Doktori (Ph.D.) értekezés

BUDAPEST\

CORV]NUS

EGYETEM

A SZOLO MOLEKULARIS NEMESITESE HASZNOS
GENKONSTRUKCIOK FELHASZNALASAVAL

Zok Aniké
Kertészettudomanyi Doktori Iskola

Budapesti Corvinus Egyetem
Genetika és Novénynemesités Tanszék

Budapest
2013



A doktori iskola
megnevezése: Kertészettudoményi Doktori Iskola
tudomanyaga:  Novénytermesztési €s kertészeti tudomanyok

vezetdje: Dr. T6th Magdolna
egyetemi tandr, DSc

BCE, Kertészettudoményi Kar,
Gyilimolcsterm6 Novények Tanszék

Témavezetok:  Dr. Pedryc Andrzej
egyetemi tandr, DSc

Dr. Oldh Rébert
egyetemi docens, PhD

BCE, Kertészettudoméanyi Kar
Genetika és Novénynemesités Tanszék

A jelolt a Budapesti Corvinus Egyetem Doktori Szabdlyzatiban eldirt
valamennyi feltételnek eleget tett, az értekezés miihelyvitdjdban elhangzott
észrevételeket €s javaslatokat az értekezés atdolgozasakor figyelembe vette,
ezért az értekez€s nyilvanos vitara bocsathato.

Dr. T6th Magdolna Dr. Pedryc Andrzej

Dr. Olah Rébert

A doktori iskola-vezeto A témavezetok jovahagyasa
jovahagyasa



A Budapesti Corvinus Egyetem Elettudoméanyi Teriileti Doktori Tanécsanak
2012.12.04.-i hatarozataban a nyilvanos vita lefolytatisaira az alabbi biralé

Bizottsagot jelolte ki:

BIRALO BIZOTTSAG:

Elnoke
Palkovics Laszlo, DSc

Tagjai
Kozma Pal, CSc
Kocsis Laszlé, DSc
Korbuly Janos, PhD
Deak Tamas, PhD

Opponensek
Mészaros Annamaria, PhD

Bisztray Gyorgy, PhD

Titkar
Deak Tamas, PhD



Tartalomjegyzék

1. FELHASZNALT ROVIDITESEK .........ovuiimiiniiniiieeineiiesesisnesesiesieseseseeeens 6
2. BEVEZETES ...ttt 7
3. CELKITUZES .....ooiiuiiriiiieitseeieeese sttt 9
4. TRODALMI ATTEKINTES ......cotvtiiimiiiiiinniresiesiesisesiesie s 11
4.1. A regeneracids modszerek torténeti attekintése ........ooovevevviiiereiiieeeenieenn. 11
4.1, 1. OTZANOZENEZIS ... eeeeeeueiieeeaiieeeeeiteeeeatteeeaseteeeeeeeeeasaaeeeeeneeeeeaanneeeeanes 11
4.1.2. Szomatikus emMbIrIOZENEZIS. ...cccvvvteeriiiieeriiiteeriiieeeeiieeeeriteeeeiee e 12
4.2. A szbloregeneracios kisérletek eredményei........ceeeeeicvieeeniiieeeeiieeeeeieee. 13
4.3. A novénytranszformacids mOdszerek..........ccvvvviiiiiriiriiiiiiieeiiieee e 17
4.4. Az Agrobacterium mint transzformacios VEKtOT ...........eeeevvvieiiniiiiciiniieeen. 20
4.5. A sz0106 genetikai transzformacidjadnak eredményei..........cccceeeeviiieeennineeennn. 24
4.6. A novényi stressztlir6képesség fokozasanak lehetdségei..........occuvvvereennnnn. 26
4.7. Agrobacterium rezisztens transzgénikus novények...........oococereiiiiiiiniinn.n. 30

4.8. Az in vitro koriilmények és az akklimatiziacié hatékonysdga kozotti

OSSZETUGZESEK ...ttt ettt e e e et e e et ee e et e e e neeas 35
5. ANYAG ES MODSZER .......coovoiimririreeierieeeesesseesessssessesssssssss s sssenes 37
5.1. Felhasznalt anyagok ..........cooeeiiiiiiiiiiiee et 37
5.1.1. Felhasznalt NOVENYEK ........ooviiiiiiiiiiiiieeiiee e 37
5.1.2. Felhaszndlt transzformacios vekKtorok ............ccoeveiriiiiiniieniiceniiicenneen. 37
5.1.3. A transzformdcids vektorok iSmertetése. .........ccovvveerurernueeniueeenieeenneen. 37
5.2. Alkalmazott MOASZETEK .......coeveiiiiiiiiiiiiiiriie et 40
5.2.1. Embriogén kallusz indukcio ..........cccoeieeiiiiiiniiiiei e 40
5.2.2. Az embriogén kallusz felszaporitasa...........cccooeueeeiniiieiinniieeeniiieeenne. 43
5.2.3. Szomatikus embrid indukcid és nOvényregeneracio ...........ceeeeeeeeeennneen. 44
5.2.3.1. A novényregeneracios kisérletek optimalizdldsa............cccceeeeeennnne. 44

