl mért 76 %-os illetéleg 82 %-os értékekkel
Osszehasonlitva (Id. 6.tablazat). A magasabb glutamin adag mellett 7 mM
koncentracioban adott klorat hatdsaként csak kis mértéki aktivitds csokkenést mértiink
(a 18 %-kal szemben 13 %, ill. a 26 %-kal szemben 22 % relativ NRA ) A glutamin
kezelés kis mértékii befolyasa alapjan arra kovetkeztetiink, hogy inhibici6ja nem a
nitrat-klorat kozos aktiv helyen, hanem az enzim mas szerkezeti részénél, minden
bizonnyal allosztérikus modositas révén nyilvanul meg. Szamos kutatasi eredmény
vitatja, hogy a NR feed back szabalyozasaban melyik redukciés terméknek van
elsddleges szerepe. A N metabolitok koziil tobbnyire a glutamint teszik feleldssé, mint
alpvetd represszort, a NRA szabalyozasaért (Shiraishi et al., 1992; Vincentz et al.,
1993; Dzuibany et al., 1998.). Masok a redukcids reakcidosor végtermékeként az
ammonia gatld szerepe mellett foglalnak allast (Li et al., 1995.; Aslam et al., 1997.).

Vizsgélataink eredménye szerint a glutamin a NRA gatlasaban szerepet jatszik.

4.1.2.2. A fény és a napi ciklus hatasa

A NRA napi valtozasat sotétben tartott és megvilagitas mellett nevelt kallusz és
novény mintdkban vizsgaltuk 24 oras inkubdciot kovetden. A vizsgalat idOtartamat
napfelkeltét kovetd idd eldrehaladtdval a NRA novekedését figyeltik meg, amely
maximum értékhez tartott (1d.8. és 9. abra). A kallusz szovetekbdl mért NRA-ok
magasabbnak bizonyultak, mint a novény eredetiick, akarcsak a fényen tartott
vizsgalati mintdk, a sotét kezelésben részesiiltekkel szemben. Az eltérések a mintak
szovet mindségét tekintve nagyobbak voltak, mint a fény hatisaként jelentkezd
eltérések (8. és 9. abra Osszehasonlitasaban). A fény ¢€s a sotét kezelés hatasa a rovid
inkubacids id6 (24 ora) mellett nem okozott szamotevo kiilonbséget a NRA-ban. Ez
latszolag ellentmond a fény NRA indukalé szerepének, amely transzkripcios és
poszttranszlacids szinten egyarant megnyilvanul. A fény hidnydval szembeni
megvilagitdis NRA fokozé hatdsanak elmaraddsa a rovid inkubacidos iddvel
magyarazhatd. A novények a fotoszintézis napi periociditdsdnak megfelelé program
alapjan napi ciklusokban szabalyozzdk a NRA valtakozéasat. Ezért a napi rendszeres

fotoperiodustol eltéré megvilagitasi viszonyok csak hosszabb iddtartam utan
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jelentkeznek a NRA-t befolyasolé hatasként, mint arrél tobb kutato is (Pilgrim et al.,
1993.; Redinbaugh et al., 1996; Lillo et al., 2001.) beszamol.

A NRA a 12 6rés vizsgalat soran a kiindulo érték 3,4-3,5-szor0sére emelkedett.
Ez felhivja a figyelmet a NRA mérés minden alkalommal sziikségszeriien azonos
mintavételi idopontjanak fontossdgara. A mintavételt a napnak abban a szakaszaban
célszerli végezni, amikor a NRA varhatéan a legnagyobb értéket mutatja, hogy a

kezelések kozotti NRA kiilonbségek igy jol mérhetd eltéréseket adjanak.

4.1.2.3. A nitratreduktaz kinetikai jellemzése

Kiilonb6z0 nitrat koncentraciok mellett két kiilonboz6 klorat tartalmu (3 mM és
7 mM) és kloratmentes kezelések hatasat vizsgaltuk a NRA-ra. Eredményeinket a
linearizalt enzimkinetikai 0sszefliggésben, 1/vo = 1/S fliggvényként abrazoltuk (1d.10.
abra), mely alapjan grafikusan meghatdroztuk Km és Vmax kinetikai allandokat és
kiszamitottuk a két klorat gatlds K; értékeit (1d.10 tablazat). A klorat koncentraciod
novelése nem befolydsolta Vmax értékét, Km értékei viszont emelkedtek, ami alapjan
arra kovetkeztetiink, hogy a klorat gatld hatasa kompetitiv. Ez 0sszhangban van a
nitrat-klordt egylittes hatasdra a novények fiziologias 4llapotdban jelentkezd
megvaltozasaval, a klorotikus tiinetek megjelenésével. A NRA klorat érzékenység
alapjan torténd mindsitésénél figyelmet kell forditani arra, hogy az adott klorat
koncentraci6 mekkora nitrat koncentracié mellett keriil alkalmazésra. A NRA klorat
kezelés hatasaként is mindsithetd, a nitrdt koncentracid kisérleti koriilményekben
meghatarozott pontos €s allandé értéken tartdsaval.

A NRA 1ddébeni lefutasat vizsgaltuk nitrdtmentes €s nitrat tartalma taptalajon
nevelt kallusszovetekbdl szdrmazé mintdkban. Mindkét esetben a NRA maximalis
értékeit 24 oOra nitrat inkubacid utan mértiik.(1d. 11. tablazat). Azt tapasztaltuk, hogy a
méréssorozat  elétt  kozvetleniill egyforma  nitrat  indukcidban  részesiilt
kallusztenyészetek koziil a magasabb NRA értékeket a nitratmentes, AA téptalajon
tenyésztettek mutattdk (Id.11. dbra). A folyamatos tenyésztésben nitratban részesiild
(MS téptalaj) kalluszszovetekre a mérést megel6z6 15 mM KNO3 adasa nem fejtett ki
olyan mértékli indukciés hatast, mint a nitrdt hidnydban szaporoddkéra.
Kovetkeztetésiink szerint a szubsztratja allando jelenléte miatt folyamatosan miik6do
enzimre a nitrat adag kdzel megkétszerezése — a MS taptalaj nitrat tartalma 18,8 mM —

nem fejt ki jelentds indukcids hatdst. A nitradt hidnydban inaktiv enzimfunkci6 nitrat
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adasaval hirtelen és nagy mértékben felerdsodik a nitrdtmentes AA taptalajon
tenyésztett kalluszok esetében. A NRA idébeni valtozasat csillapodd hullamgorbével
abrazoltuk. A csillapodas az indukcids hatds megsziintét, a NRA kiindulasi szintre
visszatérését jelzi. A gorbék minimum helye, a NRA id6szakos csékkenése, arra utal,
hogy az enzim miikddés eredményeként felszaporodott nitrat redukcid termékei (nitrit,
ammonia, glutamin) tovabbalakulasukig, (aminosavak bioszintézise) gatldo hatast
gyakorolnak a NRA-ra. A redukalt N-metabolitok fokozatos felhasznalodasaval
koncentraciojuk lecsokken, €s megsziinik gatlo hatasuk. Ezért a NRA ismét emelkedik,
a nitrat csokkend indukcidjanak megfeleld kisebb mértékben, mig végiil a kiindulasi
szintre tér vissza.

