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1. A KUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

Az emberiség egyik legértékesebb, a legnagyobb teriileten és mennyiségben
termesztett kultirndvénye, kenyérgabonank, a buza. A vilag mezégazdasagi termelésében,
215 millié hektaros vetésteriiletével és megkézelitben 600 millié tonnas éves termés-
mennyiségével vezets helyet foglal el.

A koéztermesztésbe vont bliza klasszikus nemesitésének korlatozd tényezdje a
behatarolt génallomany. Uj gén bevitele a meglévd génkészlet valtozatossaganak
bdvitésével segiti elé a novénynemesités hatékonysaganak novelését.

A genetikai transzformacidk legt6bbjét a kozelmultban kétszikii fajokon végezték
Agrobacterium tumifaciens altal kozvetitett génatvitellel. Ezzel a modszerrel az
egyszikiieck genetikai modositdsa gyenge in vitro regeneralodd keépességik és az
Agrobacterium-mal szembeni rezisztenciajuk miatt kevésbé sikeres. Az egyszikii fajok,
ezek kozott is a legfoképpen a mezdgazdasagi termesztésben fontos gabonaféléknél,
fertilis transzgénikus novények eldallitasara a protoplaszt transzformacios technikék és a
mikrorészecskére adszorbalt gének belovése bizonyulnak a legeredményesebbnek. Az elsé
transzgénikus gabonaféléket rizs és kukorica éretlen embrio eredetli protoplaszt
kultirajabol elektroporacidval, vagy polietilén-glikol kezeléssel kaptdk. A mikrolovedék
kozvetitette direkt DNS bevitel elénye, hogy a transzformalt sejt nem szenved a
protoplaszt képzéssel jard sériiléseket, igy nagyobb mértékben megdrzi sejtosztodo és —
differencialédd, végsé soron ndvény regeneracios képességét. Novényregenerdciot a
legkiilonbdz6bb explantatumok organogenezisével és szomatikus embriogenezisével
sikeriilt megvaldsitani. Buza részecskebelovés transzformacios célbol a legnagyobb
hatékonysaggal alkalmazott célszovetek, éretlen embrioi €s viragzati tengely eredetiiek.

Idegen géneknek a recipiens sejtekbe jutdsat hisztokémiai festéssel kimutathatd
riporter gén aktivitasa, expresszaldodasukat, majd integralodasukat antibiotikum vagy
herbicid rezisztenciat okoz6 marker gének megnyilvanulasa alapjan lehet igazolni. A buza
transzformacios kisérletekben binaris vektorként a B-glitkuronidazt (GUS) kodolo gus
gént, mint riporter gént és a foszfinotricin rezisztenciat (PTA) kodold bar gént, mint
marker gént hasznaljak.

Buiza genetikai transzformaciojat éretlen embrid eredeti kallusz tenyészetek
részecskebelovésével a gus és bar gének ellendrzése mellett végzik (Witrzens et al., 1998.;
Ingram et al., 1999.; Rooke et al., 2000.; Rasco-Gaunt et al., 2001.; Pastori et al., 2001.), a
transzgének stabil megnyilvanulasat tekintve egyre eredményesebben.

A magasabbrendll novények f6 nitrogén forrdsa a nitrat. A termésmennyiség
hatékony novelése érdekében alkalmazott miitragyak nitrat feleslege szennyezi a
kornyezetet. Ez mérgezést okozhat, amikor a taplaléklancba keriilve az emésztés soran
nitritté redukélédik. A nagyobb terméshozam iranti igénynek és az alkalmazott tdpanyag
felnasznalas kornyezetkiméld csokkentésének dsszehangolasa a kutatdsok egyik jelentds
teriilete. Ez a nitrat felvételének és redukciojanak alapos és részletes ismeretét is igényli.

A nitrét transzportja — a nitrat felvétel és hasznositas elsé 1épése — a nitrat kérmyezeti
koncentracidjanak fliggvényében kétféle, egymastdl kinetikai tulajdonségéikban eltérd
nitrat transzporteren keresztiil valdsulhat meg. Alacsony nitrat koncentracid, mellett egy
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szabalyozott és nagy affinitdsi, magasabb nitrat koncentracional egy konstitutiv és kis
affinitdsu rendszer hatékony. A nitrat asszimilaciéo sebességkorlatozo lépése a nitrat
redukcioja nitritté. A reakcidt a nitratreduktaz enzim (NR; EC 1.6.6.1.-3.). katalizilja,
amely harom prosztetikus csoportjan (FAD — hem — MoCo) keresztiil két elektront szallit
az elektrondonor NAD(P)H-rol a nitratra, hogy azt nitritté redukélja. Az enzim mik&dése
transzkripcids, transzlacids €s poszttranszlacids szinten egyarant ellendrzott. A
szabalyozas elsédleges és meghatdrozd eleme a nitrat koncentracio, de ezen kiviill még
szdmos tényez6 befolydsolja azt: a fény, citokininek, a CO, szint, a napi életciklus, C- és
N-tartalmu metabolitok, mint példaul a szahardz vagy a glutamin.

