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BEVEZETES

Az OTKA palyazat keretében javaslatot tettiink egy olyan j modell rendszer kidolgozasara
¢s felhasznaldsara reologiai kutatdsokban, mellyel buza tartalékfehérjék funkcionalis
tulajdonsagait tudjuk tanulményozni nem buzaliszt alapt hattérben. A modell rendszer alapja
a rizs, melynek géntechnologiai uton valé médositasa biolisztikus modszerrel az egyszikiiek
kozott jelenleg a legkdonnyebben megvalosithatd. Az eddig hasznalt médszerekkel
szemben, véleményiink szerint, ez a modell ujat jelent abban, hogy a buza
tartalékfehérjék tulajdonsagainak, a tészta szerkezetére gyakorolt hatiasanak olyan
elemei is vizsgalhatok, melyekre korabban nem volt lehetéség az endogén buzafehérjék
hatasa miatt. A fehérjék egyes szerkezeti elemeinek a funkcionalis tulajdonsagokra
gyakorolt olyan valtozasait is képesek lehetiink tanulmanyozni, melyek korabban rejtve

maradtak.

1. év
Az els6 év munkdinak célja: A rizsbdl Orolt liszt felhasznaldsaval kenyértészta-jellegi
konzisztenciaval rendelkezd alapanyag eldallitdsa. A transzgénikus novények eldallitdsdnak
elinditésa, rezisztens rizs novények regeneralasa.
Az alabbi munkak elvégzését vallaltuk
e Modell rendszer alapjainak kidolgozasa
- rizsszem Orlés, frakcionalas,
- vizfelvétel tanulmanyozasa,
- viszkozitas valtoztatasa adalékanyagok és kezelések hatasara
e Transzformalas
- rizs transzformalasa 1Dx5 és 1Dy10 HMW génekkel kiilon-kiilon
- transzgenikus novények regeneralasa, jellemzése DNS szinten,

Az els6 évben elvégzett munka sszefoglalésa:

1. A hazai, kereskedelmi forgalomban kaphat6 rizsliszteket vizsgaltunk. Olyan rizsliszteket
vizsgaltunk, melyek Osszetételiiket és fiziko-kémiai tulajdonségaikat tekintve kiilonbozok.
Szarmazasuk szerint a kovetkez0 mintakat vélasztottuk: egy vietnami, egy hosszu szemil
baszmati, egy kunsagi, és egy kinai fajta. Emellett, kisérleti jelleggel, kunsagi ,,A” kategoris
rizsbdl és vietnami dardbol laboratoriumi koriilmények kozott is allitottunk el lisztet,
amelynek a késObbi transzformacios kisérletekbdl szarmazo szemtermés feldolgozédsa soran

lesz jelentdsége. Valamennyi rizsliszt minta esetében a beltartalmi paraméterek koziil



meghataroztuk a mintdk fehérje, zsir, hamu és nedvességtartalmat. A rizs funkcionalitdsanak

alakulasa

szempontjabol a keményitd Osszetétele szintén meghatdrozd lehet. Ezért az

amiloz/amilopektin ardnyt is megmértiik rizsliszt mintdkra. A beltartalmi paraméterek mellett

az egyes lisztek fizikai paraméteri koziil a mintdk szemcseméret eloszlasat és vizfelvevo

képességét is vizsgaltuk. A szemcseméret eloszlast kiilonb6z6 méretli szitdk hasznalataval, a

vizfelvevo képességet tomeg visszaméréses modszerrel hataroztuk meg.

Eddigi eredményeinket az 1. tablazat ¢s az 1. dbra 6sszegzi:

A tablazatban lathato, hogy a rizsliszt mintdk kémiai Osszetétele (nedvesség-, zsir-,
¢s hamu tartalom) nem kiilonbozik szignifikdnsan egymastol. A fehérjetartalomban
kozel 2%-nyi kiilonbsége azonban varhatoan a rizslisztekbodl késziilt tésztak
funkcionalis tulajdonsagok alakulasara is hatassal lesz.

A kiilonbozd rizslisztek szemcseméret eloszlds-profilja és vizkotd képesség
jelentdsen kiilonbozik. Mivel a rizstésztdk kialakuldsa soran ¢és reoldgiai
tulajdonsagaiknal a vizfelvételnek meghatarozé szerepe van, a mindsité modszerek

kidolgozésa sordn a mintaeldkészités modjat is standardizalni kellett.

1. tablazat. A vizsgalat rizslisztek beltartalmi adatai €s fizikai tulajdonséagai

fehérje (%, WA teljes WA>250nm
Minta Nx5,95) nedvesség (%) zsir(%) hamu (%) liszt (%) (%)
A rizs 6,54 14,25 0,49 0,37 71 52,6
vietnami 7,37 14 0,59 0,26 52 55
baszmati 8,1 12,54 0,19 0,31 XX XX
kunsagi 6,52 13 0,26 0,46 66 62
kinai 6,96 13,3 0,09 0,08 76 62,5




Szemcsemeéret eloszlas

50
45
40 B "A' rizs (&rolt)
= 2[5} r H vietnami (Srolt)
iy O kunsagi liszt
g 25 1 O kinai liszt
= 20 1 MW biza liszt
15 1 M Arizs NM
10 4 B vietnami N
i
o ||

0-150 150-250  250-300 200-500 500-600 G00-850 250

szita mérete (um)

1. abra. A vizsgalat rizsliszt mintdk szemcseméret eloszlasa

2. A rizstésztak reoldgiai tulajdonsagainak jellemzésére az irodalomban nagyon kevés mérési
eljaras talalhatdo. Ugyanakkor a kutatdmunka eredeti célkitlizéseinek megvaldsitasa
rutinszertien alkalmazhaté modszer nélkill nem képzelheté el. Ezért a buzalisztek
mindsitésénél szabvanyos modszerként alkalmazott farinografos, ¢és komplex mintak
vizskozitdsanak mérése alkalmas és az utobbi években rohamosan terjedd méréstechnikat a
gyors viszko analizdtoros (RVA) méréstechnikdkat adaptaltuk, alkalmassagukat
tanulmanyoztuk, illetve a kapott eredményeket értelmeztiik.

A munka soran elsOsorban buzamindsitési tapasztalatainkra tdmaszkodva dolgoztuk ki a
morszert a rizslisztek Farinografos vizsgalatara. Az RVA esetében irodalmi referencidk
alapjan adaptaltuk a modszereket, amelynek ismertetésétél most eltekintiink. A modszerek

segitségével elvégeztiik valamennyi vizsgalati rizsliszt minta mindsitését.

A rizs | vietnami | kunsagi | kinai

Eredeti lisztek

Szitalt lisztek (szemcseméret < 250 pum)

2. abra. Rizsliszfek farinogram gorbéi
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3. abra. Rizslisztek viszkozitas gorbéi

3. A kutatds célkitlizésének megvaldsitasa szempontjabol alapvetdé fontossdgi annak a
kérdésnek az eldontése, hogy a vizsgalt funkciondlis tulajdonsagok kialakitasaban a fehérjék
milyen szerepet jatszanak. Az ismeret, hogy amig a buzatészta esetében a jellegzetes fehérje
(sikér) szerkezet meghatarozo, addig a rizstészta tulajdonsagait a keményitd Osszetétele és
szerkezete dontdé modon befolydsolja. Annak a kérdésnek az eldontésére, hogy vajon a
fehérjék befolydsolhatjdk a rizslisztb6l késziilt tészta dagasztasi tulajdonsagait,
kisérleteinkben a vizsgalt rizslisztekhez, fehérjetartalomra szamitott kiilonb6zé mennyiségii
sikérfehérjét adagoltunk in vitro, és vizsgaltuk a dagasztasi és a viszkozitasi jellemzok
valtozésat.

Eredményeinket a 4. 4dbra foglalja 6ssze. Az eredményeket a kovetkez6képpen értelmeztiik.
A farinografos vizsgalatokkal jellemezhetd fizikai-kémiai tulajdonsdgok, a dagasztasi
jellemzdk viszonylag €rzékenyen valtoznak az adagolas hatdsara. Meglepd mddon a valtozas
irdanya minden esetben, az eredeti tulajdonsagtol fiiggetleniil azonos: a tésztdk stabilitdsa
csokken, ellagyuldsa né az adagolassal. Ez nagy valoszinliséggel a fehérjék tulajdonséagaira,
vagy arra 1s visszavezethetd jelenség, amelynek értelmezése meghatiroz6 az in vivo
fehérjebeépités lehetséges funkcionalis hatasainak eldrejelzése, majd a késObbiekben
szabalyozasa szempontjabol. Véleményiink szerint a legfontosabb kérés az, hogy a
rizsfehérjék mekkora szerepet jatszanak a dagasztasi paraméterek alakitdsaban, illetve milyen
kolcsonhatasok johetnek 1étre a rizsfehérjék és a buza tartalékfehérjék kozott. Ennek indirekt
uton torténd tanulmanyozasa c€ljabol ismert tulajdonsagt (MvSuba, Martonvasar) buzabol
késziilt lisztek tartalékfehérjéinek frakcionaldsat és ezeknek a tisztitott frakcioknak az

adagolasat végeztiik el.
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4. abra. Rizslisztekbdl késziilt tészta farinogramjainak valtozasa buzasikér adagolasakor

A farinografos vizsgalatokkal ellentétben a viszkozitas vizsgélata soran viszont a buzafehérje

adagolas egyik esetben sem okozott szignifikans valtozast a gobék lefutasaban (5. abra).
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5. abra. Rizslisztekbdl késziilt tészta viszkozitas gorbéinek valtozasa buzasikér adagolasakor




Ez alapvetéen azzal magyardzhatd, hogy a viszkozitds valtozasa leginkabb a keményitd
tulajdonsagtol fiigg. Ugyanakkor komplex értelmezést kivan az a tény, hogy mindkét
moddszerrel meg tudjuk kiilonboztetni az egyes rizsliszteket, tehdt a funkciondlis
tulajdonsagok alakitasdban mindkét fokomponens valamilyen szerepet betdlt. Ezen funkcidok
feltarasa és a kolcsonhatasok vizsgalata vezethet a komplex rendszer viselkedésének legalabb

részleges megértéséhez.

II., Transzformalas

A transzformdcidhoz hasznalt rizsnovénybdl érett magokat steril lombikban, 70%-os
etanollal, majd 50%-os haztartdsi hipoval 20 percig sterilizaltunk. A rézatds utan a
rizsszemeket, steril desztillalt vizben 5-6 alkalommal mostuk. A sterilizalds utdn a magokat
steril koriilmények kozott N6 kallusz indukalo taptalajra helyeztiik. Az embridkat 7-9 napig
25 °C-on gyengébb megvilagitds mellett (10-30 pE-2s-1) tartottuk. A transzformdaciot
megel6z6 napon, a kifejlodott kalluszokat az endospermiumrdl levalasztottuk, majd sotétben
N6CO taptalajon inkubaltuk. A kalluszokat 24 o6ran beliil biolisztikus moddszerrel
transzformaltuk.

A transzformalast magat a Jenes €s mitsai. altal kidolgozott mddszer szerint végeztik el. A
biolisztikus transzformacidhoz a hazai fejlesztésti, szabadalmaztatott GENEBOOSTERTM—t
hasznaltuk (ELAK Bt, Budapest, MBK, G6doll6). A 50 mg 0,6 pm 4tmérdjii aranyszemcséket
elézetesen 1 ml abszolut etanolban 3 percig intenziven razattuk majd centrifugéltuk (5 perc,
10000g). Az alkoholt elontottiik, az aranyszemcséket desztillalt vizben 3x mostuk, majd 50%
glicerin oldatba keverve taroltuk. A transzformécidohoz 1 pg/ul DNS molekuldkat 0,1 mM-os
aranyrészecskékhez kotottiik. Az igy elkészitett aranyszemcsékkel minden célszovetre, 1100

psi nyomassal, vakuum alatt a fékezd racstdl 9 cm tavolsagra két 16vést adtunk le.

A buza tartalekfehérjék koziil az 1Dx5 és az 1Dy10 HMW glutenin fehérjék génjeit
hasznaltuk, mint transzgént, kiilon-kiilon. A gének promotere bliza eredetli, endospermium
specifikus promoter. A terminator szekvencia is buzabdl szarmazik. Az éltalunk alkalmazott
szelekcids markergén a /pt, mely higromicinnel szembeni rezisztenciat biztosit. A szelekcids
gén promotere a kukoricabdl szarmazo, ubiquitin promoéter. A transzformalashoz felhasznalt

konstrukci6 sematikus rajzat a 6. dbra mutatja.
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6. abra. A transzformalashoz felhasznalt konstrukcid

Elsé kisérletben 1250 embriobol indukaltunk elé kalluszt. A valogatas utan 1120 kalluszt
megléttiink Dx5 HMW glutenin fehérje gént tartalmazo transzformacios kazettaval.

A transzforméci6 utan a kalluszokat négy-6t napig sotétben tartottuk, majd az integralodott
gént tartalmazo kalluszok kivalasztdsara hygromycin tartalmi N6SEh taptalajra helyeztiik. A
kalluszokat szelekcios taptalajon 3-4 hétig erdteljesebb megvilagitds mellett (45-55 pE-2s-1)
25 °C-on tartottuk. Rendszerint a harmadik/negyedik héten a kalluszok feliiletén megjelend
kallusz kezdeményeket levalasztottuk ¢€s friss szelekcids taptalajon egy-két hétig ndvesztettiik.
A kovetkezd 1épésben a szelektalt kalluszokbol hajtas- és gyokér regeneraciot indukaltunk. A
kalluszokat MS (Murashige ¢és Skoog, 1962) 2 mg/l BAP és 1 mg/l NAA hormont tartalmaz6
regenerald taptalajra helyeztiink. A hajtassal rendelkezé novényeket MS hormonmentes
taptalajon gyokereztettiik. A teljesen regeneralodott rizsndvények tiveghazban nevelkedtek.