Az enzimaktivitds id6beni valtozdsdnak eredményei alapjan azt a
kovetkeztetést vonjuk le, hogy érzékeny, nagy pontossagu €s jol reprodulalhatdé NRA
mérést nitratmentes tapkozegben nevelt, majd nitrat kezelésben részesiilt novényi

anyagbol, a nitrat indukciot kovetd 24 ora elteltével célszerli végezni.

4.1.3. A klorat toxikus tiinetegyiittes, klorat teszt

A klordt a NR hatasara klorittd redukdlodik. A klorit a novény fejlodését,
anyagcserefolyamatait gatolja, ami toxikus tlinetekben nyilvanul meg. A toxikus
tinetek novényir szovetek karosodasaban megmutatkozo hatdsa a kovetkezd
sorrendben jelenik meg.

1. A tiinetek megjelenése mindig a legutolso levélen kezdddik.

2. Az elsé tlinet mindig a levelek elhajlasaban észlelhetd.

3. A tiinetek a levél csucsatol a tove felé terjedtek, és fokozatos
sargulasban, barnulasban, elszaraddsban nyilvannultak meg.

4. Veégso allapotukban a levelek teljesen lehajlottak és elszaradtak.

A kloratos kezelések kovetkezményeként jelentkezd toxikus tiinetek értékelése

(1d.12. tablazat) azt mutatja, hogy a klorat koncentracio novekedése fokozott hatassal

crer

nitrat tartalom hatésara a klorotikus tiinetek kisebb mértékben jelentek meg (3. és 4.

kép), egy hataron tal nem is voltak tapasztalhatoak. Mindezekbdl azt a kovetkeztetést
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vonjuk le, hogy, a nitrat koncentracié fokozodasaval a klorat-klorit redukciod
visszaszorul, a klorat hatasara bekovetkez6 mérgezés és annak megnyilvanuldsa nem a
tapkozeg klorat koncentracidjatol, hanem a nitrat-klorat aranytol fligg.

A glutamin jelenlétében a toxikus tiinetek jelentds csokkenését vagy
elmaradasat tapasztaltuk. Ez alapjan arra kovetkeztetlink, hogya glutamin NRA gatlasa
miatt a nitrat redukcidjanak hidnya mellett nem torténik meg a klorat redukcidja sem,
¢s klorit képzddés hidnyaban a novények fejlddésében nem mutatkozik rendellenesség.

A kiilonb6z6 nitrat-klorat-glutamin koncentraciok kombinacioi hatasaként
tapasztalt tlinetek rendszerezésével a NRA kiilonbségek mindsitési modszereként
klorat toxicitasi tiinetegylittes vizsgalatan alapuld szemikvantitativ tesztet dolgoztunk
ki. A vizsgéalat érzékenységének maximalizaldsa és a jO reprodukalhatdsdg, mint
elsddleges szempontok figyelembevételével meghatdroztuk a hidroponids nevelés
kortiilményeit, a tapoldat hatdéanyagainak mennyiségét valamint az értékelés idopontjat
¢s modszerét. Ezek a kovetkezok:

1. A vizsgalati anyag magjainak felszinsterilezése 2%-os NaO’Cl-ben
folyamatos 20 perces razassal, majd 3-szori csapvizes Oblités.
2. Csiraztatas nedves szlirOpapirok kozott foliaval lezart Petri-csészében,
sOtétben 3 napig.
3. A csirandvények hidropdnias nevelése csapvizen 2 napig.
4. A csirandvények hidroponids nevelése nitrdtmentes tapoldaton a 2.
levélkezdemény* megjelenéséig (kb. 3-4 nap).
5. A NR indukcidja 0,4 mM KNOg tartalmu tapoldaton 24 6ran at.
6. Klorat kezelés a tapoldat 7 mM KClOs3 kiegészitésével 3 napig, majd az
oldat lecserélése ugyanolyan 0sszetételii frissre.
7. A toxikus tiinetek mindsitése, értékelése a klorat kezelés 6. napjan** a
levelek allasa és allaga-elszinezddése alapjan.
*A novények genomtdl fiiggd egyedfejlodési litemében tapasztalt kisebb kiilonbségek
miatt nem idéponthoz, hanem fejlddési allapothoz rendelt.
**Bar eredményeink 8 napos klorat kezelés hatasat mutatjak (1., 2., 3. és 4. kép) a
reprodulalhatésag szempontjabdl a 6. nap utani mindsitést tartjuk megfelelonek.
A transzgénikus novények klorat tesztjét (22. tdblazat és 17. kép ) ez alapjan

végeztik.
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4.2. A buza genetikai transzformacioja

4.2.1. A genotipus kivalasztasa és az explantatum eredete

A genetikai transzformacié hatékony miikodése érdekében alapvetd fontossag
egy megbizhatban mikodé novény-sejt-—ndévény in vitro rendszer el6zetes
megalkotdsa. Ez magaban foglalja a megfeleld genotipus jo dedifferencialodo és
regeneracios képességli explantditumédnak kivalasztasat, valamint az optimalis
tenyésztési koriilmények meghatarozasat.

Az elézbéekben végzett buza sejt- €s szOvettenyésztési kisérleteink eredményei
alapjan valasztottuk ki azokat a genotipusokat, melyek szdvettenyészthetdségi
tulajdonsagaiknak Osszehasonlitdsdval kivantuk megjelolni a transzformacios
kisérletsor legmegfelelobb alanyat. A vizsgalt négy genotipus harom tulajdonsaga
alapjan (1d. 14. tablazat) arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kordbban szomatikus
szovettenyésztési célra szelektalt genotipus (Felfoldi és Purnhauser, 1992.) szerepelt
mindharom értékméré tulajdonsdgra nézve a legjobb eredménnyel. Ezért
géntranszformaciés munkdnkhoz a CIMMYT No.45 tavaszi buza CY-45
szOvetttenyésztett vonalat hasznaltuk. A tavaszi jelleg kiilon elénye volt, hogy a
vernalizaci6 elkeriilésével felgyorsitotta a transzgénikus kisérletek in vivo szakaszat.