A nitrat asszimildcié tanulmanyozasanak leginkabb megfelel6 mddszere a nitrogén
anyagcserében hidnyossagot mutaté mutansok vagy transzgénikus névények vizsgélata. A
NR csokkent miikodése miatt az egyediili nitrogén forrasként nitraton nevelt ndvények
fejlédése gatolt, csak a nitrogén redukalt formainak hasznositasaval maradnak életképesek.
A NR aktivitas hidnyaban nem torténik meg a nitrat analég klorat redukcidja sem kloritt4.
A klorattal kezelt ndvény a klorit toxikus tiineteinek hianyaban egészséges marad, klorat
rezisztensnek bizonyul. Az enzimaktivitds csokkenése-hidnya nitrat auxotréfia és klorat
rezisztencia alapjan, vagy nitratreduktdz aktivitds meghatarozasaval detektalhat6.A NR
hidnyos miikodése kétféle okra vezethetd vissza: az apoenzim (Nia) struktirgénjeinek
hibéjara, vagy a nitrat redukciojat kozvetleniil végzé MoCo szintézis valamelyik génjének
(cnx) rendellenességére.

A NR gén transzformdacidja mindeddig csak kevés faj esetében, talnyomorészt
dohanyban volt sikeres, és nincs figyelemremélté publikalt eredmény NR transzgénikus
buza vonatkozasaban.

Jelen kutatasi munka célja egy olyan névény modell létrehozésa volt, amely
lehetéséget ad annak vizsgalatara, hogy egy adott genetikai elem célzott bevitele milyen
hatékonysaggal kivitelezhetd és megnyilvanuldsa milyen szinten és hogyan miikddik.
Munkankban, a kérnyezetvédelmi vonatkozasban és tapanyag hasznositasi szempontbél is
fontos nitrat asszimildcid egyik részfolyamatat, a nitrat-nitrit redukciot, katalizald
nitratreduktdz enzim mikodését vizsgaltuk. Az enzim molibdén kofaktor szintézisének
utolsé Iépéséért felelés cmx/ gén szenz—antiszenz orientdcioji modositdsa a
mezoégazdasdgilag kiemelkedd helyet elfoglalo buza transzformacidjaval tortént.

A sikeres gén transzformacio érdekében tanulményoztuk a nitrat asszimilacidjat
szabalyozo és befolyasold tényezok hatasait modellndvényiinkben, a blizdban. Kisérleteink
elsé szakaszaban célul tiztik ki a nitrdt metabolizmusédnak olyan fok( kisérletes
megismerését, mely lehetdve teszi a genetikai transzformaciéo NR miikddését befolyasolo
paramétereinek optimalizalasat. Vizsgaltuk a nitrat, a klorat és a glutamin hatdsét a nitrat
felvételére és redukciodjara. Kisérleteink targyat képezte a fény és a napi ciklus NR
szabalyozasara gyakorolt befolydsa. Mértiik a NRA valtozasat az id6é fliggvényében, és
meghatdroztuk az enzimreakcid kinetikai paramétereit, valamint a klorat gatlasénak
tipusat. A NRA szintjének ellenérzésére tesztet dolgoztunk ki, amely a klorat toxicitds
tiincteinek megfigyelt és regisztralt killonb6z6 megjelenésén alapszik.

A genetikai transzformacié modszereként a mai hasonlé témaji kutatdsokban
legnagyobb gyakorisaggal hasznalt génbelovést alkalmaztuk. A transzforméci6 célsejtjeit
éretlen embri6 eredetll kalluszok képezték. A transzformacids eseményeket gus és bar
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gének megnyilvanulasaval kovettiik nyomon. Kutaté munkank célja a nitratreduktaz enzim
cnx 1 antiszenz génnel transzformalt blza eldallitasa és vizsgalata volt.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Névényanyag

Novényanyagként, 44 buzafajta éretlen embriobdl inditott sejttenyészetének
szovettenyészthetdségi tulajdonsdgainak osszehasonlitdsa alapjan a mexikéi szdrmazasu
CIMMYT No.45 tavaszi buzat valasztottuk. A regeneralt sejtekbol szarmazo6 vonal CY 45
jelolést kapott.