A regeneralas soran 10 novényt kaptunk. A szelekcios merkergén jelenlétének kimutatasat a

transzformalt rizs névényekben DNS oldalrol, PCR modszerrel végeztiik.

PCR reakcio
A Dbejuttatott gének integracidjanak bizonyitasara elsé 1épéseként a feltételezetten

transzgenikus novények leveleibdl DNS-t izolaltunk. AGS (Aqua Genomic Solution, product
No.: 1011, Lot: 03052006 ) kit felhaszndlasaval 25 mg levélmintat folyékony nitrogénben
kvarchomokkal dorzsoltiink. Az elroncsolt levélszovetet 250 pl  AGS oldatban
homogenizaltuk. Az oldathoz 30 pl i-propanolt adtunk, majd 60oC-on 15 percig razattuk,
végiil centrifugaltuk (4 perc, 12000 g). A DNS-t a feliiluszobol azonos térfogatt i-propanollal
kicsaptuk, majd az oldatot centrifugaltuk (2 perc, 12000g). A csapadékot 1 ml 70%-os
etanollal haromszor mostuk, majd ismét centrifugaltuk (12000g). A DNS molekulédkat 370Cos
termosztatban szaritottuk, majd 50 pl 10 mM Trisz —ben (pH 8.0) 370C-on oldatba vittiik. A
A transzformalt gének beépiilését PCR reakcidval bizonyitottuk. A PCR reakcidkhoz a
BioRad iCycler Thermal Cycler tipust késziilekét hasznaltuk. A reakciot 10 pl végtérfogatban



20 mg DNS-sel, 1 ul PCR pufferrel (Dynezyme), 2 x 1ul primerrel, 0,2 pul dNTP-vel, 0,2 ul,
enzimmel (Dynezyme) és 5,6 pl MilliQ-val végeztiik.

2. tablazat. PCR reakcioban hasznalt primerek szekvenciaja

RIZS PROLAMIN PRIMEREK

Rp6F 5-CATCGGCTTAGGTGTAG-3’

Rp6R 5-ATTGTTGTTGGATTCTACTAC-3’
BUZA GLU1 DX5 PRIMEREK

Prim51 5’-GCC TAG CAA CCT TCA CAATC-3’
Prim52 5’-GAA ACC TGC TGC GGA CAAG-3’
SZELEKCIOS HTP PRIMEREK

htp-F 5-CAGAAGAAGATGTTGGCGAC-3
htp-R 5-TTATCGGCACTTTGCATCGG-3’

Az izolalt névényi DNS-re harom kiilonb6z6 PCR reakcidt végeztink. A rizs prolamin
génnek, a HMW Dx5 glutenin fehérje gén és a hip szelekcios gének kimutatasahoz a génre
specifikus primereket hasznaltunk (2. tdblazat). A reakciok soran alkalmazott koriilményeket

a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat. PCR reakci6 koriilményei

KAPCSOLASI |KAPCSOLASI| ELONGACIOS | ELONGACIOS
GEN PRIMER HOM. IDO IDO IDO
Rizs Rp6FRp6R 550C 20 sec 720C 30 sec
prolamin
Buza Glu1 prim51-52 58 oC 25 sec 720C 30 sec
Dx5
Szelekcidés |HtpF-HtpR 550C 20 sec 720C 30 sec
Htp

A PCR reakcié utan a termékeket 1,5 %-os agardéz gélen futattuk, majd a DNS termékeket

etidium-bromiddal megfestve UV fényben analizaltuk.

A PCR vizsgélatok eredménye alapjan eddig 8 higromicin rezisztens ndvényt talaltunk,
melyek tovabbi nevelése magfogasig ndvényhazban tortént. Kovetkezd kisérletben 980
embriobdl allitottunk eld kalluszt, melybdl valogatds utdn 870-et transzformaltunk Dy10
HMW glutenin fehérje gént tartalmazo transzformacids kazettaval. A ndvényeket szelekcid

utan regeneraltuk (7. abra).



7. abra. (A) kalluszok szelekcioja (B) regeneralt transzgenikus névények

2. év

Az olyan kutatasi teriileteken, mint a gabonafajtdk nemesitési folyamatainak kezdeti
szakaszaban torténd vizsgalatok, a genetikai modositas lehetdségeinek tanulmanyozasa vagy
a valtozasok molekularis szinten torténd magyarazatahoz sziikséges vizsgalatok esetében a
minta rendszerint korlatozott mennyiségben all rendelkezésre. A hagyomanyos buzaliszt
alkalmazésa lehetdvé tette, hogy néhany grammnyi liszt mindségi paramétereit, illetve a
mindségi paramétereknek néhdny mg tisztitott fehérjekomponens adagolasa hatasara
bekovetkezett valtozasait kovetni tudjuk.

A mikro miiszerek fejlesztése ¢és az eredmények automatikus regisztralasa jobb
reprodukalhatdsadgot és objektivebb értékelést tett lehetdvé. Az ilyen méretli miiszerekkel
olyan kisérleteket lehetett elvégezni, melyek kordbbi technologidikkal nem voltak
megvalosithatok. A mikro vizsgalatokra alkalmas miszerek egyik tagja a mikro-valorigraf
(mikro z-arm mixer). A mikro z-arm mixer alland6 fordulatszamon, a tengelyen ébredé erdvel

aranyos ¢és a motor teljesitményében bekovetkezd dramerdsség-valtozast méri.

A Mikro-valorigrafos méréstechnika alkalmazasa rizslisztre

Az els6 évben elvégzett Farinografos kisérletek vizsgalatok kedvezd eredményei utan a
rizslisztek  reologiai  tulajdonsadgainak  részletesebb  megismeréséhez, a  lisztek
Osszehasonlitdsdhoz a buzaliszt mindsités hagyomanyos mikro-mddszerek koziil a

Farinograffal analog elvli mikro z-arm mixert hasznaltuk. Erre azért volt sziikség, mert a
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késObbiekben a rizs genetikai transzformacioja utdn kapott szemtermés mennyisége limitalt,
igy az in vitro és in vivo kisérletek soran kapott eredményeket 6ssze tudtuk hasonlitani.

A munka sordn 11 fajtaazonos lisztet vizsgaltunk meg. Ebbdl 5 nemesitett magyarfajta,
melyet Simonné, Dr. Kis Ibolya bocsatott rendelkezésiinkre, valamit 6 ausztral, melyet a
CSIRO Plant Industry nemesit6itdl kaptunk. A rizsmagokat eldszor laboratériumi malmom
(METEFEM, Budapest) megdroltiik, majd 250 pm atméréjii szitan megszitaltuk.

A rizslisztek dagasztasi gorbéjét egy standard buzatészta gorbéjéhez viszonyitva a
farinografos kisérletekben is tapasztalt hossza hidratacidos folyamat jellemezte. Amint az
irodalmi adatokbdl ismert buzaliszt esetében is, ez a hidrataciés folyamat a gorbe korai
szakaszanal tapasztalt nagyobb mértékil ,,zaj” formajaban mutatkozik. A kiilonb6z6 szinti
hidrataciés hatteri ,,zaj” miatt egy un. ,hidratdcios” (Hyd) paramétert vezettink be a
rizslisztekre, amely a tészta-kialakulas el6tt a hidratacidhoz sziikséges 1d6t jelenti.

A vizsgélt fajtak dagasztasi paramétereit a 4. tablazat foglalja 6ssze. A mért dagasztasi idok
sz€les intervallumban valtoztak (463-1086 sec). A fajtadk tobb mint 25%-nal a mért DDT
értékek meghaladtdk a 1000 sec-t, ¢s minddsszesen 2 fajta volt jellemezhetd 700s alatti
dagasztdsi idovel. A dagasztassal szembeni ellenallds értekei (PR) 339 és 633 kozott nagy

variabilitast mutattak.

4. tablazat. Rizslisztek z-arm mixeren mért dagasztasi paraméterei

DDT (SEC) PR (VU) HYD (SEC)

BIORYZA-6 1026 455 520
M-60 699 339 405
DAMA 1077 383 330
JANKA 893 420 200
SANDORA 881 466 220
BROWN 846 525 402
KYEEMA 753 587 530
LANGI 789 502 365
DOONGARA 862 633 250
REIZIQ 1086 496 250
ILLADONG 463 587 245

A tablazatbol lathato, hogy a kiilonbozd rizslisztek hidratacios ideje 200 sec és 530 sec kozott
valtozott. A hidratidcidhoz sziikséges id6 a mintdk 45%-ban 250 sec vagy ennél kisebb érték
volt. A vizsgalt fajtdk alapjan a magyar nemesitett fajtdk hosszabb hidratacios iddvel,
alacsonyabb PR értékkel, és hosszabb dagasztasi idével rendelkeztek, mint az ausztral fajtak.
A magyar rizslisztek viselkedése a dagasztis folyaman hasonlé az irodalomban is leirt
rizslisztekkel. Az ausztrdl rizsfajtdk esetében a DDT illetve a Hyd értékek atlagosan

alacsonyabbak voltak, mig a dagasztissal szembeni ellendllas értéke nagyobb volt. Az
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ausztral rizslisztek dagasztidsa soran felvett gorbéi jellegiikben hasonitottak a buzaliszt
dagasztasi gorbéjéhez. Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a mikro z-arm mixer
alkalmas a kiilonb6z6 rizsfajtadknak a reologiai tulajdonsaguk alapjan torténd csoportositasra.
A rizslisztek dagasztasi gorbéiben megjelend kiilonbségekbdl azonban még nem tudtunk
kozvetlen kovetkeztetni a fehérjék Osszetételére, a fehérjéknek a reologiai tulajdonsagok
meghatarozasaban jatszott szerepére. A korabbi farinografos addicios kisérletek eredményei
azt mutattak, hogy a fehérjéknek fontos szerepe van, illetve lehet a rizstészta funkcionalis
tulajdonédgainak kialakitasdban. Ennek igazolasara a rizsliszt fehérjék részletes jellemzésére

volt sziikség.

2. A rizsfehérje polimerek vizsgalata poliakrilamid gélelektroforézissel és HPLC-vel

A rizslisztek fehérjéinek kinyerésére Furukawa és mtsai. [2003] modszerét alkalmaztuk. A
vizsgalat rizslisztek fehérjéit 50 mg lisztbdl nyertiik ki 1,5 mL 2% SDS —t (natriumdodecyl
szulfat) tartalmaz6 Trisz-HCL pufferrel (pH=8.0) 30 percig 60°C-os vizflirdon inkubalva.
Ezutan a szuszpenziot centrifugaltuk (30 perc, 10000g). A tovabbi kisérletekben a feliiliszot
hasznaltuk.

A rizsliszt fehérjefrakcidinak izolaldsara alkalmas koriilményeket teremtve, azaz a
diszulfidkotések (merkaptoetanol), illetve a madasodlagos kotések (SDS) megbontasaval a
rizsfehérje alegységek jellemzésére alkalmas preparatumokat is eléallitottuk. Ez esetben az
extrakcio soran hasznalt extrahaldszerhez 5% 2-ME-t adtunk, majd a tovabbiakban a fent leirt

modon jartunk el.

I P e o e

- ke Ty

b

T

M swmamces SESNS -
- -

o — R -

8. abra. Rizsfehérjék SDS gélelektroforézise redukaloszer nélkiil (A), és redukéloszerrel (B)

M: molekulasily standard, 1-11 rizslisztek: Biorysa”, “Dama”, “Janka”, “M-60",
“Sandora”, “Dongara”, “Illadong”, “Brown”, “Langi”, “Klyeema”, és “Reiziq”.
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A rizs polimer fehérjéi a polimerizalodni képes globulin fehérjékbdl felépiilé glutelinek,
melyek 47 kDa-nal nagyobb molekulatomegliek. A 8/A é4bra felsd és kozépso részén lathatod
fehérjesavok a 120 kDa-t is meghaladd glutelin polimereket, a legalsd tartomanyban a
globulin oligomereket mutatja. A redukéloszer nélkiil extrahalt fehérjék kozott a 47 kDa —nal
nagyobb molekulaméretli rizsfehérjék a legtobb esetben eltiinnek a redukaloszer (B-ME)
hozzdadasa utan. A fehérjék redukcidja utdn a 47 kDa-nal kisebb molekulaméretti fehérjék
jelzik, hogy ezek a rizsfehérje polipeptidek eredetileg diszulfid hidakkal stabilizalt polimer
formaban vannak jelen a lisztben. Az 8/B abran feltiintetett nyilak koziil a legalso a legkisebb
molekulatomeggel (13-16 kDa) rendelkezd prolaminokat, az azt kovetd a 22-23 kDa
nagysagu glutelin alegységeket jelzi, a legfels6 nyil a 37-39 kDa nagysagl, ugyancsak
glutelin alegységeket mutatja.

Tartalékfehérjék SE-HPLC vizsgalata

A fajtaazonos rizslisztek teljes fehérje osszetételét SE-HPLC-vel vizsgaltuk. Meghataroztuk a
teljes fehérje extraktum relativ glutelin, globulin, prolamin €s albumin tartalmat. A kisérletek
kezdetén a szakirodalomban a rizslisztek ilyen jellemzésérdl nem volt adat. A munka soran
jelent meg Van der Borgh és mtsai.-nak [2006] publikacidja, amelynek célkitlizései és az
elvégzett kisérletek metodikai megoldéasai atfedésben voltak az altalunk végzett kisérletekkel.
A megjelent irodalom segitségiinkre volt az eredmények értékelésében.