A géntranszformécids kutatdsok sikeressége tobbnyire genotipus fiiggd és az
explantatum eredete is jelentdsen befolyasolhatja. Az irodalmi forrdsok kiilonb6zd
kutaté csoportok azonos genommal végzett kisérleteirdl szamolnak be. Igy az els6
sikeres buza transzformacios kisérletek oOta hasznaljak a Bobwhite (Weeks et al.,
1993.; Campbell et al., 2000.) és ugyancsak hossza ideje a Florida (Becker et al.,
1994.; Rasco-Gaunt et al., 2001.) fajtakat. A kutatd csoportok nagy része a
szkutellumbol inditott sejttenyészeteket részesitik elényben (Bommineni et al., 1997.;
Rasco-Gaunt et al., 1999.; Zhang et al. , 2000.).

Az explantatum leghatékonyabban in vitro miikodé forrasanak kivalasztasahoz
kalaszkabol, embriobol és szkutellumbél egyarant inditottunk tenyészeteket. Ugy
talaltuk, hogy az embri6 eredetii tenyészetek koziil a legkorabbi fejlédési allapotuak
szerepeltek a céljainknak leginkabb megfeleléen (Id. 6. és 7. kép). Nem talaltunk
jelentds kiilonbséget az embriok ¢és szkutellumuk kozott az elénydsebb

szovettenyészthetdség tekintetében. A korai érési allapoti embridk a leginkabb
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alkalmasak a dedifferencidlodéasra, jol szaporodd kalluszszovetek tenyésztésére.
Transzformacios  kisérleteink  sejttenyészetét ezért éretlen embrid eredetii
explantatumokbol nyertiik.

A szdvettenyésztés egyéb paramétereinek beallitasdhoz a régebbi kisérletek
soran bevalt gyakorlatot kovettik. A tenyészetek tapkdzegeként a sejttenyészet
indukcidjahoz a 2 mg/l 2,4-D, ndévényregeneracora a 1-1 mg/l ZEA ¢és IES, az in vitro
novények gyokereztetésére pedig a 0,1 mg/l IES hormon tartalmu MS téptalajok
megfelelének bizonyultak. Az alkalmazott hormon koncentraciok kozil a 2,4-D
dozisat tartjuk a liginkabb kritikusnak. A magas 2,4-D koncentracio a sejtburjanzasnak
kedvez, viszont csokkenti a sejtek regeneracios hajlamat, az alacsony — ezzel
ellentétesen — a sejttomeg kismértékili szaporodasa mellett nagyobb regenerdcios
hatékonysagot tesz lehetévé. A buza in vitro sejttenyésztési kutatasok elérehaladtaval a
2,4-D hatasat széles koncentracid tartomanyban (0,5-8,0 mg/l) megvizsgalva a 2 mg/I

2,4-D koncentracio alkalmazasat tartjak optimalisnak (Zhang et al. , 2000.).

4.2.2. Géntranszformacio

4.2.2.1. A gének bevitele

A génbevitel hatékonysaga tapasztalataink szerint harom alapvetd tényezo6tol
fligg. Meghatdrozo szerepe van az idegen gének vektor(ok)ba épitési modjanak, a
paramétereinek..

Tobb idegen gén bevitele esetén, ha azokat egy vektorba épitik, barmelyik
expresszidja nagy valdszinliséggel a tobbi integralddasat is jelenti. A tobb gén egy
vektorral torténd bevitelének gatat szab a vektor maximalis mérethatara, mely a
gyakorlati tapasztalatok szerint 6-8 ezer bazispar. Ha mindegyik gént egy-egy vektorba
épitik be, bejuttatasuk sordn — kisebb méretiik miatt — a sejtek kevésbé karosodnak,
sikeresebb a regeneraciojuk, viszont kisebb valdszinliségli az dsszes tarnszformalt gén
kisérletektdl kezd6dben a jelen kutatasokig a gus riporter gént és a bar szelekcios

marker gént hasznaljak (Weeks et al., 1993.; Becker et al., 1994.; Witrzens et al.,
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1998.; Rasco-Gaunt et al., 1999.; Zhang et al. , 2000.; Massiah et al., 2001.).A két gént
vagy kiilon vektorba épitve (Lamacchia et al., 2001.), vagy tobbnyire a pAHC25
binaris vektorral (Ingram et al., 1999.; Rasco-Gaunt et al., 1999.;Rooke et.al.,2000.;
Massiah et al., 2001.) juttatjak be a sejtekbe. A hasznos gén bevitele kiilon vektorral
torténik. Transzformacids kisérleteinket a pAHC25 ¢és a pRTI101 vektorok
nem volt egységes. A bar gén beépiilését jelzd, PTT rezisztens 6 vonal (1d. 16. tablazat
) koziil csak 2 vonal mutatta a cnx1l hidnyara utalo csokkent NRA-t (Id. 19.
tablazat).Kovetkeztetetésiink szerint ennek oka lehet az is, hogy a két plazmid
ugyanazon sejtbe bekeriilésére nem lehet teljes biztonsaggal szamitani. Mindezt
alatamasztjak azok az irodalmi adatok (Zhang et al., 2000.), melyek kiilonb6z6
kotranszformécioval bejuttatott géneknek a marker génekhez képest eltérd
hatékonysagu megnyilvanulasarol szamolnak be.

A génbelovésen alapul6 els6 sikeres kisérleti eredmények (Weeks et al., 1993.;
Becker et al., 1994.) a néhany napos, fiatal embrio eredetli kallusz belovését
javasoltak. Kisérletiinkben kiilonb6zé életkorti kalluszokat hasznaltunk, hogy
meghatarozzuk a sejttenyészetek alkalmazhatésaganak id6 korlatait. Eredményeink azt
mutatjak (Id. 15.tdblazat), hogy az 5, 10 és 15 napos korban bel6tt kalluszok kozott
nem 4allapithatdé meg a szelektalt kalluszok szdma alapjan lényeges kiilonbség. Az
iddsebb kalluszok esetében a szelekcids nyomas okozta kiilonbségek kisebbek voltak,
ezért a szelekcio hatékonysaga jelentdsen csokkent. Ennek alapjan a két hétnél idsebb
kalluszok belovését célszerl elkertilni.