2.2. A nitrat asszimilacio vizsgalata
2.2.1. Hidropénias novénynevelés

A hidropénias ndvényneveléshez a novények magjait, felszinsterilezést (2%
NaO’Cl-ben folyamatos 20 perces razassal) koévetben Petri-csészében, nedves
sziirépapirok kozott, sotét helyen, 3 napon &t csiraztattuk. A csiranévények hidroponias
neveldedényekbe keriiltek, ahol 2 napig csapvizen néttek, majd 4 napig nitrat mentes
neveld tapoldatra raktuk 6ket. Ezt kdvetden a kontroll névények ezen az oldaton fejlédtek
tovabb, a tobbi egyedet pedig 24 o6rara 0,4 mM illetve 2,0 mM KNO;- t tartalmazo
indukald oldatra raktuk. A klorat és a glutamin hatdsanak vizsgalatdhoz a 24 éran keresztiil
kétféle nitrat indukcioban részesiilt vizsgélati ndvényeket kiilonbdzé klorat és glutamin
tartalmu tapoldatokra helyeztiik. A tapoldatok az indukcids oldatok dsszetevéin kiviil 1, 3,
5, 7, 10 és 15 mM KCIO;-t, valamint 0,5 és 3,0 mM Gin-t tartalmaztak kiilon-kiilén,
illetve a hatdéanyagok Osszes kombinacidiban. A novényeket ellendrzétt koriilmények
kozott, 25°C homérsékleten 16/8 oras fotoperiodus mellett fluoreszcens, hideg fényt
alkalmazva neveltiik fel. A fenti médon felnevelt nvényeket hasznaltuk a nitrat felvétel és
redukci6 szabalyozasanak vizsgéalatdhoz, valamint a vélhetdleg NR transzgénikus egyedek
klorat rezisztencia alapi mindOsitésére. A kezelések hatdsat a nitrat felvételére 24 ora
elteltével, a NR aktivitidsban mutatkozd kiilonbségeket, és a névények fejlddésében beallt
valtozasokat pedig a 8. napon értékeltiik és mindsitettiik.

2.2.2. A nitrat felvétel mérése

A nitrat felvételére a hidroponias tapfolyadék nitrat koncentraciéjanak
csOkkenésébol kovetkeztettiink. Ehhez a folyamatosan légdrammal cirkulaltatott
tapoldatbol a kezeléseket kdvetd 1 nap elteltével vettiink mintdt, melynek NO;
koncentracidjat ionszelektiv elektroddal hataroztuk meg,.
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2.2.3. Nitratreduktaz aktivitas meghatarozas in vivo

A nitrat, a klorat és a glutamin hatasat a NR aktivitasra in vivo mértiik. A mérési
modszer anaerob koriilmények kozott, friss novényi szdvetbdl extrahdlt NR aktivitas
fuggvényében képzodott nitrit mennyiségének spektrofotometrids meghatarozasan
alapszik (Ferrari et al., 1973). A mérést kéthetes ndvények 2. leveleivel végeztik. A
novények levelét lemetszettiik, és 2-5 mm-es darabokra vagva, 100-120 mg-ot
félkémesdbe, eldzetesen inert gazzal (N,) alaposan atmosott 3 ml extrahal6 oldatba tettiik.
A mintakat 2 éran keresztiil 25°C-on sététben, nitrogén atmoszféraban inkubaltuk, majd
10 percre forrasban lévé vizfiirdébe helyeztiik. Szobahémérsékletre hiitottik, majd a
képzOdott nitrit mennyiségét a hagyomanyos festési reakciét (PMS-szulfanilamid-NED)
kovetben spektrofotométeren A = 540 nm mértiik.

2.3. Transzgénikus biiza el6allitisa

2.3.1. In vitro névénynevelés

A bliza donor névények tiveghazban keriiltek felnevelésre, és a kalaszokat viragzas
utan 11-12 nappal gytjtottilk be izolaldsra. Az éretlen szemek sterilezését kévetSen az
explantatumot 2 mg/l 2,4-diklorfenoxi-ecetsav tartalmu (MS) alaptdptalajra (Murashige és
Skoog, 1962) tettiikk. A 6.-10. napra kifejlédé kalluszokat négy hetes ciklusokban 6tszér
passzaltuk. A kalluszokat MS,;,; taptalajon regeneraltuk, amely az alaptéptalaj valamennyi
komponense mellett 1-1 mg/l zeatint (ZEA) és indolecetsavat (IES) tartalmazott. A
novények gyodkereztetése 0,1 mg/ml indolecetsavas MS taptalajon tértént.

A bar transzgénre 5 mg/ml bialaphos koncentracidji tapoldattal szelektaltunk. A
vélhetéen NR transzgénikus egyedek felnevelésére nitratmentes, a nitrogént aminosavak
formajaban biztosité AA (Thompson et al., 1986) taptalajt hasznaltunk, amely a sejt
dedifferencidlddashoz 2,4-D mellett 0,2 mg/l kinetin (KIN) és 0,1 mg/l gibberellinsav
(GA;) hormonokat is tartalmazott.