A rizsfehérjék molekulaméret eloszlasanak vizsgalatara az addigi irodalmi ismeretek alapjan a
buzafehérjékre kidolgozott SE-HPLC modszert alkalmaztuk. A HPLC analizishez a rizsliszt-
illetve tészta- mintakbol haromféle kinyerést végeztiink. A kétlépéses extrakcid soran eldszor
10 mg liszthez 1 ml pH 6.9-es foszfat-puffert adtunk, majd az oldatot 30 percig razattuk,
végiil centrifugaltuk (10 perc, 12000g). A feliiliszot 45 pm atmérdja sziirén szlirtiik. Az igy
kinyert fehérje oldatot ’oldhatd’ frakcionak neveztiik el. A centrifugalds utan visszamaradt
csapadékot 1 ml pufferben 30 masodpercig 50%-0s amplitidoval, szobahdémérsékleten
szonikaltuk, majd a fehérjeoldatot centrifugaltuk (10 perc, 12000g) és sziirtiik. Ezt a
fehérjeoldatot ’oldhatatlan’ frakcidknak hivtuk. A teljes fehérjét egy lépésben, 10 mg
mintabol 1 ml pufferrel 50%o0s amplitidoval 45 masodpercig tartd szonikalssal nyertiik ki,
melyet a fent leirtak szerint centrifugalds, és sziirés kovetett. Az igy kinyert fehérjéket
Alliance, Waters 2695 tipustt HPLC késziiléken méretkizarasos HPLC (Phenomenex BioSep-
SEC-S4000, 300 x 7, 80 mm, 5 micron clone) oszlopon elvalasztottuk. A mintakat acetonitril,

desztillalt viz és TFA (50:50:01) keverékében elualtuk. Az analizis ideje 10 perc volt.
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A fehérje extraktumok ,,o0ldhat6”, illetve - egy szonikalasi Iépést kovetden nyert -
,oldhatatlan” frakcidinak kromatogramjan megjelené négy csucsot a 7. dbra mutatja be.
Feltételezéseink szerint ezek a frakciok az o és P glutelin alegység-fehérjék kiilonb6zo
mértékben oligomerizalodott termékei, vagyis trimer- dimer- ¢és monomer fehérjék,
amelyekben a 151 kDa, illetve 105 kDa molekulasuly monomerek inter-molekuléris
diszulfidhidak révén kapcsolodnak 6ssze. Az utols6 (negyedik) frakcid kisebb polipeptidek,

albuminok, monomer globulinok és prolaminok keveréke.
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9. abra. Rizslisztek SE-HPLC kromatogramja: (A) ,,0ldhat6” és (B) ,,oldhatatlan” frakciok
(C) az SE-HPLC frakciok redukalt/alkilalt fehérjéinek SDS-PAGE elektroforézissel
I frakeié: -o-f glutelin trimer, II frakcio: -o-p glutelin dimer, III frakcio: -o-3 glutelin
monomer —IV frakcio: monomerek T: teljes fehérje, M: molekulastandard

A redukalt/alkilezett HPLC frakciok jellemzése az eredeti elképzelések mellett tovabbi
részleteket tart fel a fehérjék Osszetételérdl illetve szerkezetérdl. Az elsé frakciot két, egy
gyorsabban és egy lassabban elvalo rész-frakcioként gytijtottiik ossze (If illetve Is). Ezen
frakcioknak az elektroforetikus képe azt mutatta, hogy az o és B glutelin alegységek két
régidja kozott megjelenik egy extra sav. Ez a fehérje nem lathaté azon az elektroforetikus
képen, melyen a mintdkat nem redukalt korilmények kozott futtattuk. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy ezek a fehérjék feltehetden a glutenin polimerek komponensei. Az
elektroforézis eredményébdl az is lathatd, hogy a kisebb fehérjék mar a III frakcid

monomerjeivel, az a €s B glutelin alegységekkel egyiitt kezdtek levalni.
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A kapott eredmények mennyiségi értékelése szamos, a buza- ¢és rizsfehérje komponensek
kozotti kolesonhatasok eltérd mértékére és természetére utald kovetkeztetés levonasara adnak
alkalmat. A minta-elokészités soran alkalmazott kétlépéses extrakcid miatti megoszlas az
,,oldhatd” és ,,oldhatatlan” frakcié kozott eltéré az irodalombol ismert buza és az altalunk
vizsgalt rizs esetében. Mig valamennyi monomer buzafehérje (albumin/globulin frakcié és
gliadinok) szonikalds nélkiil is kinyerhetd, addig a rizsfehérje monomerek koriilbeliil
egyharmada nem nyerhetd ki szonikalas nélkiil. Ezek a kiilonbségek feltehetden inkabb a
fehérje-fehérje kolcsonhatdsokbdl szarmaznak, nem pedig az egyes fehérje molekulak
szerkezeti kiilonbségébol. Ezeknek a kolcsonhatasoknak a jellemzésére a mintak oldhatdsagi
szazalékat, illetve az oldhatatlan polimer fehérjék szazalékos mennyiségeinek (UPP%)
értékeit alkalmaztuk.

Az oldhatosagi % értékét az egyes SE-HPLC frakciok mennyiségi aranyat kifejezd
paraméterként definialtuk.

A teljes gorbe alatti teriiletek és fehérjefrakciok szamitott relativ mennyiségére statisztikai
modszerrel varianciaanalizist végeztiink. A lisztek oldhatdségi%-ara és az UPP% értékekre
elvégzett statisztikai elemzés alapjan a két paraméter kozott szignifikans negativ korrelacio all
fenn (r =-0.788, n-1, p=0,05). Ez azt jelenti, hogy a nagy mennyiségli oldhatatlan polimereket
tartalmazd mintakban az oldhatésagot a monomer fehérjék negativan befolyasoljak. A kisebb
oldhatésag annak a jele, hogy a nagy polimer fehérjék a monomer fehérjékkel konnyebben
kdlcsonhatasba 1éphetnek.

A rizslisztek SE-HPLC vizsgalata soran kapott UPP% értéke alapjan rokonsagi kapcsolatot
tudtunk felallitani a fajtak kozott. A dendogram szerint a fajtak két nagy csoportra oszthatok,
de a ,,Sandora” rizsliszt ebben a paraméterben szignifikansan kiilonbséget mutat a tobbi
fajtdhoz képest. A rizslisztek a fehérjefrakciok relativ mennyisége alapjan is csoportosithatok

(10. &bra).
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10. abra. Cluster analizis: Rizslisztek kapcsolata az SE-HPLC fehérjefrakciok alapjan.
(A) ’oldhato’ frakcidk; (B) *oldhatatlan’ frakciok; (C)’ teljes fehérje frakciok

A rizsfehérjék analitikai és funkciondlis jellemzése utan a tartalékfehérje mennyiségi
paraméterei €s a tésztak dagasztasi paraméterei kozott fennalld dsszefiiggéseket vizsgaltuk. A
fehérjék szerepét a rizstészta dagasztasi paramétereinek kialakitdsaban a rizsfehérje frakciok
relativ mennyisége €és a mikro z-arm mixerrel mért dagasztdsi paraméterek kozotti
kapcsolattal bizonyitottuk. A tartalékfehérje frakciok abszolut és relativ mennyiségére,
valamint a tésztak reoldgiai paramétereire statisztikai elemzést végeztiink (5. tdblazat).

5. tablazat. Korrelaci6 a fehérje frakciok relativ mennyisége és a dagasztasi
paraméterek kozott. *<0.1, **<0.05 és ***<0.01 szignifikancia szint

/B a/p a/p MONOMEREK ~ TELJES
GLUTELIN GLUTELIN GLUTELIN TERULET
timer (%) _dimer (%) monomer (%) (%) (%)
oldhato
PR 0,68%** 0,55%* 0,77% 068** 0,82%
DDT -0,42 -0,35 -0,6 -0.45 0,00
HYD 0,05 -0,21 0,3 0,11 0,13
oldhatatlan
PR -0,01 0,39 0,49 0,61%** 0,57%**
DDT 0,65%** 0,09 -0,02 0,00 0,28
HYD 0,24 0,05 0,42 0,15 0,36
teljes
PR 0,36 0,49 0,70** 068** 081*
DDT 0,27 -0,13 -0,37 -0,3 -0,27
HYD 0,21 -0,09 0,39 0,13 0,25
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A vizsgélt oldhatdo ¢€s oldhatatlan rizsfehérje extraktum teljes mennyisége szignifikans
korrelaciot mutatott a dagasztasi idOvel. A korrelacios vizsgalatok eredményeibdl arra
kovetkeztettiink, hogy a nagy polimerek mennyisége szamottevden befolyasolja a tésztak
dagasztasi idejét. Szignifikans korrelacio volt a lisztek DDT értéke és a glutelin trimerek
frakciojanak mennyisége kozott a teljes fehérje extraktumban. Ez azt jelenti, hogy a nagyobb
mennyiségli, illetve nagyobb méretli polimer molekuldk jelenléte megnoveli a tészta
dagasztasdhoz sziikséges 1dot.

A buzaliszt kisérletekbdl ismert, hogy az optimalis dagasztassal szembeni ellenallasdhoz
sziikséges viz mennyiségét a fehérje és pentozén tartalom, valamint a keményitOsériilés
befolyasolja a legnagyobb mértékben. A rizsliszt esetében nem taldltunk kapcsolatot a
hidrataciés (Hyd) paraméter és az teljes fehérje mennyiség értéke kozott, amibdl arra
kovetkeztettiink, hogy a rizs esetében a fehérjék a hidratacidés folyamatokban és a viz
abszorpcidban az egyéb komponensek mellett kisebb szerepet jatszanak.

A korrelacios vizsgalatok pozitiv kapcsolatot mutattak a DDT és fehérjefrakciok UPP% étéke
kozott, mig a korrelacid negativ volt a dagasztasi id6 és az oldhatosagi % értékei kozott. Azok
a mintdk tehat, melyek UPP%-a magas volt nagyobb dagasztisi idével rendelkeztek.
Osszefoglalva megallapitottuk, hogy a mikro z-arm mixerrel végzett dagasztasi kisérletek és
az SE-HPLC eredmények igazoltdk, hogy a buzatésztdhoz hasonldan a rizstészta reoldgiai

paramétereit a fehérje dsszetétele is befolyasolja.

Redukcid/oxidacio paramétereinek optimalizalasa rizsfehérjékre
A buza glutenin alegységek hatasat a rizstészta funkcionalis tulajdonsagaira az alegységek

polimerbe torténd beépitésével vizsgaltuk. Az alegységek beépitéséhez egy, a rizsre
specifikus modszert dolgoztunk ki, amely a fehérjék diszulfidkotéseit megbontd, majd a
koteéseket felépitd redukcios/oxidacios folyamat optimalizaldsanak Békés és mtsai. [1994]
altal buzara kidolgozott mddszerén alapul. Az optimalis paraméterek meghatarozasahoz a
modszer gyors kidolgozhatosaga érdekében az ’llladong’ fajtaazonos rizslisztet valasztottunk,
melynek dagasztasi ideje a mikro z-arm mixerben végzett kisérletek soran rovid volt. A
korabbi buzara elvégzett kutatasokbol kidertil, hogy a redukaloszert a tészta kialakuldsa elott
kell a liszttel 6sszekeverni. Kisérleteinkben az adagolds pillanatatdl kezdve 30, illetve 45
masodpercig regisztraltuk a gorbét. A rizslisztekre jellemzd lass hidratacios folyamat miatt
az optimalis iddsziikségletet 45 masodpercben allapitottuk meg. A redukaldszerként DTT- t

alkalmaztunk. A DTT koncentraciot ugy hataroztuk meg, hogy a tészta fehérjéinek redukcigja
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csak részleges, késObb visszafordithatd legyen, azaz a tészta a redukcid utdn tovabbra is
megtartsa tésztajellegét.

A fehérjék részleges redukciojahoz sziikséges DTT koncentraciot 2 mg/ml, 10 mg/ml, 20
mg/ml ¢és 30 mg/ml oldatotok felhaszndldsaval allapitottuk meg. A redukaloszer
szignifikansan befolyasolta a tészta erdsséget. A kezelt tészta dagasztasi ideje a kontroll tészta
dagasztési idejének 70%-46%-aval csokkent. A dagasztdssal szembeni ellenallas és a tészta
stabilitas értékei az alkalmazott redukaldoszer mennyiségétdl fiiggéen csokkentek, atlagosan
621-519 VU illetve 24-4 sec kozott valtoztak. A tésztaellagyulas értéke a redukaldszerrel
kezelt tésztaknal novekedett. A fehérjék részleges redukciojdhoz a vizsgalt koncentraciok
kozil a 2 mg/ml DTT oldatot talaltuk optimalisnak. A magasabb koncentracioban alkalmazott
redukéloszer a polimer teljes megbontasat eredményezheti, megsziintetve ezzel a reoldgiai
tulajdonsagok szempontjabdl esetleg fontos mdsodlagos kolcsonhatdsokat, amelyek a re-
oxidacié alkalméaval nem vagy csak részlegesen alakulnidnak vissza. A 20 mg/ml felett
alkalmazott redukaloszer esetében nem tapasztaltunk szignifikdns valtozast a tészta
funkcionalis tulajdonsagaiban.