A gének belovésének sikerességét a gus gén hatasaként, a sejtek hisztokémiai
megfestddése jelzi (1d. 9.4bra). Ez megmutatja hogy az 0j géneket hordozé plazmidok
milyen eloszlasban és gyakorisdggal keriiltek be a sejtekbe. A riporter gén jelzése
tampontul szolgal a génpuska haszndlatanak moddositasahoz, a génbelovés technikai
paramétereinek pontositdsahoz. A génpuska technikai bedllitdsait a felhasznaloi
utasitdsokkal megegyezden alkalmaztuk, ami megegyezett az irodalmi adatokkal
(Ingram et al., 1999.; Rasco-Gaunt et al., 1999.). Tobb eldkisérlet alapjan (nem ko6zolt
adatok) — a GUS festés mintazatait 6sszehasonlitva — a célsejtek és a belovésre vard

plazmid hordoz6 kozotti tavolsagot, mint legmegfelelobbet, 12 cm-re allitottuk be.
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4.2.2.2. A transzformacio vizsgalata in vitro

A sikeres transzformacio eredményeként a beépiilt gének miikodoképessége a
marker gén expresszidjaval becsiilhetd. Ezt egyrészt a marker gén hatasara termel6do
enzim kimutatasaval, masrészt az enzimmilkddés eredményeként menyilvanulod
herbicid rezisztencia vizsgalataval ellendriztiik. A PAT enzim kromatogramja alapjan
egyértelmiien kovetkeztethetiink a bar gén miikodésére.

Az enzimmiikddés kimutatasa biolaphos herbicid tartalmt taptalajon in vitro
szelekcioval tortént. Eltéré adatokat kozol a szakirodalom a szelekciés nyomas
id6intervalluméra vonatkozolag. Az alacsony hatéanyag koncentraciot és a rovid
szelekcids 1d6t a kalluszszdvet regeneracios képességének megdrzése, és igy vélhetd
nagyobb transzformacios hatékonysag érdekében javasoljak (Weeks et al., 1993.;
Becker et al., 1994.; Bommineni et al., 1997). Munkank kezdetén, az ismert
kozlemények alapjan mi is alacsony 1 mg/l bialaphos dézist hasznaltunk, ami
nagyszamu feltételezett bar transzgénikus sejtvonal taléléséhez vezetett. Ezek a
késobbi (in vivo) szelekcido soran herbicid érzékenyeknek bizonyultak, azaz az
alacsony dézis miatt nagy szamban dolgoztunk olyan kalluszokkal, amelyek un.
megmenekiilt kalluszok voltak. Késébbi kisérleteink alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a 3-5 mg/l biolaphos dozis sziikséges a sikeres in vitro szelekciohoz..
Az ujabb kutatasok eredményei ezt megerdsitik (Zhang et al. , 2000; Pastori et al.,
2001).

Az irodalmi adatoktdl eltéréen, (Vasil et al., 1992.; Weeks et al., 1993.)
munkank sordn viszonylag hosszi (6-8 honap) szelekcids szakaszt alkalmaztunk.
Ennek eredményeként nagy szamu kalluszt kaptunk, melybdl regenerdlt ndvények
tobbsége herbicid rezisztens volt. Ezért a hosszu szelekcios ciklus fontossagat
bizonyitottnak latjuk. Az elsd, transzgénikus buzardl beszdmoldo tudomanyos
kozlemények (Vasil et al., 1992.; Weeks et al., 1993.; Becker et al., 1994.) esetében a
gyors és hatékony novényregeneraciora forditottak nagyobb gondot. Ezért a szerzok
megitélésiink szerint nem forditottak elegendd i1d6t a szelekcidra. Ebbdl adodhat, hogy
kisérleteikben lényegesen alacsonyabb volt a szelektalt kallusz- és transzgénikus

ndvény-eldallitasi gyakorisaga, mint a mi esetiinkben.
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4.2.2.3. A transzformacio vizsgalata in vivo

Az in vitro PAT" kalluszokbol nyert transzforméans névények akklimatizalasat
kovetden elvégzett herbicides permetezés (0,1 %-os bialaphos) nem karositotta in vivo
a novényeket. Mindegyik sejt szinten PAT aktivitdst mutatd egyed megorizte herbicid

A bar transzformacios kisérlet eredményei (1d. 15. tablazat) azt mutatjak, hogy
a beldtt kallluszok 0,5 %-a bizonyult PPT rezisztensnek, melyek 2/3-abél volt
kimutathaté a PAT enzim jelenléte. Ez utdbbiak felébdl sikeriilt novényt regenerdlni,
melyek 60 %-a (6db névény) fertilis volt. Az eredményeket értékelve ugy véljiik, hogy
iddtartamt szelekcids nyomds. Szintén a hossz idejli sejt szintli tenyésztéssel
magyarazzuk a regeneracido 50 %-os hatékonysagat. Az idegen gén integralodasa a
generativ tulajdonsagok romlaséaval jart egyiitt, amivel a fertilis ndvények kis ardnyat

magyarazzuk.

4.2.3. A transzgének vizsgalata az utédnemzedékekben

A hat fertilis egyedet Ontermékenyitéssel tovabbszaporitottuk, ¢és az
utodgeneraciot vizsgaltuk a PTT rezisztencia 6roklddése, a cnx1 hianyara utal6 NRA
csokkenése és ezzel Osszefiiggésben az utdodok klorat érzékenysége/rezisztencidja

vonatkozasaban.

4.2.3.1. A foszfinotricin rezisztencia oroklodése

Foszfinotricin totalis gyomirtdszerrel permetezve az utodok atlag 75 %-a volt
rezisztens (Id. 16. tablazat). Ez arra utal. hogy a bar gén az utddnemzedékben 3:1
aranyban hasadt (1d. 14. kép). Ebbdl kovetkezik, hogy a bar gén a mendeli
oroklésmenet szerinti egygénes beépiilésli, és dominans 6roklédésti. Ez megfelel a

rezisztencigének elvarhatd, mindségi tulajdonsagkénti 6roklédésének.
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4.2.3.2.Csokkent nitratreduktaz aktivitas megjelenése

A bar génre transzgénikusnak talalt hat novényegyedbdl inditott vonalak Ti
nemzedékét a cnxl gén antiszenz megnyilvanulasat keresve vizsgaltuk tovabb. A
mintak NRA értékei azt mutatjak (Id. 17. és 19. tablazat), hogy a hat vonal koziil kettd
(a 117 és al24) mutat szignifikdns NRA csokkenést. Kovetkeztetéslink szerint a tobbi
vonal esetében a kotranszformacié hatékonysaga lényegesen alacsonyabb volt. A cnx1
antiszenz gén oroklodésének ellendrzéséhez tovabbi vizsgalatainkat ezért ezzel a két
vonallal végeztiik.