5.2.4. SzO10 direkt OTZANOZENEZIS ...eeeeeeeeviiiieeeeeeeiiiiiieeeeeeeriirreeeeeeesnreeeeeeens 44
5.2.5. SzOIO8transZformaCIO .......ccuveeeriiiiiiiiiiiie et 45
5.2.5.1. Embri6 fejlédés indukaldsa és agrobaktériumos kezelés ................. 45

5.2.5.2. Az Agrobacterium €IOIESE ...........ccovvvriiiieeeeeeiiciiieee e 46



5.2.5.3. Novényregeneracio szelekcids taptalajon...........ccceeeeveeeiniieeennnnen. 46

5.2.54. A szllotranszformicié az MsFerr, iaaM és virEl gének

felhasznAlASAVAL .........oooiiiiiiiiiii e 46
5.2.5.5. A transzformdcids kisérletek optimalizaldsa ........cccccceeeeniieiennnneen. 47

5.2.6. AKKIimatizacios KISErletek.........coovuieniiiiiiiiniiiiiiiiiieieeececec e 48
5.2.7. A beépitett DNS jelenlétének ellendrzése PCR analizissel .................... 50
5.2.8. A transzforménsok oxidativ stressztiir6 képességének vizsgalata.......... 52
5.2.9. Agrobacterium rezisztencia vizsgalatoK ..........ccccoeveiiiiriniiieeeeiieee e, 54

6. EREDMENYEK........cootiuiiriimiiniiesiseeieeese s ssses et 56
6.1. Embriogén kallusz indukdldsa portoKon.............cccoeueeeerniieeiinieieniiieeeene 56
6.2. Embriogén kallusz felszaporitasa............ccceeeeiuiiiieiiieiiniiiee e 58
6.3. Novényregenerdcid embriogén Kalluszbol............cocoveeiiiiiiiiiniiiinniicnnnne. 60
6.3.1. A novényregenericio hatékonysdganak optimalizdldsa ..........c.....c........ 60

6.4. DireKt OrZanOZENEZIS . ..cuvveeiiiuiiieeiiieeeeiitte et ee ettt e e et e et ee e 62
6.5. SZOIOranSZEOTMACIO ...ceeuvveeiiiiiiee ettt 63
6.5.1. A transzformécids kisérletek optimalizaldsa ..........coccceeevrviieieniiiennnnne. 65
6.6. Az akklimatizacids kisérletek eredményei..........cceevueeeirniieeiiniciinniieennne. 67
6.7. PCR-ANAITZIS. .....eeeiiiiiiiiiiiieccce e 72
6.8. A transzformansok oxidativ stressztiird képességének tesztelése................. 75
6.9. Agrobacterium rezisztencia vizsgalatok .............ccoeviviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 78
6.10. Uj tudomanyos eredmEnyek................occvoveveeeveeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeesseeenenenen 82
7. EREDMENYEK MEGVITATASA .....coovvvrimtirieniesieeine e 83
8. OSSZEFOGLALAS .......ooiviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 88
9. SUMMARY ..ottt ettt ettt et 90
10. KOSZONETNYILVANITAS ..ottt 92

11. IRODALOMIEGYZEK ... oo e 93



1. FELHASZNALT ROVIDITESEK

2,4-D 2,4-diklorfenoxi-ecetsav

BA benzil-adenin

CaMV karfiol mozaik virus

CP Cheé és Pool (1987) altal leirt taptalaj
DTE dithioerythritol

GA gibberrelinsav

gus [-gliikoronidédz gén

IAA indol-3-ecetsav

iaaH indol-3-acetamid hidroldz gén

iaaM triptofdn-monooxigendz gén

ipt AMP-izopentenil transzferdz gén

MS Murashige és Skoog (1962) alap taptalaj
MsFerr lucerna (Medicago sativa) ferritin gén
NN Nitsch és Nitsch (1969) altal leirt taptalaj
NOA naftoxi-ecetsav