A liszthez adagolt DTT oldat térfogatat ugy hataroztuk meg, hogy 450 pl és az 1 ml 2 mg/ml
oldatot kevertiink ahhoz a vizmennyiséghez, mely a dagasztissal szembeni ellenallas
alkalmaztunk a polimert fehérjék redukcidjara szignifikdns valtozast figyeltiink meg a

dagasztasi paraméterekben

B kool B kontroll
300 0niro 600 - B2 mgmL K103
B2 mginl DIT B 5 mgmL K103

250 500 A

200 400 1

DDT (sec)
P
o
=
DDT (sec)
o
=
=

100 +

o3

>

=3
1

50 -

—_

=

=1
1

2 perc 4 perc 6 perc 2 perc 4 perc 6 perc

11. abra. A kiilonb6z0 reakcid6iddk dsszefliggései a dagasztasi idével és az oxidacio idejének
Osszefiiggése a dagasztasi idovel

A reakciohoz sziikséges 1d6 optimalizalasdhoz a tésztat 2, 4 és 6 percig pihentettiik.
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A dagasztasi 1d6 2 perces reakcid id6 utan is mintegy 38%-kal csokkent, de a hosszabb
reakcio 1d6 45%-o0s csokkenést is eredményezett a dagasztasi id6 értékében. A 4 és a 6 perc
redukciéo utdni az egyes paraméterek nem mutattak szignifikdns valtozast a reoldgiai
paraméterekben. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a 4 perc reakcidido elegendd a fehérjek
diszulfidkotéseinek részleges megbontasahoz. A fehérjék redukcidja utan a diszulfidkotések
ujboli kialakitasahoz sziikséges paramétereket hataroztuk meg ugy, hogy a kezelt (redukalt,
majd re-oxidalt) tészta dagasztdsi paraméterei minél jobban megkozelitse a kezeletlen minta
oldatok hozzdadasaval allapitottuk meg. A KIO3 hatasara az eldzetesen redukalt rizstészta
erdsodott, a PR és DDT értéke nétt. Az Smg/ml KIO3 hatdséra a tészta dagasztasi paraméterei
(DDT, PR) kozelebb alltak a kontroll tészta¢hoz (9. dbra). Az oxidacid hatdsara a tészta
dagasztdsi gorbéje ardnyaiban megegyezett a kezeletlen tészta gorbéjével. Az oxidaloszer
optimalis térfogatat 250 pl-ben allapitottuk meg. Az oxidacid hatdsat a tészta dagasztasi
paramétereire harom iddintervallumban tanulméanyoztuk. A kétféle koncentracioju
oxidaloszer és a harom oxidacio idejének hatasat a tészta dagasztasi idejére a 11. dbra mutatja
be.

Az oxidacid idejének megallapitasahoz kiilonbozd ideig pihentettiik a tésztdkat. A 2 és 4
perces oxidacios 1d6 utan bekovetkezett valtozasok nem érték el a kontroll tészta dagasztési
paramétereinek értékét. Az 5 mg/ml KIO3 hatasara a dagasztasi id6 2 és 4 perces oxidacio
utan is a kezeletlen tészta DDT értékének csak 88% illetve 93%-a. A tésztafehérjék redukalt
diszulfidhidjainak 6 percig tarté oxidacidja utdn a dagasztdssal szembeni ellenallas és a
dagasztadsi 1d0 értéke kozel azonos volt a kontroll tésztaéval. Ezért a fehérjék
diszulfidkotéseinek jboli kialakitasdhoz a 6 perces oxidacios 1dot alkalmaztuk.

A rizstészta fehérjeire optimalizalt redukcios/oxidacids folyamat paramétereit 6sszefoglaldan

A 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat. Redukci6 és oxidacio folyamatanak paraméterei a rizslisztre

KEVERES-1 45 sec
REDUKALOSZER MENNYISEGE |2 mg/ml DT
REDUKCIO IDE 4 perc
KEVERES-2 30 sec
OXIDALOSZER MENNYISEGE |5 mg/ml KIO:
OXIDACIO IDEJE 6 perc
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A redukcido/oxidacio hatasa a rizs tartalékfehérjék osszetételére

A fehérjék redukcidja és oxidacidja hatasara megvaltozott tartalékfehérje Osszetételt SE-

HPLC-vel vizsgaltuk. A kezelés utdn a dagasztdsi gorbén, illetve a fehérje extraktumok

kromatogramjan bekovetkezett valtozasokat a 12. dbra szemlélteti.

Az abran lathatdé, hogy a dagasztidsi paraméterek értékei és a dagasztasi gorbe jellege

szignifikansan valtozik a redukci6 hatasara, amely az oxidacidt kovetden az eredeti formajara

visszahozhat6. A dagasztasi gorbékkel parhuzamosan az oldhat6 és oldhatatlan extraktumok

fehérjefrakcidinak mennyiségi aranyai is szamottevéen valtoznak.
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12. abra. A redukcio és oxidacié hatdsa dagasztasi tulajdonsadgokra és fehérje 0sszetételre.
(A) mikro z-arm mixer, (B) SE-HPLC profilja

A redukaloszer az oldhat6 fehérjék extraktumaban megndvelte a glutelin monomerek (frakcio

[II) mennyiségét, mig a glutelin trimerek és dimerek mennyisége csokkent. A csdkkenés
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5,5%-a volt a redukalatlan tésztanak. A glutelin monomerek mennyiségének novekedése
54,7% volt. Emellett 3,3% novekedést tapasztaltunk az egyéb monomereket tartalmazo
frakcioban. Az oldhatatlan extraktum fehérjéinek mennyisége hasonldan valtozott. A polimer
glutelinek mennyisége 35,1 %-kal csokkent. Az albumin/globulin/prolamin fehérjék frakcioja
megduplazddott, 149,9 %-kal tobb fehérjét tartalmazott, mint a kontrol tészta.

A tartalékfehérjék Osszmennyisége a redukcid kovetkeztében a glutelin trimer/dimer
formaban 87,2%-ra csokkent, a monomer glutelinek mennyisége 39%-kal, az
albumin/globulinok/prolamin fehérjéké 22,6% -kal nétt. Az oxidaci6 az oldhat6 és oldhatatlan
fehérje extraktumokban is novelte a glutelin trimer/dimer mennyiséget, ami csaknem
megkozelitette a kontrollnak megfeleld 100%-ot. A monomer glutelinek és az egyéb
monomer fehérjék is nagyobb aranyban voltak jelen. Az 0Osszfehérje mennyisége a
frakciokban 89,4% és 99,4% kozott valtozott, ami megkdzelitette az eredeti kezeletlen tészta
fehérje Osszetételét.

Az UPP% értéke a redukcid hatdsiara az eredeti 23,64%-r6l 17,3% csokkent, majd az
oxidacidval 28,79%-ra n6tt. A kiindulési értéknél nagyobb UPP% feltehetden tuloxidalasnak
az eredménye.

A redukdloszerek, mint a DTT vagy a 2-ME hatasara a fehérjék kozotti inter- vagy
intramolekularis diszulfidkotések felszakadnak, a fehérjék alegységeikre esnek szét. Ezaltal a
fehérjék atlagos molekulatomege is csokken. A rizs polimer glutelin fehérjéinek redukcidja
utan az alegységek a monomer glutelinek frakciojaban halmozodik fel (Frakcio III). Az egyéb
monomer fehérjék frakciojaban megndvekedett fehérjemennyiség oka lehet, hogy az
eredetileg dimer formaban 1évd glutelinek, vagy a polimerizacidra képes globulinok illetve a
prolaminok alegységeire esnek szét. A fehérjék oxidacidja sordn a fehérjek cisztein molekulai
kozott visszarendezddnek a diszulfidkotések. Az jbol megjelend inter- és intramolekularis
diszulfidkotések megnodvelik a polimer fehérjék mennyiségét. Ezek a fehérjék a glutelin
trimer illetve dimer formdkat tartalmazo6 frakcioiban halmozoddtak fel. Az oxidacido utan
1étrejott fehérje-Osszetétel eloszlas megkozelitdleg azonos volt a kontroll tésztaéval.

A rizslisztre kidolgozott modszeriink hatdsa mind a tészta dagasztasi paraméterei, mind a
fehérje-0sszetétel eloszlasra megegyezik az irodalomban a buza fehérjékre kidolgozott
modszer eredményeivel. A redukcid csokkentette a polimer fehérjék mennyiségét, az UPP%
értéket, ami a tészta erdss€g csokkenéséhez vezetett. A részlegesen redukalt tészta oxidacidja
indukalta a fehérjék polimerizacidjat, novelve ezzel az UPP% értekét és a tészta erdsségét.
Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy polimer és a monomer glutelinek ardnya a

rizsliszt esetében is befolyasolja a dagasztasi tulajdonsagokat.
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3. év

Addicio és inkorporacio

A rizstésztara kidolgozott re-oxidacids technika segitségével a buza glutenin
alegységfehérjéknek a rizstészta reologiai tulajdonsagaira gyakorolt hatasanak vizsgdlatara
addiciés ¢és inkorporacids kisérleteket végeztiink. Ezekhez a kisérletekhez a buza
tartalékfehérjéket j0 mindségi, illetve nemesitett buzalisztekbdl izolaltuk. A HMW és LMW
gazdag frakciokat a martonvasari Mv Suba fajtabol nyertiikk ki. Az egyéni HMW glutenin
alegységek hatdsdnak a vizsgalatara, nemesitett, csak egy adott tipusit HMW glutenin
alegységet termeld buzafajtabol izolaltunk fehérjéket. Ezek a fajtdk a Galahad -6, Galahad-7
¢és Galahad-8 nevet viselik. Az egyes fajtdk a buza B koromszéma hosszl karjan kodolt Bx6
¢s 7, illetve a rovid karon kodolt By8 HMW glutenin alegységeket expresszaljak.

A Mv Suba a jelenlegi magyar buza szortiment egyik kiemelkedd javité mindségli buzafajtaja,
amely nagy fehérjetartalommal és kimagasld fehérjemindséggel rendelkezik. Az OMMI
adatai alapjan a fehérjetartalma 15,6%, siitéipari mindségi faktora Al. Kivalo a sikérteriilése,
a sikérindexe és az esésszama. Alveografos W-értéke alapjan a ,,kivald” csoportba sorolhatd
(350 -400%10-4 J).

A kisérletek soran felhasznalt buza HMW és LMW glutenin alegységeket 3 gramm Mv Suba
lisztbdl, illetve az egyedi HMW ¢és LMW alegységeket 3-3 g Galahad6, Galahad7 és
Galahad8 lisztbdl kiindulva allitottuk eld. Els6 1épésben 50 (v/v)%- n- propanollal 30 percig
3x ismételve razattuk. Az extraktumot 15 percig 2500g-n centrifugaltuk. A keletkezett
csapadekot 50 (v/v)% n-propanol és 1% DTT oldatban oldottuk, majd 30 percig 60°C-on
inkubaltuk. Az inkubdlas utan az oldatot 30 percig centrifugaltuk (10000g). A kapott
feliiluszo alkoholtartalmat n-propanollal 60%-ra allitottuk, majd 1% DTT jelenlétében 1 6ran
keresztiil 4°C-on tartottuk. Ezutan az oldatot ismét centrifugaltuk (30 perc, 10000g). Az igy
kapott csapadék tartalmazta az Mv Suba buzaliszt HMW alegységeit, illetve a Galahad fajtak
egyéni HMW alegységét. A centrifugélds utdn kapott feliilisz6 alkoholtartalmat n-propanollal
85%-ra allitottuk be, majd 1 oran keresztiil 4°C-on tartottuk. Ezutdn a fent leirtaknak
megfelelden jartunk el. A centrifugélas utan kapott csapadék tartalmazta a buzalisztek LMW
glutenin alegységben gazdag fehérjefrakcidjat. Az izolalt HMW fehérjefrakciot 2x 500 pl 60
(v/v)% n-propanollal, mig az LMW fehérjefrakciot 2x500 pl 85 (v/v)% propanollal mostuk.
Mindkét fehérjefrakciot a tovabbi kisérletekhez fagyasztva széritottuk. Az izolalt frakciok
fehérjetartalmat Duma modszerrel, dsszetételét SDS gélelektroforézissel ellendriztiik.

Az izoladlt HMW és LMW alegységeket az 13. dbra mutatja.
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13. abra. Izolalt fehérjefrakciok elektroforetikus képe.

A tartalékfehérje alegységek addicioja a tésztafehérjék polimer szerkezetének megbontésa
nélkiil tortént, mig a buzafehérjék inkorporacidja soran a tészta fehérjematrixanak megbontasa
utan épitettiilk be az alegységeket a polimer lancba. Az addicids és inkorporacios kisérletek

soran kapott étékekre varianciaanalizist végeztiink.

HMW és LMW glutenin frakciok addicidja

Az addicié soran a rizs alapliszthez a HMW ¢és LMW glutenin fehérjefrakciokat a
fehérjetartalomnak 5, 10 és 20%-aban kevertiik. Az alapliszt fehérjetartalma 7 % volt, ezért a
lisztbe 14, 28 és 56 mg HMW ¢és LMW glutenin alegységfehérje frakcidkat homogenizaltunk.
A tészta dagasztasat redukalo- és oxidaloszerek helyett desztillalt vizzel végeztik. A

fehérjefrakciok addicidja utan a tésztak dagasztasi paramétereit 7. tablazat tartalmazza.
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7. tablazat. A rizstészta dagasztasi paraméteri a fehérjefrakciok addicioja utan.

VUmax DDT [sec] BD [VU] ST [sec]
Sample

mean SD mean SD mean SD mean SD
Control 585 15.15 240 11.54 95 7.35 102 6.41
HMW-5% 594 18.21 225 21.36 109 6.57 82 5.28
HMW-10% 561 11.46 205 14.78 119 5.95 70 4.72
HMW-20% 575 13.45 174 20.87 144 4.96 59 8.48
LMW-5% 606 18.74 230 17.21 106 9.42 81 10.21
LMW-10% 582 17.87 212 13.25 112 8.24 73 9.12
LMW-20% 536 22.43 185 12.41 135 7.32 63 10.02

HMW-5%-HMW-20%: alapliszthez 5% -20% mennyiségben adagolt HMW-GS-t
tartalmazo rizstészta; LMW-5%-LMW-20%: alapliszthez adagolt 5%-20%
mennyiségben LMW-GS fehérjét tartalmazo rizstészta.