A 117 és 124 vonal T2 ndvénynemzedékek valamint a névényekkel azonos sejt
eredetli €s koru kallusztenyészetek NRA eredményeit hasonlitottuk ossze (Id. 21. és
23. tablazat). Azt talaltuk, hogy a kalluszok NRA szintje szignifikdnsan meghaladta (P
=10 % és P =5 % szinten) a novényi szovetekbdl mért NRA értékeket. Valoszinilinek
tartjuk, hogy az anyagcserefolyamatok zavartalansaga a sejtkultirak szintjén egy
hatékonyabb készenléti allapotot, az enzimaktivitdsok magasabb értékeit igényli.
Ennek megfelelden indokoltnak véljiik, hogy NRA értékei tendencidozusan nagyobbnak
adodtak a kalluszszovetekbdl mérve a ndvénymintak NRA értékeihez képest.

A genotipusok kozott a NRA értékekben csak a P = 10 % szinten volt
kiilonbség. Kallusz szinten a két transzgénikus vonal egyedeinek NRA csokkenése
nagyobb, mint a névényi szovetbdl mérteké. A T2 nemzedékben a 124 vonal nagyobb
mértékben mutat NRA csokkenést, mint a 117, melynek NRA értéke a kontroll CY-45-
hoz kozelit. A Ti: nemzedékhez képest a NRA magasabb értékeket mutat a két
transzgénikus vonal esetében. Az eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a cnxl
antiszenz jelenlétére utald6 NRA csokkenés a T2 nemzedékben nem szignifikans, a

transzgén atoroklése heterogén, nem minden esetben tortént meg.

4.2.3.3. A klorat kezelés hatasa a transzgénikus utédnemzedékre

A NR enzimmiikodés ellendrzésére a 117 és 124 vonal T2 nemzedékén
végeztiik el a klorat tesztet. A teszt értékelésébdl (1d.22. tablazat) megallapithato, hogy
a 117 vonal egyedei kevésbé viselték el a klorat kezelést, nagyobb mértékben mutattak
a toxikus tiinetegyiittes fokozottabb mérgezésre utald jellemzd jegyeit, mint a 124

vonal egyedei. A kontroll CY-45 novényekhez képest mindkét vonal esetében nagyobb
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klorat toleranciat tapasztaltunk.A kezelés hatdsaként a tlinetek megnyilvanuldsdban
jelentkezd legnagyobb heterogenitast a 117 vonal egyedeinél észleltikk. A 124 vonal
egyedeinél nagyfoku homogenitast tapasztaltunk, mint azt a reprezentativ mintak
Osszehasonlitasa is mutatja (Id. 17.kép).

A klorat teszt eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a NRA a 117 és a
124 vonalban alacsonyabb szinten nyilvanul meg, mint a CY-45 kontrollban. A két
transzgénikus vonal T, utdédnemzedékében fellelhetdek a cnxl antiszenz transzgén
megnyilvanuladsat a NR csokkent mukodésével jelzé egyedek. A 117 vonal klorat

crer

vonal esetében a transzgén hatdsa egységesebb ¢és kifejezettebb.
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OSSZEFOGLALAS

A buza az egyik legfontosabb gazdasagi novényiink. Tobb, mint 60 orszagban a
népélelmezés f6 terménye, a napi kaldriabevitel 10-20 %-at biztositja. Ezért a buza az
egyszikiiek fiziologiai, biokémiai ¢és genetikai kutatdsanak egyik fontos
modellndvénye.

A buza mindségének javitasa és termésmennyiségének novelése, 1), eléonydsebb
tulajdonsagu fajtak bevezetésével, mindeddig foképpen a klasszikus novénynemesités
modszereivel tortént. A nemesitési torekvéseknek gyakran gatat szab, hogy csak a
meglévd, behatarolt génallomény kiakndzdsdra van lehetéség. A modern
biotechnologiai eljarasok fejlodésével, a kozvetlen génbevitel a meglévo génkészlet
valtozatossaganak kibovitésével teszi lehetové a novénynemesités hatékonysaganak
novelését. A szovettenyésztés és a rekombinans DNS technika alkalmazéasa uj
genetikai tulajdonsdgokkal rendelkezd transzgénikus ndvények nagy szamat
eredményezi.
modositasa €s vizsgélata céljabol.

Mivel a nitratreduktdz cnxl antiszenz gén bevitelét tiiztik ki feladatul,
munkank elsd részEt a nitrat asszimiacidé metabolizmusanak tanulmanyozasa jelentette.
Vizsgaltuk a nitrat, a klorat és a glutamin hatasat a nitrat felvételére €s redukciojara.
Kisérleteink targyat képezte a fény és a napi ciklus NR szabdlyozéasara gyakorolt
befolyasa. Mértiik a NRA valtozasat az id6 fiiggvényében, és meghataroztuk az
enzimreakcio kinetikai paramétereit, valamint a klorat gatlasanak tipusat. A NRA
szintjének ellendrzésére tesztet dolgoztunk ki, amely a klorat toxicitas tiineteinek
megfigyelt és regisztralt kiilonbozé megjelenésén alapszik.

A nitrat hatdssal van sajat felvételére, de mennyiségével nem aranyos
novekedést okozott annak felvételében. Ugy véljiik, hogy a nitrat felvétele telitési
kinetika altal szabalyozott, minden bizonnyal a HATS-on keresztiil. Ugyanez a
tendencia volt tapasztalhaté a nitrdtnak NRA-ra gyakorolt hatasaként is, de nitrat

hidnyadban a NRA nem volt mérhetd.
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A klorat kezelés hatasa kiillonbséget mutatott a nitrat felvétele és redukcidja
tekintetében. Bar a novekvo kiilsd klorat koncentracid egyarant csokentette a nitrat
felvételét €s a NR aktivitast, a gatlas vélhetdleg csak egy koncentracio hatar felett
hatdsos a Nrt-re. A NR gatldsa viszont nem 6nmaganak a klorat hatasanak, hanem a
klorat/nitrat aranynak tulajdonithat6. Ebbol kovetkezden ugy véljiik, hogy a klorat nem
képes atjutni a plazmamebranon a Nrt nitrat inkukcidja hidnyaban, €s transzportja a
LATS-on keresztiil torténik. Ami a NRA-t illeti, a klorat a NR redukald hatasaért
vetélkedd nitrat kiilsé mennyiségétdl fiiggden képes hatni.

A glutaminrol azt taldltuk, hogy a nitrat felvételét és redukciojat is gatolja.
Nagy koncentracidoban elsdsorban a transzport rendszerre hat, masodsorban a NRA-t
csOkkenti. Ezek a hatdsok a klordt koncentraciotol fiiggetleniil érvényesiilnek.
Vélhetden a glutamin a nitrat asszimilaciot mas modon szabalyozza, mint a klorat. Ez
az enzim egy masik helyén torténik, és arra enged kovetkeztetni, hogy a glutamin gatld
hatdsa a nitrat asszimilaciot feed back modon szabalyozza. Feltételezésiink szerint
hatasa a nitrat felvételére nagyobb, mint redukcidjara. Az egyforma kiilsé glutamin
tartalom melletti nitrat felvétel csokkenéséhez képest nagyobb NRA csokkenés a
kisebb mennyiségben bejutott nitrat csokkent indukcios hatasanak is kdszonheto.