2.3.2. Géntranszformacio
2.3.2.1. Transzformacios vektorok

A buza transzformacidjahoz két vektort hasznaltunk. Az egyik a pAHC25 plazmid
volt, amely szelekcios markerként bar gént, jelloként pedig gus gént tartalmaz. A
plazmid miikddése az Ubi-/ promoter ellenérzése alatt all. A masik vektor a pRT101
plazmidbdl alkottidk meg, és a NR cnx/ gént antiszenz formacidban tartalmazza. A géneket
a CaMV 35S promoter hajtja meg. A cnx! gén Arabidopsis thaliana eredetil.



2.3.2.2. Génbevitel

Az idegen gének beviteléhez a kalluszokat sotét termosztatban, 28°C-on, 2 mg/ml
2,4-D hormonnal kiegészitett MS taptalajon neveltiik.

A plazmidot hordozé mikrorészecske a Heraeus cég typ. 200-04 aranypor
készitménye volt. A mikrorészecskék tisztitasat €s a DNS felvitelt Sanford és munkatarsai
(1993) modszere szerint végeztiik. A 20 pg plazmid DNS-t allandé hiités mellett (jég) 200
pl 50%-os glicerinben szuszpendalt, eldzetesen alkoholban tisztitott 12 mg aranypor
hordozéra ozmotikumok (200 pl jégen tartott 2,5 M CaCl,, majd 80 pl hideg 0,1 M
spermidin oldat) alkalmazésaval vittiik fel. Az egyenletes szuszpenzi6t 9 pl-es cseppekben
helyeztiik az alkohollal sterilezett hordozo6 korongokra. Az ilyen médon kapott 20-21 db, a
géntranszformaciora megfelelden elokészitett koronggal az éretlen embrid eredetli
mikrokalluszokat az elkészitést kdvetden azonnal beldttik. A plazmidok bejuttatdsa a
PDS-1000/He DuPont részecskebeldvo berendezéssel tortént.

2.3.2.3. In vitro szelekcio

A DNS-sel belétt tenyészeteket 2-3 nappal a belévést kovetden atraktuk 3 mg/l
bialaphost tartalmazé 2 mg/ml 2,4-D tartalmu AA taptalajra. Tenyésztésiiket sotétben,
28°C-on inkubalva termosztatszekrényben végeztiik. A szelektiv koriilmények kozott
talnovo kalluszokat a tenyésztés 6.-8. hetében tovabbpasszaltuk, amit 6t hetes ciklusokban
négyszer megismételtiink. A szelekcios ciklus végére a taptalaj bialaphos tartalmat a
masodik passzalastol 5 mg/l-re emeltiik, és a 2,4-D tartalmat 1 mg/I-re csdkkentettiik.
2.3.3. A transzformaci6 ellenérzése

2.3.3.1. B-glitkkuronidaz enzim teszt

A génbelovés hatékonysagat a GUS enzim katalizalta, B-glilkkuronid hidrolitikus
bontasanak detektalasaval, Jefferson (1987) festési mddszere alapjan ellendriztiik. A
sejtkolonidkra 1 ml reakcioelegyet pipettaztunk, amely 1,2 mg szubsztratot, 20 ul DMSO-
t, 940 pl GUS puffert (50 mM foszfatpuffer, pH: 7,5 + 10 mM EDTA + 0,1 % Triton + 0,4
% Sacrosyl) és 40 pl B-merkaptoetanolt tartalmazott. A mintdkat 2 éran keresztiil 28°C-on
inkubaltuk, majd a megfestett kolonidk elhelyezkedése és szama alapjan kiértékeltiik.

2.3.3.2. Foszfinotricin-acetiltranszferaz enzim teszt

A szelekcids marker hatdsanak kimutatisat kromatografids modszerrel végeztiik
(Spencer, 1990). A 100 mg stlyt mintabol 200 pl extrakcids pufferrel kivont extraktumot
50 mM Ac-Koenzim-A és radioaktiv PTT 1:1 elegyében 1 6ran at, 30°C-on, lasst razés
mellett inkubéltuk. Az igy el6készitett preparatumot Merck cellulézlemezre vittiik fel, és
egy éjszakan at 25 ml piridin-, 37,5 ml 1-butanol-, 7,5 ml sésav- és 30 ml H,0-elegyében
futtattuk. A teszt eredményét Kodak X-OMAT filmre exponaltuk, amelyet hagyomanyos
modon hivtunk el6.
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2.3.3.3. Nitratreduktaz aktivitas meghatarozas in vitro