A buza fehérjealegységek addicidja szignifikans véltozast eredményezett a tészta dagasztasi
paramétereiben. A 5% HMW glutenin alegység adagolasa 10%-kal csokkentette a dagasztasi
id6t, mig a maximalis mennyiségben adagolt HMW-GS (20%) hatdsara mintegy 20%-o0s
csOkkenést tapasztaltunk. Az LMW glutenin alegységeknek az alapliszthez torténd
hozzdadasa utain a HMW glutenin alegységnek megfeleld valtozast tapasztaltunk a dagasztasi
idében. A legnagyobb mértékii valtozas a DDT esetében, mindegy 48%-os csokkenés a 20%-
ban adagol LMW glutenin alegységek hatasara kovetkezett be.

A tésztak dagasztassal szembeni ellenallas értéke is valtozott. A kontroll tészta PR értékéhez
viszonyitva a glutenin alegységek addicioja csokkentette a tésztdk maximalis konzisztencia
értekét. Emellett az adagolt tartalékfehérjék akar 40%-kal is csokkentették a tészta stabilitasat.
A tészta ellagyulds értéke a fehérjék hatdsara novekedett a kontroll tésztdhoz képest. A
kisebb stabilitast, gyenge tésztat mutatott.

A dagasztasi 1d6, a stabilitds valamint a dagasztasi ellendllas csokkenése, az ellagyulés
novekedése a fehérjealegységek adagolasa kovetkeztében megvaltozott polimer/monomer
aranynak a kovetkezménye.

A kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy mar 5% HMW glutenin alegység hozzaadasa az
alapliszthez elegendd volt a rizsliszt dagasztasi tulajdonségainak szignifikans véaltozasahoz. A
paraméterekben bekovetkezett valtozas aranyos az adagolt fehérjefrakcid mennyiségével. A
bluzéara végzett kisérletekbdl ismert, hogy az azonos mennyiségi HMW ¢és LMW glutenin
dagasztasi paramétereinek értékében. Az LMW-GS fehérjék hatdsa nagyobb, mint a HMW-
GS fehérjékeé.
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Inkorporacio

A HMW ¢és LMW glutenin alegység fehérjefrakciok hatasat a rizstészta funkciondlis
tulajdonsagaira inkorporaci6 segitségével, a fehérjéket a rizstészta polimer matrixaba épitve is
megvizsgaltuk. A mérést megeldzéen a fehérjetartalomnak 5-10 és 20%-aban a fehérje
alegységeket a liszttel homogenizaltuk. A rizsfehérjékre kidolgozott modszerrel redukaltuk a
liszt és a hozzékevert buzafehérje alegységeket, majd a diszulfidhidak Osszekotésével
beépitettiik Oket a rizsfehérje polimer szerkezetébe. Az inkorporacid valtozast eredményezett
tésztak dagasztasi paramétereiben €s a gorbék jellegében is. Az inkorporacids kisérletek soran
az Mv Suba lisztbdl izolalt HMW és LMW glutenin alegységek mellett a nemesitett Galahad
fajtak egy-egy HMW glutenin alegységfehérjét tartalmazé frakcidkat is felhasznaltuk. A
Galahad -6 a buza B koromoszdéma hosszu karjan kédolt 6-os alegységet (Bx6) expresszalja, a
Galahad-7 ugyanezen a karon kodolt 7-es alegységet (Bx7), mig a Galahad-8 a B
koromoszoma révid karajan kodolt 8-as alegységet (By8) termeli.

Az inkorporacid utan vizsgalt dagasztasi paraméterek értékeit a 8. tdblazat tartalmazza.

8. tablazat. Rizstészta dagasztasi paraméterei glutenin alegységek inkorporacidja utan

VUmax DDT [sec] BD [VU] ST [sec]
Sample
mean SD mean SD mean SD mean SD
Control 585 15.15 240 11.54 95 6.25 96 5.21
HMW-5% 546 20.21 262 21.36 78 5.54 109 4.21
HMW-10% 583 12.58 274 14.78 70 4.98 117 3.54
HMW-20% 596 11.12 326 20.87 49 5.69 152 6.78
LMW-5% 555 19.84 249 17.21 62 8.12 99 7.21
LMW-10% 564 16.27 260 13.25 60 3.24 109 7.89
LMW-20% 567 21.43 291 12.41 55 4.32 146 11.02
G6-5% 537 12.54 250 10.22 86 5.21 101 3.56
G6-10% 572 18.78 262 12.17 75 2.31 112 4.51
G7-5% 469 14.35 256 11.45 87 4.56 107 6.87
G7-10% 469 11.23 286 10.34 72 5.12 125 4.52
G8-5% 472 10.12 268 18.64 68 5.64 110 3.98
G8-10% 521 15.28 301 17.63 57 3.25 136 7.41

HMW-5%-HMW-20%: alapliszthez 5% -20% mennyiségben beépitett HMW-GS-t
tartalmazo rizstészta; LMW-5%-LMW-20%: alapliszthez inkorporalt 5%-20 LMWGS
fehérjét tartalmazo rizstészta; G6-5%-10%: alaplisztbe 5-10%-ban inkorporalt HMW

Bx6 alegységet, G7-5-10%: 5-10%-ban inkorporalt HMW Bx7alegység, G8-5%: 5%-
ban inkorporalt HMW Bx8 alegységet tartalmazo rizstészta.

A Dbeépitett fehérjealegységek mennyisége ellentétes hatdssal volt a mért dagasztasi
paraméterekre, mint az addicid esetében. A dagasztasi 1d6 atlagértéke a beépitett HMW-GS

frakciok hatasara novekedett. A legnagyobb értékii valtozast, a kontrollhoz viszonyitott 41%-
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os novekedést a 20%-ban beépitett HMW fehérje frakcio esetén tapasztaltunk. Az LMW
glutenin alegységek beépitése szintén szignifikdns novekedést okozott a dagasztasi 1d6
értékében. A nemesitett Galahad-7 fajtabol szarmazo HMW Bx7-es alegységfehérje 5%-ban
torténd beépitésével 8,5%-kal volt magasabb a dagasztisi 1d6. A Bx6 illetve By§ HMW
alegységek beépitése a polimer matrixba szintén megvaltoztatta a dagasztasi id6t. 28 mg
HMW ByS8 alegységfehérje 15%-os novekedést eredményezett a DDT értékében.

A dagasztas utani tészta stabilitds novekedése az inkorporalt fehérjefrakciok kovetkeztében
10% ¢és 56% kozott volt. A HMW glutenin alegységek beépitésével 1étrejott tészta nagyobb
stabilitasi értékkel rendelkezett, mint az LMW-GS-t tartalmazé tésztak. A tészta BD értékei
az inkorporacié utdn csokkentek, 125 és 67 VU*sec kozott valtozott annak fiiggvényében,
hogy milyen glutenin alegységfehérjét épitettiink be. Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a buzafehérje frakcidk inkorporacidja mennyiségétdl és mindségétol
fliggetleniil erdsebb tésztit eredményezett. A dagasztasi paraméterekben bekovetkezett
valtozas értéke viszont fliggott a fehérje frakcio allél-osszetételétol.

A HMW ¢és LMW glutenin alegységek inkorporacidja kovetkeztében létrejott valtozasok
polimer/monomer ardny eltoléddsnak a kovetkezménye. A HMW ¢és LMW glutenin
alegységek a tészta polimer szerkezetébe vald beépiilése noveli az atlagos molekulatomeget.
A buza kisérletekbdl ismert, hogy a polipeptidek mérete egy fontos paraméter az inkorporaciod
soran. Minél hosszabb a beépitett glutenin alegység, annal hosszabb a tészta dagasztasi ideje.
A rizslisztekre végzett dagasztasi kisérletekben bizonyitottuk az UPP% és az DDT kozotti
erds korrelaciot. A buza alegységfehérjék inkorporacidjanak hatisra a megnovekedett UPP%
hosszabb dagasztasi id6t eredményezett.

A statisztikai szamitasok alapjan szignifikans kiilonbséget talaltunk dagasztasi paraméterek €s
az UPP% értékei kozott, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a beépitett buzafehérje

szignifikans hatassal van a rizstészta funkcionalis paramétereire.

In vitro fehérjemodositasok hatasanak komplex értékelése

A blza glutenin alegységek addiciés ¢és inkorporacios kisérletei utdn a rizstészta
molekulatomeg eloszlasat SE-HPLC-vel vizsgaltuk. Az Gsszteriilet és az UPP% értékét a 9.

tablazat tartalmazza.
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9. tablazat. Fehérje-Osszetétel a tartalékfehérjék addicioja és inkorporacioja utan

Minta UPP% Minta UPP%
Addition Inrorporation
Control ice Control iLH H
5% 97 5% 1G4
1 0% B8 -1 0% 116
e —20% 91 B 20% 141
LHN—-5% 97 LM-5% 123
L1 0% 96 L1 0% 152
LH—20% 94 LM—-20% 155
G6—5% 97 G6—5% 11p
G6-10% 1] G6-10% 126
GT-5% 95 GT-5% 112
GT-10% 98 GT-10% 13p
G8-5% B9 GB—-5% 114
GB-10% 99 GB-10% 135
L.5.D. 2.00 357

Control: alapliszt. HMW-5, 10, 20%: alaplisztbe 5%-20%-ban beépitett illetve adagolt
HMW-GS, LMW-GS, HMW Bx6, Bx7 and By8 fehérje alegységeket tartalmazo tésztak.

A tartalékfehérjék addicigja, illetve beépitése megvaltoztatta a rizstészta UPP% értékét, ami
azt mutatja, hogy az oldhatatlan polimer fehérjék mennyisége is megvaltozott. Az addicid
utan az UPP% értéke nem mutatott szignifikans valtozast az alaptésztihoz képest. Ertéke
21,48% és 23,69% kozott valtozott. A glutenin alegységek beépitése pozitivan befolyasolta a
tésztak UPP% értékét. Az 5% LMW-GS inkorporacidja 7,8%-kal, mig az 5% HMW-GS
beépitése 27%-kal novelte az UPP%-ot. A legnagyobb valtozast a mintegy 56 mg HMW
glutenin alegység beépitése eredményezte, ahol 68,7%-0s volt az oldhatatlan polimer fehérje
mennyiségének novekedése. Az egyénit HMW glutenin alegységek az alapliszthez viszonyitva
szintén szignifikans eltérést mutattak az UPP% értékében.

A buzatésztara elvégzett kisérletekben az UPP% az inkorporacido soran a hozzaadott
mennyiség fliggvényében ndtt, mind a HMW, mind az LMW glutenin alegységek esetében. A
rizstészta esetében UPP% érték novekedése azonos mennyiségh HMW-GS fehérjének a
polimer haldzatba épitése utdn nagyobb volt, mint az LMW-GS esetében. Az addicio
folyamatdban a fehérjealegységek nem épiilnek be a polimer lancba, igy nem novelik az
oldhatatlan polimer fehérjék mennyiségét sem. Az inkorporacié soran a diszulfidkotések

megbontasa, majd ujraoxidalasa lehetévé teszi az alegységek beépitését novelve ezzel a
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polimerlancok hosszat. Az SE-HPLC eredmények értékelése soran a kovetkezd
megfigyeléseket tettiik. Mind az HMW, mind az LMW glutenin alegységek, amig nem
oxidaljuk oket, vagy valamilyen okbdl kifolydan nem oxidalodnak, az ’oldhatatlan’ monomer
fehérjék frakcigjdban (IV. frakcié) halmozddnak fel. Az oxidaciét kovetéen a buza
tartalékfehérjék az ‘oldhatatlan’ glutelin trimert tartalmazé frakcidban (I. frakcid) jelentek
meg. Emellett az oxidaci6 esetén mind az ’oldhatd’ mind az ’oldhatatlan’ glutelin dimerek
mennyisége (II. frakcio) kismértékben csokken. Ennek oka, hogy az eredetileg monomer o €s
B glutenin alegységek (III frakcid) egy jelentds része is oxidalédik. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a rizslisztbe torténd inkorporacidé sordn nemcsak a buzafehérjéket

épitjiik be a polimer szerkezetbe, hanem a rizs eredeti fehérjeit is.

A rizsliszt fehérje-0sszetételének in vitro megvaltoztatdsa soran megfigyelt eredményekbdl
arra kovetkeztethetlink, hogy az Osszetétel megfeleld modositasa hatdssal van a rizstészta
dagasztasi paramétereire. A fehérje-Osszetétel megvaltoztatdsdnak egyik modja a fehérjék
polimer/monomer aranyanak modositdsa a fehérjék adagolasaval a polimer megbontasa
nélkiil, illetve a rizsfehérje polimer matrixba torténd beépitésével. Az addicio €s inkorporacid
ellentétest hatasat a rizstészta dagasztasi paramétereire a 14. dbra mutatja be, ahol 20%

HMW-GS-t adagoltunk, illetve inkorporaltunk az alaplisztbe.

28



ViU

TOD o

o 4

00 -

VU

oo 4

200 -

100 ~F
o —

b

oD

E2d Y

00

VU

L NN Iun B B e B EEN Emn B B Dun B Bnn Sun maw Dun N B Ban Jun B o Dan Sen Saw mm e

2 5 H 1o 13

Time [perc]

T e e e e
3 S a 8] 13

Time [perc]
1 C

Time [perc]

14. abra. Az lapliszthez 20%-ban adagolt és beépitett HMW-GS hatasdnak 6sszehasonlitasa a

rizstészta dagasztasi gdrbéin. A: kontrol, B: adagolt, C: inkorporalt tészta.
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Ha a fehérjeadagoléssal a polimer/monomer aranyt a monomerek mennyiségének novelésével
valtoztatjuk (addicid), akkor a tészta viszkozitdsa csokken, mig a polimer ardny novelésével
(inkorporacid) a tészta erdsodik. Ehhez legalabb 5%-ban névelni kell a polimerek
mennyiségét, amit vagy plusz polimer molekuldk jelenlétével, vagy polimerizacidra képes
monomerjellegli rizsfehérjék polimerizalasaval biztosithatunk. A bulzafehérjék rizsfehérje
polimerbe épitése komolyabb biotechnolodgiai feladatot igényel, aminek egyik lehetdsége a

buzafehérjék génjeinek in vivo transzformdacioja.