A fény hatasaként a NRA novekedését figyeltik meg a megvilagitas
id6tartaméanak emelkedésével. Nem tapasztaltuk, hogy a 24 o6ras sotét kezelés NRA
csOkkenést okozott volna akar a novényi szovetek akér a kalluszok esetében. Ezért ugy
véljik, hogy a fény rovid idétartami hianya nem okoz zavart a ndvények napi
fiziologias miikodésében, és kovetik a ciklikus ritmus valtozasait.

Megmértik a NRA valtozasat kiilonb6z0 szubsztrat koncentraciok
fliggvényében klorat jelenlétében és anélkiil, majd meghataroztuk a Km és Vmax értékeit
a klorat gatlas tipusdnak megitélésére. A Vmax értékek kozel azonosak voltak mindkét
kiilonbozd klorat kezelés (3 mM és 7 mM) esetében, akarcsak klorat nélkiil, de a Km
értékek kiilonboztek. A novekvo klorat hatds nagyobb Km értéket eredményezett, ami
arra utal, hogy minél tobb a klorat, anndl gyengébben kotddik a szubsztrat. Ebbdl
kovetkezden a klorat a NR miitkdésére kompetitiv inhibitorként hat.

Kiilonb6z6 idépontokban meghataroztuk nitratos taptalajon €s nitradt hidnyos
taptalajon nevelt kallusztenyészetek NRA-at 24 oras nitrat indukciot kovetd nyolc
napos id6tartamban. A gorbék, melyek a NRA valtozasat az id6 fiiggvényében tiintetik
fel, csillapodé hullamvonal lefutdsuak. A nitrdton és a nitrat hidnyaban nevelt

kallusztenyészetek ugyanabban az idOpontban mért NRA értékei kiilonboztek
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egymastol. Feltételezhetd, hogy a két gorbe kozotti kiilonbség a NR talmitkddésének
tulajdonithatd, ami abban az esetben nyilvanul meg, ha hosszi ideig nitrogén
hianyadban nevelt explantatumok tdptalajdba NR indukcid céljabdl nagy dozisban
nitratot adnak, szemben az allando nitrat ellatdsban részesiilt mintakkal. A gorbék
hullam jellege annak kdszonhetd, hogy a nitrat redukcié eredményeként felszaporodd
N-metabolitok tovabbalakulasukig gatoljak a NR miikddését.

Egy teszt modszert dolgoztunk ki a NRA értékelésére. A modszer klorat kezelés
hatasaként a novények fiziologias allapotaban bekodvetkezett valtozasokon alapul. A
klorat hatasdnak mindsitésére a ndvények két tipikus tulajdonsdganak megvaltozasat
valasztottuk. Az egyik a levelek elhajlasdban, a masik a levelek szovet alloméanyéanak
valtozéasaban jelentkezik. A levelek allasa alapjan harom (egyenes, elhajlo és lehajlott),

a szoveti valtozasok alapjan ot kategoriat (a klordzis mértékétdl fliggden) allitottunk

fel.

A buza nitrat asszimildcid  vizsgalatdnak  eredményeibdl  hasznos
kovetkeztetéseket tudtunk levonni a transzformacids kisérletsor pontos tervezéséhez.

Ezeket az alabbiakban 0sszegezziik:

1. A nitratreduktdz indukcidjdhoz a nitrit elengedhetetleniil sziikséges, de
minimalis mennyiségben elegendo.

2. Az egyidejii nitrat és klorat kezelés egymads hatasat befolyasolja, ami
kompetitiv gatlds miatt a nitrat/klorat aranytol fiigg.

3. Ha a novénykék tenyésztéséhez N forrasként glutamint hasznalunk,
tekintettel kell lenni annak Nrt és NR gatlo hatasara.

4. A napi ciklus szerinti valtozas miatt, az ugyanabban az idépontban torténd
mintavétel fontos paraméter a NRA meghatarozds reprodukalhatdsaga
szempontjabol.

5. A NR nitrat indukcidjat a novények hosszi idejli nitrat ¢heztetése utan
célszerli végezni, hogy a vizsgalt mintak k6zott nagyobb kiilonbségeket
mérhessiink, €s ezaltal megbizhatébb adatokhoz jussunk.

6. A szemikvantitativ klorat rezisztencia teszt alkalmas modja buza

csiranovények NRA szintjének meghatarozasahoz.
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Munkédnk masodik részében, a nitrat asszimilacoja terén szerzett ismeretekre is

Mivel a ndvényi szovettenyésztés, és ebbdl kdvetkezden a géntranszformacio is,
nagy mértékben genotipus és explantatum fliggd, a transzformacioés kisérletsor eldtt
meghataroztuk a céljainknak leginkabb megfeleld btiza genotipust és explantatumot.
Négy genotipus szovettenyésztési tulajdonsagait, az embridképzésre mutatott
hajlamukat, kalluszosodd képességiiket ¢és a novényregeneracié hatékonysagat
hasonlitottuk Ossze. Az embridképzésben leggyengébb, kalluszosoddsban a legjobb
eredményt mutatd és megfeleld regeneracidos képességgel rendelkezd tavaszi tipusu
CY-45 vonalat vélasztottuk ki transzformacios kisérleteinkhez.

A kiinduldsi alapanyagul szolgidld explantitum kivélasztisara virdgzo
kalaszokbdl izolalt embridkat vizsgéaltunk. Az éretlen embridkbdl inditott sejt
proliferacié bizonyult a leghatékonyabbnak. A kalluszszovetek négyszeri atpasszalas
utan is megorizték regeneracios készségiiket.

Az idegen gének Dbejuttatisa a pAHC25 ¢és a pRT101 vektorok
herbicid rezisztenciat képvisel6 bar gént, jeloloként pedig B-glitkkuronidazt kodold gus
gént tartalmaz. A plazmid miikédése a kukorica ubiquitin promoter ellendrzése alatt
all. A pRT101 a NR MoCo szintézisében a molibdén pterin vazba beépiiléséért felelds
cnxl gént tartalmazza antiszenz formaban. A géneket a CaMV 35S promoter hajtja
meg.