A nitratreduktaz aktivitas in vitro meghatarozasa kinetikai modszerrel, a képz6dott
nitrit fotométeres detektdlasa alapjan tortént (Pawelczyk, 1993). Az enzimreakcio lefutdsa
sordn a 10., a 20. és a 30. percben tortént a mintavétel és a nitrittartalom mérés. A mérést
megeldzden a NR aktivitas indukdlasa céljabol a novényanyagot 48 6rdig 15 mM KNO;
oldatta] kezeltiik. A dorzsmozsérban, folyékony nitrogénben homogenizalt mintakbdl 100-
120 mg-t felhasznalasig Eppendorf csévekben -70°C-on taroltuk

A méréskor a mintdkat jégen tartva mindegyikhez négyszeres mennyiségii
extrakcios puffert adtunk. A 25°C-ra beallitott hoblokkba eldkészitett Eppendorf csévekbe
775 pl mintapuffer és 15 pl levéladditiv elegyéhez fél perces id6kozonként 165 pl minta
extraktumot mértiink, majd 3 alkalommal 10 percenként 300-300 ul mintat vettiink. Az
enzimreakciot 25 ul 0,6 M-os cinkacetit oldattal allitottuk le. A képzdédott nitrit
mennyiségét a hagyomanyos festési reakciot (PMS-szulfanilamid-NED) kovet6en
spektrofotométeren A = 540 nm mértiik.

2.3.4. A novények felnevelése és vizsgalata

2.3.4.1. Az in vitro névényallomany felnevelése

A steril koriilmények kozott jol gydkeresedett novénykéket fitotron kamraban,
normal talajban magas paratartalom mellett neveltiik tovabb.

A foszfinotricin rezisztencia vizsgalata céljabol végzett herbicides kezelés bialaphos
0,1 %-os oldatdval tortént. A négy-hat hetes kor(i névényeken a klorotikus tiinetek a
kezelést kovetd 3.-4. napon jelentkeztek, a névények teljes elszaradasa pedig két hét utan
kovetkezett be. A kiszelektalt, rezisztens allomany {iveghazi tovabbnevelésre keriilt.

2.3.4.2. Az utédnemzedékek felnevelése és in vivo szelekcioja bar génre.

Az in vitro eredetli, edzett és foszfinotricin rezisztenciara szelektalt névények (T,
nemzedék) agyagcserepekbe (o 20 cm) normal talajba lettek iiltetve, majd iiveghazba
keriiltek, ahol a bliza kérnyezeti igényeinek megfeleld klimat biztositottuk a szdmukra. Az
idegentermékenyiilés megakadalyozasiara a névények kaldszait a virdgzas elott
celofanzacskoval szigeteltiik.

A fertilis egyedek utddait (T; nemzedék) ndvénynevelé ladakban, iiveghazi
koriilmények kozott neveltiik tovabb. A herbicid rezisztencia teszt elvégzéséhez 15%
(w/v) glufozinat-amménium hatéanyag-tartalmi Finale 14 SL (AgrEvo) totalis gyomirté
szert alkalmaztunk 0,5 %-os (v/v) toménységben. A vetés utdni 25. napon &t leveles
allapotban hajtottuk végre a novények herbicides kezelését. A gyomirté szer egyenletes
kijuttatdsat kézi permetezGvel a reggeli 6rakban végeztiik.
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2.3.4.3. A nitratreduktaz enzim hatoképességének vizsgalata klorat teszttel

A klorattal szembeni rezisztencia vizsgélatdhoz a hidropénids termesztési
koriilmények kozott felnevelt, 3 leveles éllapoti csirandvények tapoldatit 50 mM-os
KCIO; oldattal 7 mM klorat koncentracidjura egészitettiik ki. A kloratos tapoldatot
kétnaponként frissre cseréltilk. A klorotikus tiinetek az érzékeny egyedeken a 3.- 4. napon
kezdtek megjelenni. A kloratos kezelés 10. napjan valt — a tiinetegyiittes széles spektruma
miatt — megbizhatdan értékelhetové a kisérlet eredménye. Ekkor végeztiik a kiértékelést.