Transzformalas

Négy, bizonyitottan transzgenikus rizs elvetett magjaibdl novényt neveltiink. A transzgén
oroklodésének vizsgalata soran az elsd generaciés novények leveleib6l PCR segitségével
kimutattuk mind a rezisztencia markergént, mind a transzgént. Megvizsgaltuk, hogy a
kovetkezd generacioban milyen ardnyban szegregdlodik a transzgén illetve a szelekcios

markergén. A PCR vizsgdlat eredményeit a 10. tdblazat tartalmazza.

10. tablazat. T1 generaciés novények PCR analizise

NOVENYI PRIVEREK NOVENYI PRIMEREK

MINTA MINTA

JELg | RP6F-R PRIM51-52 HTPFR | ;0 e | RP6F-R  PRIM51-52  HTPE-R
T119-1 " " " T1-23/6 T " "
T119-2 N N N T1-26/1 + + N
T119-3 . . . T1-26/2 + + ¥
T1/20 . N i T1-26/3 + + ¥
T1-21/1 " " " T1-26/4 + ¥ ¥
T1-21/2 ' N N T1-26/5 + ¥ '
T1-23/1 " " N T1-26/6 N i N
T1-2312 . . . T1-26/7 . + -
T1-23/3 . . i T1-26/8 + N -
T1-23/4 + + + T1-26/9 + + +
T1-23/5 N N ¥ T126M10 |  + ¥ ¥

Rp6-F-R primerek a prolamin 6 génre, prim51-51 a GluD1-d1 gén, a HtpF-R primerek
a htp génre specifikusak. Piros: htp negativ; zold: GlulD-1d negativ novények
A PCR reakci6 eredményei alapjan a Atp gén az utodnemzedékekben 5:1, a GlulD-d1 gén 11:

1 aranyban 6roklédtek.

A szegregacios vizsgalatok utdn a transzkripcid szintjét vizsgaltuk a transzgenikus
novényeinkben. A rizs magban expresszalddd mRNS RT-PCR reakcidt végeztiink. A rizs
endospermiumabol teljes RNS-t izolaltunk, majd az RNS molekuldkat az izolalas soran
fellépd DNS szennyezddések lebontasara DNasel enzimmel kezeltiik. A reakcio elegyet (50

pug RNS-hez, 1 ul 10xDNase puffer, 1 pul RNase inhibitor, 1 egység/ul enzim), 37 °C-on 30
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percig inkubaltuk, majd az RNS molekuldkat az oldatb6l 3M natrium acetat hozzéadasa utan
fenol:kloroform:izo-amilalkohol (25:24:1) elegyben visszanyertiik. Az RNS molekuldkat az
oldatbdl i-propanollal 30 percig -20°C-on tarolva kicsaptuk, majd centrifugaltuk (30 min, 4
°C, 12 000 g). A csapadékot RNase mentes vizben oldottuk. Az 1-2 ug DNase-zal kezelt RNS
molekuldbol ¢cDNA syntesis kit (Fermentas) segitségével cDNS-t szintetizaltunk. Elsé
1épésben a RNS molekuldkat 10 percig 65°C-on denaturaltuk, majd a reakcidelegyet (RNase
inhibitor, RT puffer, AINTP, DTT, AmV RT enzim) 42°C-on 1 6raig inkubaltuk. Az enzim
mukodését 5 perces forralassal inaktivaltuk. Az igy kapott cDNS molekulaval a transzgénre
specifikus primerekkel PCR reakcidt végeztiink. A reakcido termékeket agardz gélen
analizaltuk.

A transzgénikus rizs novények koziil két vonalat vizsgaltunk az RT-PCR-rel (15. dbra).

15. abra. RT-PCR a transzgenikus rizs novényekre

1 2 3 4 5 6 7 8
1: mRNS endospermium #21, 2: mRNS endospermium #26, 3: levél cDNS, 4: gyokér
sDNS, 5: ¢cDNS endospermium #21, 6: cDNS endospermium #26. 7: pozitiv kontrol, 8:
c¢DNS negativ kontrol.

A levél és gyokér RNS mintdir6l nem képzO6dott a vart fragment. A #21 és #26-0s
transzgénikus vonalak endospermium RNS-rdél képzddott a 450 bp hosszi fragment. A
vizsgalt két minta koziil, azonos mennyiségii cDNS esetében a #26-os vonal 500 bp nagysagu
fragmentje erdsebb intenzitasti volt, ami feltételezhetden az mRNS expresszid6 magasabb
szintjét jelenti az endospermiumban. A RT- PCR reakcid bizonyitotta a transzkripciot a Glu-

1D-1d génrdl, illetve a HMW-DxS5 glutenin alegység fehérje endospermium specifikussagat.

A legtobb magot produkald harom transzgenikus vonalat felszaporitottuk, majd a magjabol
fehérjét nyertiink ki SDS moédszerrel, redukaloszert nem tartalmazoé SDS tartalmu pufferrel. A
kapott fehérjét nem redukalo és redukald SDS akrilamid gélen elvalasztottuk és Western blot
modszerrel kimutattuk a transzgénrdl termelddott buiza HMW glutenin tartalékfehérjét. Az
»idegen” fehérje mérete a rizsben megfelelt a buzabol azonos modszerrel kinyert, akrilamid

gélen elvalasztott fehérje méretének. Igy egyértelmiien bizonyitottnak vettik, hogy
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transzgénikus rizslinkbe a transzgén stabilan beépiilt, expresszalodott és stabilan 6roklodik. A

transzgénikus magok felét a megfelelé mennyiségii minta felszaporitdsdhoz jbdl elvetettiik.

Az mRNS expresszid utdn a transzlaciot vizsgaltuk a transzgenikus rizsvonalak
endospermiumaban. Ehhez a magok endospermiumabdl fehérjét nyertiink ki.
A fehérjéket a rizs endoeprmiumbol a kdvetkezd modon izoléaltuk: A regeneralt rizsndvények
magjait, a mag embrié részét levalasztva, egy dorzsmozsarban porra tortilk. Az alkoholban
oldhaté fehérjealegységek kinyerése soran a mintdkhoz 160 pl 55 (v/v)% i-propanolt, 1M
Tris-HCL —t (pH 8,0) és 10mM DTT-t tartalmaz6 puffert adtunk, majd 30 percig 65 °C-os
vizfiirdében inkubéltuk. Az inkubéci6 utdn minden mintahoz 160 pl puffert és 40 mM [AA-ot
adtunk. A mintdkat 20 percig ismét 65 °C-os vizfiirdoben tartottuk, majd az oldatot
centrifugaltuk (30 perc, 120000g). A feliiluszoban 1évd fehérjéket tiszta Eppendorf csében
Jjéghideg acetonnal 1:4 ardnyban kicsaptuk. Az oldatot -20 °C-on 15 percig inkubaltuk, majd 4
°C-on centrifugaltuk (10000g. 15 perc). A feliiliszot elontottiik, a csapadékot SDS minta
pufterben oldottuk
A fehérjék kinyerése utdn a harom fliggetlen rizsvonal tartalékfehérjéit SDS-PAGE
segitségével azonositottuk. A kontrollként hasznalt rizsfehérje extraktumhoz képest egy 1j
fehérje sav volt megfigyelhetd az SDS-PAGE gélen bizonyitva, hogy a TO ndvények
magjukban egy extra fehérjét termelnek (16. abra). A mintdkban megjelend fehérje
elektroforetikus mobilitasa lassabb, mint a HMW Dx5 alegységszamitott molekula tdmege,
bar hasonl6 a kontrolként hasznalt buza megfelel6 endogén fehérje mobilitdsaval. Az irodalmi
adatokbdl ismert, hogy a HMW glutenin alegység fehérjék palcika alakjuk miatt szabalytalan
mobilitassal rendelkeznek az SDS-PAGE gélen.

16. abra. Transzgénikus rizsek SDS-PAGE vizsgélata

Ax2 ~ : ' £
Dx5 = : - .y © HMW-
Bx7

Dy10 /.

1: buza kontrol, 2: rizs kontrol, 3: regeneralt, nem transzgénikus rizs, 4: 4-6
transzgénikus vonalak: #26, #23, #21.

A transzgénikus novények koziil a #21, #23 és #26-as vonalbol izolalt fehérjéket vizsgaltuk.
Az endospermiumban expresszalt fehérjék mennyiségét az SDS-PAGE gél denzitometrids

mérésével becsiiltik meg. A denzitométeres mérés alapjan a #21 rizs ndvények nagyon
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alacsony szinten expresszaltdk az 1DxSHMW-GS alegység fehérjét, mindosszesen az i-
probanolban oldhat6 teljes magfehérjék 0,75%-aban. A #23 ¢és #26 vonalak ellenben
magasabb expresszios szintet mutattak, szdmszertien a teljes alkoholban oldhat6 fehérjék 3,19

és 3.81%-aban.

Western blot analizis

A transzgenikus rizs novények HMW-Dx5 glutenin alegység fehérje expressziojat western
blot analizissel is vizsgaltuk.

Els6 1épésben a transzgénikus ndvények endospermiumabdl kinyert fehérjéket SDS-PAGE —
segitségével elvalasztottuk, majd a fehérjéket egy nitrocelluléz (PVDF) membranra
transzferdltuk. A sziirépapirok kozott elhelyezett membrant és az akrilamid gélt tartalmazé
»szendvicsben” a fehérjéket BioRAD Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell késziilékben 130
mA alland6 dramerdsségen 15 percig ,,Towbeen” puffer segitségével transzferaltuk.

A fehérjeket a transzfer utan egy ¢éjszakan keresztiil 10% zsirmentes tejport tartalmazé TBST
oldatban blokkoltuk. Ezutan a membrant 3x 15 percig TBST oldatban mostuk, majd az elso,
HMW fehérjékre specifikus antitestet 1:200 higitasban tartalmazo TBST oldatban 1 6ran
keresztiil, szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezutdn a membrant 3x 15 percig mostuk, majd
TBST oldatban 1:7000 aranyban higitott masodlagos (nytl) antitesttel egy oraig kezeltiik
Majd a membrant 3x mostuk, a transzferalt antigén specifikus fehérjék megjelenitéséhez 10
ml TMN oldatban oldott 132 ul NBP és 100 pl BCPI szubsztrattal és enzimmel kezeltiink. A
szinesen megjelend savokat analizéltuk.

Az antigén-antitest reakcid hatdrara megjelent sdvok a fehérje expressziot igazoltak. A
levélbdl, a gyokérbdl izolalt fehérje mintdk nem Iéptek reakcioba a specifikus antitesttel.

A vizsgalat sordn buza endospermium fehérjéket hasznaltunk pozitiv, és nem transzformalt
rizsfehérjét negativ kontrollként. Ahogyan az eldzetes denzitds mérés eredményeibdl vartuk a
kiilonboz6 transzgenikus vonalak kiilonbséget mutattak a membranon megjelend savok

cre

alegység fehérjének a #26-o0s transzgenikus rizs vonalakban nagyobb expresszios szintje volt.
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17. abra. Western blot analizis

100 kDa ™= wise,
= HMW-DxS

1: molekulasuly standard (100 kDa), 2: buza endospermium, 3 negativ kontrol, 4:
transzgénikus levél, 5: transzgénikus gyokér, 6-7: transzgénikus rizs; #21, 8-9:
transzgénikus rizs; #26.

Az éltalunk sikeresen létrehozott transzgenikus rizs tehat megkdzelitéen 3-4%-ban termeli a
HMW Dx5 glutenin alegységfehérjét. Ahhoz, hogy az rizs endspermiumban expresszalt
fehérjének a rizstészta dagasztasi paramétereire gyakorolt hatisat megvizsgaljuk, egy erre
alkalmas modszerre volt sziikség. Az in vitro kisérletekbdl kidertilt, hogy a mikro z-arm mixer
rizslisztre torténd alkalmazésa lehetdvé teszi a fehérje-0sszetétel modositasa utan 1étrejovo
valtozasok kovetését. Igy ez a modszer alkalmas lehet a transzgenikus rizslisztekben
bekovetkezd valtozasok vizsgalatara is.