A belétt kalluszokat 6-8 honapig 6t hetenkénti passzalassal 5 mg/ml bialaphos
tartalmu taptalajon tenyésztettiik. A bar gén megnyilvanulasat, a foszfinotricin hatasat
tulélo sejtek mutattdk. Az i1désebb kalluszok esetében a szelekcids nyomaés okozta
kiilonbségek kisebbek voltak, ezért a szelekcid hatékonysaga jelentdsen csokkent.
Ennek alapjan a két hétnél idésebb kalluszok beldvését célszerti elkertilni.

A bar gén megnyilvanulasat a PAT enzim kromatogramja alapjan ellendriztiik.
A rezisztens kalluszokbdl tiz novénykét sikeriilt regenerdlni, melyek a PAT teszt
alapjan mind foszfinotricin rezisztensnek bizonyultak Az Ontermékenyitéssel
tovabszaporitott ndvényekbdl hat herbicid rezisztens vonalat kaptunk.

A T1 utédnemzedékben a bar gén 3:1 aranyban hasadt, ami azt mutatja, hogy a
mendeli 6roklésmenet szerinti dominans 6roklédési.

A T1 nemzedék hat PTT rezisztens vonala koziil kettében tapasztaltunk a cnx1

antiszenz gén integralodasara utald szignifikans NRA csokkenést. Ez azt mutatja, hogy
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a bar gén atvitele mellett nem volt mindegyik esetben sikeres a kotranszformacié. A T
nemzedékben a két vonal esetében. a NRA magasabb értékeket mutatott a. T
nemzedékhez képest. A transzgén atoroklése heterogén, nem minden esetben tortént
meg.

A cnx1 antiszenz transzgén megnyilvanuldsat a T2 nemzedékben klorat teszttel
is vizsgaltuk. A két T1 nemzedékben csokkent NRA-t mutatd vonal koziil a 117 vonal
egyedei kevésbé viselték el a klorat kezelést, mint a 124 vonal egyedei. Ugyanakkor a
kontroll CY-45 novényekhez képest mindkét vonal esetében nagyobb klorat toleranciat
tapasztaltunk. A klorat teszt eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a NRA a
117 és a 124 vonalban alacsonyabb szinten nyilvanul meg, mint a CY-45 kontrollban.
A két transzgénikus vonal T> utddnemzedékében fellelhetéek a cnx1l antiszenz
transzgén megnyilvanulasat a NR csokkent mitkddésével jelzé egyedek. A 117 vonal

crer

A 124 vonal esetében a transzgén hatasa egységesebb és kifejezettebb.

A genetikai transzformécid soran szerzett tapasztalataink eredményeink é&s
megallapitasaink:

e Szdvettenyésztési tulajdonsagait tekintve a CIMMYT No.45 tavaszi buza
CY-45 in vitro vonala jo hatékonysaggal hasznalhat6 géntranszformacios
kutatasokhoz.

e Az ‘retlen embrid eredetli szovettenyészetekbdl nagy mértekli sejt
szaporodas indukalhat6 a sejtek regenerdcios képességének meglrzése
mellett.

e A foszfinotricin rezisztenciat kodold bar gén expresszidjat PAT teszttel
bizonyitottuk.

e A bar gén integralodasat a T1 nemzedékben megjelend herbicid rezisztencia
igazolja, ami egygénes dominans 6rokldédést mutat.

e Acnxl antiszenz gén hatdsaként csokkent a nitratreduktaz aktivitas szintje a
T1 nemzedékben.

e A T2 nemzedékben a cnxl antiszenz gén szegregicidja miatt a
nitratreduktaz aktivitas nem mutatott egységes szignifikanciat.

e A T2 nemzedék egyedei koziil tobb nagy foku klorat toleranciat mutatott,

ami a nitratreduktaz alacsony szintjére utal.

103



SUMMARY

Wheat is one of the most important crops.. It forms a staple part of the diet in
over 60 countries, being 10-20 % of the daily calorific intake. Therefore wheat is
considered as an important model for physiological, biochemical and genetic studies in
monocotyledonous species.

Until recently, classical plant breeding has mainly contributed to the developed
quality and increased production of wheat by introducing new and improved varieties.
However, breeding efforts are often constrained by the availability of only a limited
gene pool for exploitation. The modern biotechnological approach of direct gene
transfer is expected to supplement breeding efforts by expanding the diversity of the
existing gene pool. Application of tissue culture and recombinant DNA technology
results many transgenic plants with new genetic properties.

In our work we have performed the transformation of wheat in order to modify
and investigate nitrate reductase gene.

Since the cnx1 gene of nitrate reductase was assigned as the gene of interest,
we have studied the nitrate assimilation pathway in wheat in the first part of our work.
We have investigated the effect of nitrate,chlorate and glutamine on the uptake and the
reduction of nitrate. The subject of our experiments were to study the influence of light
and the daily cycle controlling NR. We have measured the changes in NRA by time
and have determined the Kinetic parameters of enzyme reaction and the inhibition type
of chlorate. To control the level of NRA we have worked out a test, which is based on
the different manifestation of chlorate toxicity symptomps have been observed and
registered.

Nitrate acted uptake of itself but not in proportionally Increasing the nitrate
external concentration up to 5 times caused increasing in its uptake only 1,3 times. It is
suggested that the uptake of nitrate is controlled by saturation kinetic probably of the
HATS. The same tendency was found investigating the effect of nitrate on NRA but
we could not measured any activity when there was no nitrate in the medium.

The affects in chlorate treatments were different between the uptake and
reduction of nitrate. Though increasing external chlorate concentration decreased both

the uptake of nitrate and NR activity, the inhibition was effective only above a
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concentration limit of chlorate on Nrt while NR was not repressed by chlorate itself but
it is influenced by chlorate/nitrate ratio. That goes the suggestion that chlorate can not
enter the plasma membrane without induction of Nrt by nitrate and its transport occurs
via LATS. Considering the NRA, chlorate is able to act depending on the quantity of
external nitrate content competes for NR to reduct.

Glutamin was found to inhibit nitrate uptake and reduction too. It affected at
high level of concentration on the transporter system firstly and decreased NRA
secondly These effects acted with the concentration of chlorate independently. It is
thought that glutamin control the nitrate assimilation pathway by an other way than
chlorate influences it. It occurs at an other site of the enzymes and it is suggested that
glutamin inhibits the nitrate assimilation system by feed back regulation. It is believed
too that its effect is more expressed on the uptake than the reduction of nitrate and the
bigger decreasing of NRA to compares to the decreased uptake of nitrate at the same
external glutamin content is due to the super effect caused with the affect of less
uptaken nitrate as inducer of NRA as well.