nos nopalin-szintdz gén

nptll neomycin-foszfo-transzferaz gén

PTGS poszttranszkripciondlis génelhallgattatas

TDZ thidiazuron { 1-phenyl-3-(1,2,3-thidiazol-5-yl)-urea}



2. BEVEZETES

A sz010 vilagszerte jelentds gazdasagi novény, mind maga a gylimolcs, mind pedig
a borfogyasztds szempontjdbol. Becslések szerint Eurdpdban 4 millié hektdron folyik
szOlotermesztés, a megtermelt mennyiség pedig 2009-ben elérte a 27 millié tonnat (FAO
statistics, http://faostat.fao.org). A sz6l6 a mezdgazdasdg erdsen kornyezetszennyezd
kultdradi kozé tartozik a felhasznalt ndvényvéddszerek mennyisége miatt. A 19. szdzad
masodik felében az Amerikdbol Eurdpaba bekeriilt lisztharmat és peronoszpéra ma is a
legnagyobb fenyegetést jelenti a vildg sz0l6termesztésére, amely megkoveteli a fungicidek
folyamatos haszndlatdt. Az anyagi raforditds, a kornyezeti terhelés és ezzel egyiitt
egészségiink védelme érdekében is a rezisztens fajtdk termesztése jelenthet egy kedvezébb
megoldast a sz016 novényvédelmében. A gombabetegségeken kiviil jelentds karokat okoz6
Agrobacterium vitis, illetve a sz0l0 virusos betegségei ellen pedig nincs is hatékony
novényvédelmi kezelés. A szOldiiltetvényekben levd tOkék a kiilonbozé gomba-,
baktérium-, és virusfertézéseken kiviil szimos abiotikus kornyezeti stresszhatdsnak vannak
kitéve; ilyenek a magas fényintenzitds, ultraibolya B sugarzas, magas fémion koncentracio,
magas vagy alacsony hoémérséklet, vizhidny, viztobblet és sebzés. A kiilonb6z6
stresszhatdsok jelentdsen befolydsoljdk a novények novekedését, produktivitdsat; és
kiillonb6z6  morfoldgiai, fizoldgiai, biokémiai és  molekuldris  véltozdsokat
eredményezhetnek.

A sulyosbod6 kornyezeti problémdk kovetkeztében egyre nagyobb teret nyertek a
stresszélettani kutatdsok, melyek sordn fény deriilt arra is, hogy szamos, meglehetdsen
kiilonb6z6é életfolyamatokat befolydsolé stressztényezd hatdsa kozos folyamatokra
vezethetd vissza. Ilyen éltaldnos stresszreakcié az oxigénanyagcsere zavara kovetkeztében
kialakul6 kiilonbdz6 mértékben redukélodott aktiv oxigénformdk sejten beliili
felhalmozdéddsa, melyek kérosité hatdsa olykor jelentdsebb, mint az adott abiogén
stressztényez0 egyéb hatésai.

A Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszékén tobb mint
harminc éve kezdddott meg a biotikus és abiotikus stresszel szemben ellendll6 rezisztens
sz0lofajtak keresztezéses nemesitése. Az elddllitott fajtdk (pl. ‘Kunledny’, ‘Kunbarit’) a
magyar sz6l6termesztésben jelentds szerepet jatszottak, mig az uj bor-, és csemegeszolo
fajtakat és fajtajelolteket jelenleg értékeli a piac (pl. ‘Orpheus’, ‘Taurus’). Napjainkban

egyre nagyobb figyelem irdnyul a molekuldris nemesitési modszerekre, a vélemények



pedig a novénynemesités e lehetOségeirdl megoszlanak. A tdrsadalom megfeleld
tdjékoztatasdval és a kutatomunka felelosségteljes végzésével az aggilyok eloszlathatdk.
Erre azért is sziikség van, mert a hagyomanyos keresztezéses nemesitési eljarasokhoz
képest kevésbé iddigényes technoldgidkkal éllithatok eld olyan dj genotipusok, amelyek
akar csak egyetlen tulajdonsidgban kiilonboznek a kiinduldsi fajtatdl. A szdl6 esetében
kiilonos figyelmet érdemel ez a nemesitési modszer, mivel a hagyomédnyos nemesitési
munka sordn egy 4j szOlofajta piacra keriilése akar husz évet is igénybe vehet. Figyelembe
kell venni azt is, hogy egy uj szoOlofajtanak, akarmilyen értékes tulajdonsagokkal
rendelkezzen is hagyomanyos tarsaihoz képest, kevés esélye lenne az elterjedésre a
borfogyasztast meghatdrozé konzervativizmus, valamint a vildgfajtdk piacmeghatiroz6
szerepe miatt. Ezért inkdbb az tlzheté ki célul, hogy az alapfajtitdl csak egyetlen
tulajdonsagban kiilonbozo fajtavaltozatokat hozzunk létre, amelyek jol alkalmazkodnak a
kiilonféle termesztési helyekhez, koriilményekhez.