Mivel a buza tartalékfehérjéknek a rizsfehérje polimer matrixba vald in vitro beépitésére
elvégzett kisérleteink szerint az egyéni HMW glutenin alegységfehérjék 5-%-os
inkorporaciéja mar hatassal van a rizstészta dagasztasi paramétereire, ezért feltételezzik,
hogy a mddszeriink alkalmas a transzgenikus rizsben ilyen mennyiségben expresszalt fehérjék

hatasanak a vizsgélatara is.
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4. év

Az egyéni illetve Osszes HMW ¢ LMW glutenin alegységeket tartalmazo buza
fehérjefrakciok rizslisztbe elvégzett addicidja, illetve inkorporacidja utdn megvizsgaltuk azt
is, hogy a bakterialisan expresszalt fehérjék hogyan befolyadsoljak a rizstészta dagasztasi,
funkciondlis paramétereit. Ehhez baktériumban termeltettiink kiilonb6z6 glutenin alanog
fehérjéket (korabbi sajat munkdinkbol szdrmaznak (a gliadin alapi ANG és ANGINIC),
illetve LMW (low molecular weight) glutenin alegységeket. A vizsgalni kivant allo fehérjét
kodold expresszios vektort E. Coli kompetens sejtbe transzformaltuk elektroporacioval. A
transzformécio utdn a sejteket a megfeleld antibiotikumot tartalmazé LB taptalajon
szétkentiik, majd egy é¢jszakdn keresztiill 37 °C-on tartottuk. A madésnap reggelre kindtt
koldonidkat 5 ml antibiotikumot tartalmazé LB tapoldatba leoltattuk, majd 37 °C-on razattuk.
9-10 ora novesztés utan, 500 ml LB oldatba oltottuk tovabb és razattuk egy éjszakén
keresztlil. Ezt kovette az indukci6 10mM IPTG felhasznéaldsaval, majd a baktérium
szuszpenziot 24 h keresztiil 30°C-on razattuk. A baktérium szuszpenzidt 10 percig 10000g-en
centrifugaltuk, a feliiluszot elontottiik, a csapadékot a baktérium tomegtdl fliggéen (10 ml/g
baktérium) 50%-os izo-porpanolban 1% DDT jelenlétében re-szuszpendaltuk, majd 1 6ran
keresztiil razattuk. A rdzatast kovetden az oldatot 30 percig maximalis rpm-en centrifugéltuk.
Ezt a 1épést 3x ismételtiikk. A csapadékot 50%-os izo-propanolban ismét felszuszpendaltuk,
majd kétszeres mennyiségli 1M NaCl jelenlétében a fehérjéket lecsaptuk. Az oldatot 4°C-on,
legalabb 1 oraig tartottuk. Ezt egy centrifugdlasi 1épés kovetet, a feliiluszot izopropanollal
60% koncentracidjura egészitettiik ki, majd ismét a hidegen tartottuk. Az oldatot 15 percig
10000g-én centrifugaltuk, a feliiliszot az eldbbiek szerint 70%-re egésztettiik ki. Az igy
kapott fehérje szuszpenziot 10 mM-os Tris-HCL —lel szemben dializaltuk. A dializis soran a
fehérjék kicsapodtak az oldatbol. A centrifugalassal Osszegyiijtott fehérjéket fagyasztva
szaritottuk. Megmértilk a fehérjetartalmat, majd fehérje extraktumokat a rizsliszt z-arm
mixeres kisérletekben hasznaltuk fel.

Az elbozetes kisérletekbdl kideriilt, hogy a buzafehérjék hatdsa a rizsliszt dagasztéasi
tulajdonsagaira ugy figyelhetd meg a legjobban, ha a fehérje alegységeket beépitjiik, azaz
inkorporaljuk a rizs polimer matrixaba.

A mérést megeldzden a fehérjetartalomnak 6 és 15%-aban a tisztitott fehérje alegységeket a
rizsliszttel homogenizaltuk. A rizsfehérjékre kordbban kidolgozott mddszerrel redukaltuk a
liszt és a hozzakevert buzafehérje alegységeket, majd az oxidacios 1€épésben a diszulfidhidak
Osszekotésével beépitettiik dket a rizsfehérje polimer szerkezetébe. Az inkorporacio valtozast

eredményezett tésztdk dagasztdsi paramétereiben és a gorbék jellegében is. A baktériumban
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crcr

mutatja. A beépitett CHIN fehérje olyan glutenin analog fehérje, melynek N terminalis végén

egy extra cys (cisztein) molekula talalhato.

11. tablazat. Baktériumban expresszalt fehérjék inkorporacidja

MINTA PR DDT BD ST
redox 444 4,14 97 0,85
redox 503 3,61 94 0,95
LMW-6% 478 4,77 122 1,12
LMW-6% 480 4,39 113 1,15
LMW-15% 491 5,52 126 1,24
LMW-15% 522 3,55 71 1,05
CH1N-6% 465 3,65 83 1,04
CH1N-6% 493 5,27 74 1,12
CH1N-159 435 4,55 97 1,34
CH1N-15°q 435 4,55 117 1,28

A tablazatbol kideriil, hogy a rizstészta dagasztdsa soran a tészta kialakuldsi id6 mind az

LMW mind a CHIN fehérje alegységek inkorporacidja utdn novekedett. A re-oxidalt

tésztahoz képest a teljes fehérjetartalomnak a 6%-aban beépitett LMW-GS fehérjék mar 21%-

ban megnoveltek a DDT értékét. A 15%-os fehérje beépités ardnyosan ndvelte a tészta

kialakuldsdhoz sziikséges idot a kontrolhoz (redukalt tésztdhoz) viszonyitva. A CHIN

tisztitott fehérjék esetében hasonld valtozast tapasztaltunk a DDT értékében. A két fehérje

hatasat Osszehasonitva azt latjuk, hogy a bakterialisan expresszalt CHIN fehérjéknek erdsebb

hatdsa volt a rizstészta dagasztasi paramétereire, mint az LMW glutenin alegységeknek. Az

egyes fehérjefrakciok inkorpordldsa utdn a tészta stabilitdsa is megvaltozott a re-oxidalt

kontrol tésztahoz viszonyitva. A legstabilabbnak a CHIN fehérjék 15%-os beépitése utan

talaltuk a rizstésztat. A valtozas minden esetben szignifikans volt.

A tisztitott fehérjék beépités utan a rizstésztak dagasztasi gérbéinek a jellege is megvaltozott.

Az inkorporacié utdn regisztralt z-arm mixeres gorbék az 18. dbran lathatok. A re-oxidalt

rizstésztahoz viszonyitva valamennyi esetben erdsebb, stabilabb rizstésztat kaptunk.

Az LMW glutenin fehérjék szerkezetére jellemzd, hogy egy viszonylag rovid ismeétlddo
szekvencidkat tartalmazo repetitiv régio mellett rendelkezik egy sokkal hosszabb, sok ciszteint
tartalmazé C-termindlis régioval. A cisztein aminosavak nagy része (hét) ebben a szerkezeti
egységben talalhatd, melyekbdl hat molekulan beliili diszulfid hidakat hoz Iétre, mig a hetedik
intermolekularis diszulfid hid képzésében vehet részt az N-termindlis régidban talalhatd
egyetlen ciszteinnel egyiitt, ahogyan azt korabbi kisérletek eredményeibdl tudjuk. A “’szabad”

cisztein molekuldk SH csoportjain keresztiil a molekula képes részt venni az oriasi méretli
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polimer képzésében a HMW alegységekkel kombinalddva. Feltételezziik tehat, hogy az LMW
glutenin alegységek beépiiltek a rizs polimer fehérjék szerkezetébe, novelve ezzel a polimer
molekula méretét. Az LMW alegységek beépitése azonban kisebb hatdssal volt itt is a

dagasztasi paraméterekre, mint a glutenin analog fehérjék inkorporacioja (18-abra).
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18. abra. Rizslisztbe inkorporalt bakteridlisan expresszalt és tisztitott CHIN fehérje

molekulak.

A bakterialisan expresszalt fehérjék inkorporacidja mellett azt is megvizsgaltuk, hogy a
kiilonboz6 egyéni HMW illetve LMW glutenin alegységek kombinalt beépitése a rizs polimer
matrixba milyen hatassal van a rizs funkciondlis tulajdonsagaira, illetve a dagasztési
paraméterekre.

Ezekhez a kisérletekhez a korabban is hasznalt, a nemesitett Galahad fajtakbol izolalt HMW
Bx6, Bx7 és ByS8-as alegységeket hasznaltuk fel. A By8 alegységet a Bx6 és a Bx7
alegységekkel kombindlva épitettiik be a rizs polimer fehérjékbe. A ByS8 glutenin alegységet
a teljes fehérjetartalomnak 5, illetve 10%-aban kevertiik a dagasztas eldtt a rizslisztbe, 5
illetve 10% Bx6 vagy Bx7 alegységfehérjével egyiitt. gy az egyiittesen 10 illetve 20%-ban
adtunk buza tartalékfehérjét az alap rizsliszthez. Az inkorporaci6 hatdsat a rizstészta

dagasztasi paramétereire a 12. tdblazat foglalja Ossze.
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12. tablazat. Dagasztasi paraméterek az egyéni HMW, illetve LMW alegység fehérjék

kombinalt beépitése utan.

MINTA PR DDT BD ST

G6-8-10% 503 2,18 146 1,12
G6-8-10% 529 2,74 145 1,18
G6-8-20% 545 2,75 184 1,02
G6-8-20% 545 2,75 184 0,16
G7-8-10% 502 2,66 141 1,02
G7-8-10% 462 2,78 121 1,09
G7-8-20% 687 2,77 368 0,94
G7-8-20% 506 2,19 222 0,89
LMW-G6-10% 480 2,22 185 1,13
LMW-G6-10% 594 2,53 272 1,21
LMW-G7-10% 464 2,76 96 1,34
LMW-G7-10% 579 2,77 225 1,29

G6-8 (Bx6+By8); G7-8 (Bx7+By8); LMW-G6 (LMW+Bx6); LMW-G7 (LMW+Bx7)

A tablazatban lathatd, hogy ha a HMW Bx alegységeket egylittesen inkorporaljuk a By
alegységgel, akkor valamennyi esetben az inkorporacié hatasa kisebb mértéki volt a rizstészta
dagasztdsi paramétereire, mint amikor egyénileg inkorporaltuk a rizsfehérjék polimerjébe. Az
egyéni HMW glutenin alegységek beépitése utan a rizstésztak hosszabb dagasztasi idot,
nagyobb maximalis konzisztenciat, kisebb ellagyulast és nagyobb stabilitast mutattak. Az
egyiitt beépitett x- és y tipusu fehérjék hatasara a dagasztasi paraméterek csak kis mértékben
valtoztak meg a re-oxidalt tésztdhoz viszonyitva. A Bx7 és a By8 egyiittes beépitése erdsebb
hatassal volt a rizstészta z-arm mixerrel mért dagasztasi gorbéjére, mint a B6 és By§ HMW
glutenin alegységek inkorporacidja. Ugyanez volt megfigyelhetd arra az estre is, amikor a
bakterialisan expresszalt LMW glutenin elegységeket az x-tipust glutenin fehérjékkel egytitt
dagasztottuk a rizstésztat. A 10%-ban beépitett LMW ¢és Bx7 alegységek egylittesen a
stabilabb tésztat eredményeztek.

A kisérletekbdl az is kideriil, hogy a kiilonb6z6 tipusi HMW glutenin alegységek
inkorporaciodja soran inkabb a beépitett fehérjék mennyiségének van nagyobb szerepe, mint az
adott alegységek tipusanak. A buza alapliszten végzett korabbi kisérletek szerint az olyan
egyéni HMW glutenin alegységek, mint a Dx5, Dyl10, Dx2 vagy Dyl2 beépitése kisebb
hatassal volt a buzatészta dagasztasi paramétereire, mint a paronként (Dx5+Dy10, vagy 2+12)
inkoproréciodja, ahol az alegységek 1:1 aranyu jelenléte szinergikusan ndvelte a dagasztasi

paramétereket. A Bx6, x7 és y8 alegységek 1:1 aranyu inkorporacidja a buzdhoz viszonyitva
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kisebb mértékii valtozast hozott. Ennek oka feltehetden a rizs polimerek és a buza gluteninek

kozott 1étrejott egyéni kdlesonhatasnak az eredménye.
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19. abra. A nemesitett Galahad fajtakbol izolalt Bx6, Bx7 és By8 alegységek, valamint a

bakterialisan expresszalt LMW fehérjék hatasa a rizs dagasztési tulajdonsagaira.

A kiilonbozd buza glutenin alegységekkel elvégzett kisérletek azt bizonyitjak, hogy az
inkorporalt polimer molekula mérete az egyik legfontosabb faktor a dagasztasi tulajdonsagok
kialakitasaban. A legnagyobb atlagos molekulatomeggel rendelkezd fehérjemolekulak
beépitése eredményezte a leghosszabb tészta kialakulasi iddt, illetve a legstabilabb rizstésztat.
Azt is bizonyitottuk, hogy az LMW glutenin alegységek hatdsa a rizstészta dagasztasi
tulajdonsagaira kisebb mértékii, mint a HMW glutenin alegységeke.

Néhany LMW glutenin alegység molekula lehet ldnchosszabbitd, mas tipust LMW-GS pedig
lancterminator képességgel birhat. Kisérleteinkben az LMW-GS molekuldk pozitiv irdnyba
valtoztattak a dagasztési tulajdonsagokat, szabad SH csoportjaikkal kotéseket alakitottak ki a
rizs polimer illetve az egyiitt inkorporalt HMW glutenin alegységekkel egyiitt.
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Transzgenikus rizsvonalak z-arm mixeres vizsgalata

A HMW Dx5 glutenin alegységet expresszald transzgenikus rizs mintdkra z-arm mixerrel
dagasztasi vizsgélatot végeztiink. A  bizonyitottan transzgenikus rizsndvényeket
novényhdzban neveltiik, majd a magok beérése utan az 6sszegylijtott magokat meghantoltuk,
laboratériumi malmom megériiltik (METEFEM, Budapest), majd 250pum &tméréjii szitan
szitaltuk. Az igy kapott liszteket hasznaltuk fel a méréshez. Minden mintabol két parhuzamos
mérést végeztiink. A transzgenikus rizslisztek dagasztdsa soran kapott paramétereket a 13.

tablazat tartalmazza.

13. tablazat. A HMW Dx5 glutenin alegységet expresszalo transzgenikus rizsvonalak

dagasztasi paraméterei

Minta PR [VU] DDT [min] BD ST [min]
control 706 8,73 160 1,92
control 694 10,24 125 1,63
BC 577 7,10 136 1,07
BC 632 6,46 162 1,17
T23 761 4,94 190 1,21
T23 643 7,89 149 1,38
T26 618 7,07 125 1,08
T26 658 6,88 150 1,51

Control: nem transzformalt minta, BC: tanformaciés proceduran atment, de nem
transzgenikus rizsvonal, T26 és T23 transzgenikus rizsvonalak.