The increasing of NRA was observed when the time passed as effect of light by
increasing the exposure time. We could not experience the decrease of NRA as an
affect of growing plants or calluses in the dark for 24 hours. Thus it is proposed that
the short period lack of light does not disturb the dailly phisiological cycle of plants
and they follows the circadian rhythm.

We have measured the changes of NRA as the effects of different substrate
concentrations with and without chlorate and determined the Km and Vmax values by
direct linear plots to establish the type of chlorate inhibition. The Vmax values were
closely same in the case of the two different chlorate treatments (3 mM and 7mM) and
without it but the Km values differed. The increasing chlorate effect resulted the bigger
value of Km, which indicates the more chlorate the weaker bind of the substrate. It is
suggested that chlorate acts as a competitive inhibitor on the function of NR.

The NRA values were determined in calluses cultured with and without
nitratein different times after 24 hours’ nitrate induction during an eight’s days period.
The curves represented the change in NRA by time showed supressed wavy lines.
There have been differences in NRA measuered at the same time depending on the
presence or lack of nitrate in the medium cultured the callusses before the
investigation. It is supposed that the difference of the two curves is attributed to the

overexpression of NR in that case if there is no nitrate in the culture medium for a long
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time before a big dose of nitrate is added to for induction of NR in contrast with the
permanent nitrate suplied samples. The wavy type of the curves is thought to be due to
the increasing N-metabolits as the results of nitrate reduction inhibited the function of
NR till their conversion.

A test methode has been worked out as a suitable valuation of NRA. It is based
on the changes of the phisiological condition of plants due to chlorate treatment. We
have found two typical feature in alteration of plants to qualify the affect of chlorate.
One is the bend and the other is the substance of leaves. Three categories of position of
leaves (straight, blended and fully blended) and five categories of their substances

(depending on the degree of chlorosis) were establihed.

It can have been drawn useful conclusions from the results investigating nitrate
assimilatory pathway in wheat for the exact planning of the transformation

experiments. These are summarized as follows:

1. Nitrate is needed essentially but it is sufficient in a very little amount for
induction of nitrate reductase

2. The simultaneous treatment with nitrate and chlorate influence on the
effects of each other, which depends on the nitrate/chlorate ratio because of
their competence in inhibition.

3. If glutamine is used as a N-source of culturing plantlets its inhibition effect
on Nrt and NRA must be taken into consideration.

4. Taking samples at the same time is an important parameter for the
reproducible of determining NRA because of the circadian rhythm.

5. It is useful to perform the induction of NR by nitrate after a long time of
nitrate starvation of plants in order to be able to measure bigger differences
in values from the investigated samples and making more accurate of data
by this way.

6. The semiquantitative chlorate resistance test is available as a useful tool for

determining the NRA level of plants
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In the second part of our work, we have performed genetic trasformation of
wheat based on our knowledge too, which was obtained investigating of nitrate
assimilation pathway.

As tissue culturing and genetic transformation as well depends on genotype and
explant in high degree, the most suitable genotype of wheat and organ using as explant
were decided before the transformation experiences. The features of four genotypes in
tissue culturing were compared such as susceptibility to produce embrios, ability to
form calli and efficiency of plant regeneration A spring type line signed CY-45 was
chosen because of its characters being the least in producing embrios, the best in
formation of calli and having sufficient ability to regenerate plants for the
transformation experiences of ours.

To find the organ using as explant embrios isolated from flowering ears were
investigated. The cell proliferation originated from the culturing of embrios was found
as the best one.The tissues of calli have retained the ability of regeneration even if they
were recultured four times.

The transfer of foreign genes were executed by cotransformation of pAHC25
and pRT101 vectors. The pAHC25 contains the bar gene as selectable marker, which
confers resistance to the herbicide phosphinothricin (PPT), and screenable gus gene,
coding for B-glucoronidase both under the control of the maize ubiquitin promoter.
The pRT101 contains the cnx1 gene, which is responsible for the building up the pterin
ring with molybdenium, in antisense formation The genes are driven by CaMV 35S
promoter.

The bombarded calluses were cultured in medium containig 5 mg/ml bialaphos
for 6-8 months transferring on fresh medium in every fifth week. The bar gene was
expressed in the cells survived the affect of phosphinothricin. The differences in the
affect of herbicid were trifling in the case of elder calli, therefore the efficiency of
selection decreased significantly. It is proposed to avoid bombarded calli older than
two weeks.

The expression of bar gene was monitored on the chromatogram of enzyme
PAT. We were succeed in regeneration of ten plantlets, which were resistence to
phosphinothricin, on the basis of PAT test. These plantlets were propagated by self-
pollination to constitute six herbicid resistence lines.

T1 progeny lines fitted 3:1 ratio for the segregation of bar suggesting

integration occurred in one locus and showing Mendelian dominant inheritance.
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It was found two lines, which showed significant decrease in NRA, refering to
the integration of cnx1 antisens gene when the six PTT resistence lines of T1 progeny
were investigated. It is supposed that the cotransformation of the gene of interest with
bar gene was not successful in all cases. The NRA values were higher in the T»
progeny than in the T1 progeny measured in both of the two lines. It is suggested that
the inheritance of the gene of interest is heterogeneous not to realize in all of the cases.

The expression of cnx1 antisense gene in T» progeny was investigated by the
chlorate test too. We examined the behaviour of two lines which has shown significant
decreased values of NRA towards chlorate. The plants of line signed 117 tolerated the
chlorate treatment less than plants of line signed 124. Nevertheless both lines had
bigger tolerance to chlorate than the wild type CY-45. On the evidence of the results it
is thought that the level of NRA is lower in the 117 and 124 lines than in the wild type
CY-45. One can find some individuals in T, progeny of the two transgenic lines, in
which the cnx1 antisens transgene is expressed indicating the decreased function of
NR. The heterogenity of 117 lines in chlorate toxicity indicates the segregation of the
tansgene in a high degree. The expression of transgene is much more effective and
uniform in the case of the 124 line.

Experiences, results and findings to have got by genetic transformation in wheat:

e On the basis of its tissue culturing caracters, the CY-45 in vitro line of
CIMMYT No.45 spring wheat is useable in high efficiency as the genotype of
genetic transformation.

e One can induce cell proliferation from tissue cultured cells in high degree
originated from immature embrios while the regeneration ability of cells
retains.

e The expression of bar gene encoding phosphinothricin resistence has been
proved by PAT test.

e The integration of bar gene is proved by herbicid resistence manifested in the
T, progeny indicating the inheritance in one locus

e The level of nitrate reductase activity decreased in the T1 progeny by the effect
of the cnx1 antisens gene.

e The T progeny had no uniformity in nitrate reductase activity because of the

segregation of cnx1 antisens gene.
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