3. EREDMENYEK
3.1. A nitrat asszimilacio vizsgalata

3.1.1. A nitrat felvétele

A nitrat indukalta sajat felvételét, de koncentracidjanak ndvelésével nem aranyos
mértékben. A kiils6 nitrat koncentracié 5-szordsére emelése csak 1,3-szoros nitrat felvétel
novekedést okozott. A klorat a nitrat felvételére az alacsonyabb nitrat koncentracié mellett
(0,4 mM) jelentds hatdst nem gyakorolt, a magasabb nitrat koncentracionél (2,0 mM)
viszont a névekvo klorat koncentracid fokozott hatasa volt megfigyelhets. Ugyanaz a
klorat koncentracid viszonylagosan erosebb gatld hatast okoz a nagyobb nitrat
koncentracié melletti nitrat felvételre, mint a kisebb koncentracié mellettiére. A glutamin
az alkalmazott kisebb koncentricioban (0,5 mM) nem fejtett ki semmilyen hatast, mig a
nagyobb koncentracioban (3,0 mM) a nitrat és a klorat kdrnyez6 mennyiségétol
fiiggetleniil megkozelitoleg ugyanolyan mértékben gatolta a nitrat felvételét

3.1.2. A nitrat redukcioja
3.1.2.1. A nitrat, a klorat és a glutamin hatasa

NR aktivitas a nitrat huzamosabb megvonasa mellett nem volt detektalhat6. A nitrat
koncentracié novelése (0,4 mM-rol 2,0 mM-ra) a NRA emelkedését valtotta ki. A ndvekvd
klorat koncentracio (1, 3, 5, 7, 10, és 15 mM) aranyosan csokkentette a NRA-t mindkét
nitrat kezelés esetében. Ugyanolyan klorat kezelés hatdsara a NRA kisebb mértékben
csokkent a nagyobb nitrat koncentracié mellett, mint a kisebb mellett. A glutamin az
alkalmazott kisebb kezelés (0,5 mM) hatdsara is csokkentette a NRA-t, magasabb
koncentracidja (3,0 mM) mellett az enzimaktivitas gatlasa hatvanyozottan fokozodott. A

klorat és a glutamin egyiittes alkalmazasa a NRA gatlasdban hatasuk dsszegzddésében jut
kifejezésre.



3.1.2.2. A fény és a napi ciklus hatasa

A fény hatasaként a NRA novekedését figyeltilk meg a megvilagitasi id6tartamanak
emelkedésével. A hatast két kiilonbozd tenyésztési tényezd (sotét és fény), valamint két
kijlonboz6 szovet (kallusz €s novény) kombinacidiban vizsgaltuk. A fényen fejlodott és
kallusz eredetli mintdk magasabb NRA értékeket mutattak, mint a tibbi, mig a legkisebb
értékeket kovetkezésképpen a s6tétben nevelt ndvényi szdvet eredetli mintakbol mértiik.

3.1.2.3. A nitratreduktaz enzim kinetikai jellemzése

Megmértilk a NRA valtozasat kiilonbz6 szubsztrat koncentraciok fiiggvényében
klorat jelenlétében és anélkiil, majd meghataroztuk a K, és V., értékeit a klorat gatlas
tipusdnak megitélésére. A Vi, értékek kozel azonosak voltak mindkét klorat kezelés (3
mM és 7 mM) esetében, akarcsak klorat nélkiil, de a K, értékek kiilsnboztek. A novekvd
klorat hatas nagyobb K,, értéket eredményezett, ami arra utal, hogy minél t6bb a klorat,
annal gyengébben kotodik a szubsztrat. Ebbdl kévetkezden a klorat a NR miikodésére
kompetitiv inhibitorként hat. A K,, értékek ismeretében kiszamitottuk K; inhibicids
disszociacios egyensilyi allandok értékeit, melyek 3 mM ClO; esetén K; = 7,97 mM és 7
mM CIO;3" mellett K; = 7,57 mM.

3.1.2.4. Az enzimreakcio idobeni lefutasa

Korai embrié eredetii kalluszszoveten vizsgaltuk a nitrat indukcid hatasat a NR
aktivitas id6beni véltozasara. A nitratmentes taptalajon (AA) tenyésztett kalluszok valasza
a nitrat indukcidra kozel haromszoros NRA emelkedést eredményezett, mint a nitratos
taptalajon (MS) nevelteké. A fliggvénykapcsolatot leiré gorbék két lokalis maximummal
rendelkeznek, csillapodd hullamvonal lefutdstiak. A MS taptalajon nevelkedett kallusz
eredetil mintak esetében laposabb és elnyultabb, mint az AA taptalajrél szadrmazokat
jellemzd gorbe. A két hatas kozotti kiilonbség feltételezheten a nitrat hidnydban nevelt
sejtek erds nitrat indukcidjara adott valaszként, a NR talmiikodésének tulajdonithatd. A

gorbék hullam jellege a felszaporodott N-metabolitok gatlasat jelzi, ami fokozatos
konverzidjukkal aranyosan csokken.