A mérés soran kétfajta kontrollt hasznaltunk. A nem transzformalt, un. Vad tipus mellett a
transzformécios proceduran atesett, de nem transzgenikus novényeket (BC) is felneveltiink és
vizsgaltunk. A vad tipust mintadhoz képest a transzformacion atesett, nem transzgenikus €s a
transzgenikus vonalak tészta kialakulasi ideje 1s csokkent. A legnagyobb valtozast a
rizstésztak ellagyulasanak mértékben tapasztaltunk a kontroll mintdhoz viszonyitva. Az
ellagyulas értéke (BD) jelentdsen csokkent a transzgenikus rizslisztek dagasztasi gorbéjén. A
Dx5 glutenin alegységet bizonyitottan expresszald rizsvonalak stabilitasa is szignifikansan
valtozott a kontrol liszthez képest.

A transzgenikus rizslisztek z-arm mixerrel kapott dagasztasi gorbéi a 20. dbran lathatok. A
mérési eredmények azt mutatjadk, hogy a kontrolhoz képest a transzgenikus rizslisztekbdl

késziilt tésztak dagasztasi gorbéi megvaltoztak.
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20. abra. A HMW DxS5 gluenin alegységet expresszalo transzgenikus rizsvonalak z-arm
mixerrel kapott gorbéi
A korabbi kisérletekbdl ismert, hogy a HMW glutenin alegység molekuldknak hasonld a
szerkezetiik, amennyiben mindegyik tartalmaz egy hosszu, ismétlddé aminosav szekvenciabol
allo kozponti domént. Ez a szerkezeti elem méretében igen valtozo, s ez magyarazhatja
egyrészt az egyes molekuldk mindségre gyakorolt hatdsaban vald eltérést. A kozponti
szerkezeti elem kiilonleges, egyedi masodlagos szerkezettel bir, amit béta-spiralnak neveznek.
A szerkezet a molekulanak egy hosszu palcikaformat €s elasztikussagot (molekuléris rugo)
kolcsondz. A kozponti elemet kozrefogd N- és C-terminalis régid tartalmazza tobbnyire a
cisztein aminosavakat, melyeknek elsddleges szerepe van a sikérben taldlhatdo Orids
molekulatomegii polimerek kialakitasaban, diszulfid hidakon keresztiil. Feltételezhetjiik, hogy
a cisztein aminosavak szdma ¢és eloszlasa a molekulan beliil nagy hatassal van a polimer
biofizikai tulajdonsagaira. A legjobb tulajdonsdgot hordozd 1Dx5 alegység négy ciszteint

tartalmaz az N- és l-et a C-termindlisban. A négy SH csoport az N-termindlis régioban
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teljesen egyedi -a tobbi x-tipusu fehérje csak 3-at tartalmaz- és feltehetden erds hatassal van
az 1DxS5 alegység kiemelkedden jo tulajdonsagara.

Ezért feltételezziik, hogy a transzgenikus rizsvonalainkban expresszalt HMW Dx5 fehérjék
szabad SH csoportjaikkal kolcsonhatdsba Iépnek a rizs glutelinek férjék szabad SH
csoportjaival 1épnek kolcsonhatasba kialakitva ezzel egy hosszabb polimer lancot, mely
befolyasolja a tészta funkciondlis tulajdonsagait.

Az Altalunk létrehozott transzgenikus rizsvonalak amellett, hogy jobb funkcionalis
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint a HMW glutenin alegységet nem expresszald fajtak,
lehetdséget nyujtanak tovabbi vizsgalatokra, melyben arra is valaszt kaphatunk, hogy a

rizsfehérjék milyen tovabbi kolcsonhatasok kialakitasara képesek.
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Osszefoglalé

A rizs fehérje-0sszetétele €s funkcionadlis tulajdonsagai kozotti viszony tanulmanyozasara 11
fajtaazonos liszt tartalékfehérje Osszetétel és a rizslisztbol készitett tészta reoldgiai
tulajdonsagat vizsgaltuk. A kisérleti munka soran mind a fehérjék analitikai jellemzése mind a
reoldgiai tulajdonsagok elemzése sordn szamos Uj, a rizs vizsgalata kapcsan eddig nem
hasznalt paramétert adaptaltunk illetve dolgoztunk ki, tobbnyire a buzakutatasban
rutinszerlien alkalmazott modszerekre alapozva.

A rizs alapvet6 tartalékfehérjéje, a globulin- alegységekbdl felépiild glutelin, illetve az egyéb
monomer fehérjék mennyiségében nagy variabilitast tapasztaltunk. A rizs polimer illetve
polimerizaciora képes glutelin fehérjek a teljes tartalékfehérjéknek mintegy 70-80%-4at teszik
ki. A fehérjék oldhatosdga illetve SE-HPLC-vel elkiilonithetd frakcidinak mennyiségi
viszonyai alapjan két 1j, a funkciondlis tulajdonsagokkal szoros Osszefliggést mutatd
paramétert, az oldhatdsagi%e-ot, illetve a polimer-fehérjék méreteloszlasanak jellemzésére

alkalmas UPP%-ot vezettiik be.

A rizslisztbdl készitett tészta dagasztasi tulajdonsagait a buzanal sikerrel alkalmazott mikro z-
arm mixeres technikdval jellemeztiik. Munkidnk sordn a rizslisztek dagasztasi
tulajdonsagainak jellemzésére bevezetiink egy Un. hidraticiés paramétert, mely a tészta
kialakulas eldtt a hidratdcios id6t jelzi. A rizstészta dagasztasi paraméterei ¢és a
fehérjefrakciok mennyisége kozotti viszony tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy — a
blizatészta tulajdonsdgaival analég mdédon — szoros Osszefliggés mutathaté ki a lisztben
talalhatd nagymeéretli polimerek UPP%-ban kifejezett mennyisége és a rizstészta dagasztasi

tulajdonsagai kozott.

A buza tartalékfehérjék rizs modellben torténd vizsgéalatdhoz kidolgoztunk egy, a vizsgalni
kivant izolalt fehérjefrakcidknak a rizs polimerbe torténd in vitro beépitésén alapuld
modszert.

A rizsliszt polimerjeinek részleges redukciojat kovetden, a fehérjék az oxidacios 1épese soran
a rizsfehérje polimer integrans részévé valnak, modositva a rizstészta dagasztasi
tulajdonsagait. A modszert addicids kisérletekkel kiegészitve, ahol a fehérjéket egyszeriien
hozzaadagoltuk az alapliszthez, mod van a fehérjék egyedi, illetve polimer-alegység formaban
megjelend funkciondlis tulajdonsagainak osszevetésére. HMW és LMW glutenin alegységek

beépitése a polimer szerkezetbe ellentétes irdnyban valtoztatta a dagasztasi paramétereket. Az
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alapliszt fehérjetartalmanak mar 5%-aban adagolt illetve beépitett fehérjék szignifikans
véaltozast mutattak a rizstészta technologiai paramétereiben. Egyedi HMW glutenin
alegységek (HMW-Bx6, Bx7 és By8) inkorporacidja soran mod nyilt a fehérje méretének és
szerkezeti tulajdonsagainak hatdsat Osszevetni a dagasztasi paraméterek valtozasanak
mértékével. A vizsgalt alegységfehérjék koziill a By8-as HMW-GS fehérje beépitése
eredményezte a legnagyobb valtozast a dagasztasi paraméterek értékében. Az egyes fehérje
alegységek egyiittes inkorporacidja kisebb mértékli valtozast eredményezett, mint amikor
egyénileg inkorporaltuk a molekulakat a rizs polimer matrixba. Az adagolas, illetve beépités
dagasztasra gyakorolt hatasdval parhuzamosan a fehérjék polimer-kémiai tulajdonsagait is
kovettiik, megallapitva, hogy az UPP% ¢és a dagasztasi jellemzok kozotti kapesolat fontos
szerepet.

A kiilonb6z6 buiza tartalékfehérje frakciok beépitésére alkalmas rekonstrukcids technika Uj
alternativat jelent a lazitott szerkezetli rizskenyér eldéllitdsdra, masrészt hasznos in vitro
kisérleti bizonyiték arra, hogy az in vivo mddszerekkel, genetikusan modositott, buza fehérje

géneket tartalmazo rizs-mintak alkalmasak lehetnek 1j tipusu élelmiszerek eléallitasara.

Az eredmények Osszefoglalasaként elmondhatd, hogy a rizs tartalékfehérjék mennyisége,
polimer/monomer aranya, az oldhatatlan polimer fehérje frakcid6 mennyisége szerepet jatszik
tészta dagasztasi tulajdonsagainak kialakitasban. A rizs, mint modell rendszer alkalmas a blza
tartalékfehérjéknek a technologiai paraméterek kialakitasaban betoltott szerepének a
vizsgalatara. A kisérletek rendelkezésiinkre all6 hianymutans buzavonalakbol izolalt egyes
HMW glutenin elegységek 5-10%-0s beépiilése a rizsfehérje matrixba megvaltoztatta annak
funkciondlis tulajdonsagait. Ebbdl az kovetkezik, hogy az in vivo transzgénikus rizsben
expresszalt HMW glutenin alegységfehérje ilyen mértékii termelddése hatassal lehet a rizs
dagasztdsi tulajdonsagaira. A dagasztasi paraméterekben bekovetkezd valtozas az altalunk

kidolgozott modszerrel kimutathato.

A buza tartalékfehérjék a rizstészta dagasztdsi paramétereire gyakorolt hatisanak
tanulmanyozasara in vivo transzgénikus rizs vonalakat hoztunk létre. A HMW-GS fehérjék
koziil, a mindségben betdltott meghatarozd szerepe miatt, a Glu-1Dx5 HMW glutenin gént
transzformaltuk sikeresen rizsbe. A transzgén stabil Oroklodését és expresszidjat tobb
generdcioban is kimutattuk. Az els6 generacids transzgénikus vonalakban expresszalt HMW
1Dx5 fehérje mennyiségét az alkohol-oldhatod fehérjék 3-4%-ara becsiiltiik. A jovében a

HMW-Dx5 alegység fehérjét termeld transzgénikus ndvények magjaibol Ordlt liszt
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tulajdonsagait mikro z-arm mixeres kisérletekben vizsgaljuk. Ezekkel a kisérletekkel valaszt
kaphatunk olyan kérdésre, mint az in vivo expresszalt buzafehérje mennyisége megfeleld-¢ a
rizs dagasztasi tulajdonsagainak megvaltoztatasahoz, vagy a transzgén milyen kopiaszdma
biztositja a megfeleld fehérje expessziot.

Az altalunk Iétrehozott HMW Dx5 fehérjét termeld rizs csak egy elénemesitési folyamat
eredménye, amibdl nemesitési folyamatokban elit fajtdkkal Osszekeresztezve megfeleld
terméshozamu és rezisztencidju fajta hozhato 1étre.

Az ilyen fehérjéket termeld rizsfajta olyan fogyasztoi kor szamdra teremthet lehetOséget
stitéipari termékek fogyasztasara, akik panaszaik miatt eddig nem élvezhették.

A jovében a HMW glutenin alegységben dusitott rizs lehetséges alkalmazasi tertileteit, illetve
a célkitlizésben megfogalmazott gluten intolerancidval rendelkezé betegek szdmara az Uj

rizsfajta fogyasztasanak lehetdségét esetleges toxikoldgiai vizsgalatok is igazolhatjak.

A palyazat eredményeként létrejott egy olyan rizs liszt alapi modell rendszer, melyben
vizsgalni lehet a buiza tartalékfehérjék technofunkcionalis tulajdonséagait, olyan mélységben ¢€s
olyan részletekben, mely a kordbban hasznalatos vizsgalé mddszerrel nem lehetséges.

A rendszer kialakitdsa soran olyan paramétereket vizsgaltunk, melyeket eddig még senki nem
vizsgalt- Az OTKA altal tamogatott projektnek koszonhetéen olyan adatok birtokaba
juthattunk ¢és tehetiink kézz€é a tudomdényos vildg szdmara, melyek alapvetdé elméleti és
gyakorlati jdonsagnak szamitanak.

Ilyen tobbek kozott a rizskeményitd hidraticios sajatossagainak megvaltoztatasara irdnyuld
kisérletek eredménye, valamint a rizsliszt vizfelvevd képessége és a fehérjekémiai 0sszetétele
kozotti viszony leirasa, valamint az optimalis vizadagolas modszerének kidolgozasa.

Az 10 modell rendszerben véleményiink szerint finomabb részletekben vizsgalhatjuk a
tartalékfehérjék kiilonbozd szerkezeti tulajdonsagainak, példaul (a) a repetitiv régioé hosszanak,
(b) hidrofébicitasanak, (c) az SH csoportok szdménak és (d) molekuldn beliili
elhelyezkedésének, (e) az SH csoportokat koriilvevd aminosavak tulajdonségainak, (f) a HMW
glutenin fehérje alegységek N terminalis régidja szerkezetének hatasat a sikér szerkezetének és
tulajdonsagainak kialakulasara.

Kozelebb jutottunk a sikér fehérje szerkezetének pontosabb megismeréséhez, példaul az x- és
y-tipusi HMW glutenin fehérje alegységek kapcsolddasanak eddig nem ismert, ill. nem

bizonyitott részleteit irhattuk le.
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Az 1) modell rendszerrel nyert molekula szerkezet funkcid 6sszefiiggések segitségével olyan 1
rekombinans tartalékfehérjék tervezhet6k, melyek buza transzformdlasban célzottan
hasznalhatok az egyes végfelhasznaldi igények kielégitésére.

A palyazatban leirt, sikeres munka eredményeire alapozva a késébbiekben kidolgozhatd egy

ujabb kutatasi projekt, melynek célja 01 tipusu élelmiszer (funkcionadlis élelmiszer) eléallitasa.
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