3.1.3. A klorat toxikus tiinetegyiittes, klorat teszt

A klorét toxikus hatasanak megnyilvanuldsa és a NR miikodés kozotti dsszefliggés
megitélése céljabol, megvizsgaltuk és a tiinetegyiittes alapjén jellemeztiik a névényeken
kiilsé jegyekben megnyilvanulé valtozasokat. A megfigyelés kiterjedt a héromleveles
allapotot elért csirandvények mindharom levelének fizikalis vizsgalatara, melyeken a
toxicitas mértékének megjelenését a nitrat, a klorat és a glutamin kiilénb6z6 koncentréaci6
kombindciéinak hatdsaiként regisztraltunk. Egy teszt mddszert dolgoztunk ki a NRA
értékelésére. A klorat hatdsanak mindsitésére a novények két tipikus tulajdonsiganak
megvaltozasat valasztottuk. Az egyik a levelek elhajldsiban, a masik a levelek szdvet
allomanyénak valtozasaban jelentkezik. A levelek éllasa alapjan harom (egyenes, elhajlé
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és lehajlott), a szdveti valtozasok alapjan &t kategoriat (a klordzis mértékétdl fliggden)
allitottunk fel.

3.2. A biiza genetikai transzformacidja

3.2.1. A biiza genotipusa és az explantatum eredete

A vizsgélt genotipusok sz6vettenyésztési tulajdonsagait, az embrioképzésre mutatott
hajlamukat, kalluszosodo képességiiket és a novényregenerdcié hatékonysagat
hasonlitottuk Ossze. A kalluszokat hat cikluson keresztiil passzaltuk, majd névényeket
regeneraltunk Az embrioképzésben leggyengébb, kalluszosodasban a legjobb eredményt
mutaté és megfeleld regeneracioés képességgel rendelkezd tavaszi tipusa CY-45 vonalat
valasztottuk ki transzformacios kisérleteinkhez.

A kiinduldsi alapanyagul szolgélé explantatum kivalasztasara viragzo kaldszokbdl
izolalt embridkat vizsgaltunk. Ugy talaltuk, hogy az embriok érésiik korai fazisiban
alkalmasak kalluszszovet képzésére, mig az érettebbnél redifferencialédasi folyamat indult
meg, amit hajtas- és gydkérképzodés jelez. A kalluszszovetek négyszeri atpasszalas utan is
megorizték regeneracios készségiiket.

3.2.2. Az idegen gének bevitele és megnyilvanulasa

A pAHC25 gus €s bar valamint a pRT101 cnx! antiszenz génkészlettel ellatott
vektorok kotranszformdacidval keriiltek bevitelre. A belovés paramétereinek pontositasa
céljabol a génbelovést kdvetd 2. napon vizsgaltuk a bel6tt genetikai elemek
integralédasanak gyakorisagat. A legkedvez6bb tranziens expressziés mintazatnak
megfelelden, a belovés irodalmi adatok altal javasolt egyéb technikai paramétereinek
véltozatlansaga mellett, a célsejtek €s a belovendd részecskék kozétti tavolsagot 12 cm-re
allitottuk be.

A bel6tt kalluszokat hat-nyolc honapig 6thetenkénti passzalassal bialaphos tartalmu
taptalajon tenyésztettilk. A bar gén megnyilvanulasat, a foszfinotricin herbicid hatasat
tiléld sejtek mutattdk, melyet a PAT enzim kromatogramja alapjan ellenériztiik. A
rezisztens kalluszokbdl tiz ndvénykét sikeriilt regeneralni, melyek mind foszfinotricin

rezisztensnek bizonyultak Az Ontermékenyitéssel tovabszaporitott novényekbdl hat
herbicid rezisztens vonalat kaptunk.

3.2.3. A transzgének vizsgalata az utédnemzedékekben
A pAHC25 plazmid transzformans bar génjének 6roklédését foszfinotricin herbicid

rezisztencia ellendrzésével, a pRT101 plazmiddal bevitt cnx/ antiszenz megnyilvanulasat
az utédgeneraciok NR aktivitasanak meghatarozasaval és klorét teszttel vizsgaltuk.
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3.2.3.1. A transzgénikus novények foszfinotricin rezisztencia vizsgalata

A Ty nemzedék hat fertilis egyedének utddait egy-egy transzgénikus vonalként
(106-3a, 116, 117, 124, 128 és 129) iiveghazban neveltiik tovabb. Az dntermékenyitéssel
eldéllitott T; generacio egyedeit a foszfinotricin rezisztencia 6roklédésének vizsgalata
céljabél foszfinotricin hatéanyagu totalis gyomirtoszerrel (Finale 14 SL) permeteztiik

Az utddok étlag 75 %-4t talaltuk rezisztensnek. Ez arra utal, hogy a bar gén az
utédnemzedékben 3:1 ardnyban hasadt. Ebbdl kovetkezik, hogy a bar gén a mendeli
oroklésmenet szerinti egygénes beépiilésii, és dominans drokldésii.

3.2.3.2. A transzgénikus novények nitratreduktaz aktivitas vizsgdlata

A bar génre transzgénikusnak taldlt hat ndvényegyedbdl inditott vonalak T,
nemzedékét a cnx/ gén antiszenz megnyilvanulasat keresve vizsgéltuk tovabb. A mintak
NRA értékei azt mutattdk, hogy a hat vonal koziil ketts (a 117 és al24) mutat szignifikans
NRA csokkenést. A tobbi vonal esetében a kotranszformécié hatékonysaga lényegesen
alacsonyabb volt. A cnx! antiszenz gén 6roklodését a T, nemzedékben tovabbvizsgilva
mindkét vonal esetében. a NRA magasabb értékeket mutatott a. T; nemzedékhez képest. A
transzgén 4téroklése heterogén, nem minden esetben tdrtént meg.

3.2.3.3. A transzgénikus novények klorat rezisztencia vizsgilata

A cnx] antiszenz transzgén megnyilvanulasat a T, nemzedékben klorat teszitel is
vizsgaltuk. A két T, nemzedékben csdkkent NRA-t mutaté vonal k&ziil a 117 vonal
egyedei kevésbé viselték el a klorat kezelést, nagyobb mértékben mutattdk a toxikus
tiinetegylittes fokozottabb mérgezésre utald jellemzd jegyeit, 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 két transzgénikus vonal T, utédnemzedékében fellelhetbek a crnx! antiszenz
transzgén megnyilvanuldsat a NR csokkent mikodésével jelzd egyedek. A 117 vonal
klorat toxicitasban mutatott heterogenitdsa a transzgén nagyfoku szegregéicidjara utal. A
124 vonal esetében a transzgén hatasa egységesebb és kifejezettebb.

4. UJ KUTATASI EREDMENYEK

e A nitrat és a klorat transzportja egymastol fiiggetlen rendszeren keresztiil torténik

e A klorat kiilonboz6 mechanizmussal hat a nitrat felvételére és redukcidjara. A
nitrt felvételére csak nagy koncentracidban hat, a nitrat redukcié pedig a
klorat/nitrat aranytol fiigg. A klorét a nitratreduktaz kompetitiv inhibitora

e A NRA napi ciklus szerinti valtozas miatt, a mintavételt a napnak ugyanabban az
idészakaban kell végezni. a NRA meghatdrozas reprodukalhatdsaga miatt.
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¢ A nitrat fokozottabb hatast fejt ki a nitrat mentes tapkdzegben nevelt sejtek NR
indukcidjara, mint a nitraton tenyésztettekére.

o Szovettenyésztési tulajdonsagait tekintve a CIMMYT No.45 tavaszi buza CY-45
in vitro vonala jo hatékonysaggal hasznalhatd géntranszformacios kutatasokhoz.

o Az éretlen embrid eredetli szovettenyészetekbdl nagy mértékii sejt szaporodas
indukélhato a sejtek regeneracios képességének megérzése mellett.

e A magas herbicid hatéanyag koncentracié (3-5 mg/l) hosszii id6tartamu
hasznalata (6-8 honap) megbizhaté és jo hatékonysdgii modszer transzgénikus
sejtek in vitro szelekcidjara.

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

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

o A cnxl antiszenz gén hatdsaként csokkent a nitratreduktaz aktivitas szinje a T,
nemzedékben.

* A T, nemzedékben a cnx/ antiszenz gén szegregacidja miatt a nitratreduktaz
aktivitds nem mutatott egységes szignifikanciat.

e A T, nemzedék egyedei koziil tobb nagy foku klorat toleranciat mutatott, ami a
nitratreduktaz alacsony szintjére utal.

5. JAVASLATOK AZ EREDMENYEK
FELHASZNALASARA

o A nitrdt asszimildcidjat szabdlyozd és befolydsold tényezok hatasanak
tanulmanyozéasa és pontos megismerése buzaban megteremti a lehetdségét a NR
mikodését iranyitd gének szenz-antiszenz modositasat célzd  genetikai
transzformacioé paramétereinek pontos tervezéséhez.

e A klorit mérgezés tiineteinek objektiv biralatan alapulo klorat teszt megfeleld
madszer NR aktivitasok kozotti kiilonbségek szemikvantitativ értékelésére.

e Az éretlen embri6 eredetl mikrokalluszok gus, bar és cnxl antiszenz génekkel
végrehajtott génbeldvéses transzformécidjanak sikere megfeleld tudomanyos

alapot és gyakorlati tapasztalatot ad egyéb hasznos gének transzformacidjdhoz
buzaban.
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