Az 1863-ban Amerikdbdl behurcolt filoxéranak koszonhetden valt sziikségessé és
terjedt el az oltds gyakorlata a sz6l6termesztésben. Az oltvanyelddllitas soran felhasznalt
alanyok fokozottan ki vannak téve a kiilonbdz0d abiotikus stresszhatdsoknak az arutermeld
iltetvényekben, ezért az alanyfajtdk genetikai médositidsa egy megfeleld alternativa lehet
az oxitativ stressz rezisztencianemesitésben. Az alanyhatdsnak koszonhetéen pedig a
nemes fajtak stressztiir6képessége is fokozhato.

A hasznos génekkel vézett transzformacios kisérletek a GM novények eldallitasan
tul sokat segithetnek a sz616 genom megismerésében, ezdltal kozvetett médon tdmogatjak a
nemesitést is. Napjainkban a genetikai transzformdacié a novényi funkciondlis genomikai
kutatds egyik kulcsmoédszerévé valt, ami izoldlt gének beépitését €s igy transzgénikus
novények eldallitdsat jelenti. A Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és
Novénynemesités Tanszékén bizonyos szOlofajtak esetében rendelkezésre dallnak a
feltételek transzgénikus novények elddllitasahoz, lehetévé téve a genetikai kutatdsok
legdjabb eredményeinek hasznositdsat a gyakorlatban szoros egyiittmitkodésben mas hazai

kutatointézetekkel.



3. CELKITUZES

A Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszékén az elmiilt
években szdmos fajtira dolgoztak ki novényregenerdcids eljardst és a Tanszéken
optimalizalt transzformécids rendszert felhaszndlva modell génekkel transzformalt
novényeket allitottak eld. E munka folytatdsaként, az eddigi eredményeket hasznositva,
hosszabb tidvon a gyakorlat szdmdra is hasznosithaté génekkel moédositott ndvényeket
kivantunk eldallitani. A dolgozat alapjaul szolgald kisérletek sordn a f6 célunk az volt,
hogy Agrobacterium vektor felhasznildsaval hozzunk létre Agrobacterium rezisztens,
illetve novelt oxidativ stressz ellendllésdgot mutaté sz6l0 novényeket. A kitlizott cél
eléréséhez sziikséges munkat tobb szakaszra osztottuk fel.

Elsé 1épésben a genetikai transzformécidhoz elengedhetetlen sz6l6 regenerdcids
rendszerek tovabbfejlesztését kivantuk megvaldsitani. Munkankat mind az organogenezis
mind a szomatikus embriogenezis teriiletén terveztiik elvégezni, szomatikus embriogenezis
esetében a fajtdk és genotipusok széles korén, kiillonos tekintettel a Tanszékiinkon
eloallitott fajtdkra. Kutatdsaimhoz nagy segitséget nyujtott, hogy a Budapesti Corvinus
Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszékének munkatirsai rendelkezésemre
bocsatottdk a ‘Richter 110’ sz616 alanyfajta embriogén sejttenyészeteit, igy tapasztalatokat
szerezhettem a szOl6 embriogén sejttenyészetek felszaporitdsar6l €s a szomatikus
embriogenezisen keresztiil torténd novényregeneraciorol.

Maisodik 1épésben célunk volt a sz68l6 genetikai transzformdicié koriilményeinek
optimalizaldsa azaltal, hogy a transzformécids kisérletekhez felhasznalt embriogén anyagot
homogenizéljuk és a folyamatos szelekciés nyomds mellett fenntartott feltételezhetéen
transzformédns szomatikus embridk regenerdcidés hatékonysdgat noveljiik, valamint a
regeneracids id6 hosszat lerdviditsiik.

Harmadik 1épésben a hatékony regenericidés és transzformdicids technikdkat a
szOlotermesztési gyakorlat szamdra is hasznos informéciokkal szolgdlé génkonstrukcidok
felhaszndldsdval a kovetkezd teriileteken kivantuk hasznositani: a sz6l6 oxidativ
stressztliré képességének novelése lucerna ferritint termeld novények eldéllitasaval, illetve
Agrobacterium rezisztens novények elddllitisa az A. tumefaciens virEl génjének
expresszaltatdsdval, valamint a géncsendesités mechanizmusaval.

A tansz€kiinkon alkalmazott akklimatizacios eljards a transzformalt sz616 novények

esetében nem mukodott megfeleld hatékonysdggal, ezért a Budapesti Corvinus Egyetem
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SzOlészeti és Bordszati Kutatd Intézetével (Kecskemét) egyiittmiikodve kiilonbozd
kisérleteket végeztiink el annak érdekében, hogy a transzformalt és mikroszaporitott sz616
novények edzését és iiveghdzba torténd kiiiltetését hatékonyabba tegyiik.

Utols6 1épésben pedig a ‘Pegazus’, ‘Csépi muskotdly’, ‘Borostydn’, ‘Odysseus’,
‘Orpheus’, ‘Taurus’, ‘Korai bibor’ és ‘Pannon frankos’ tanszéki nemesitésii fajtak
kiilonb6z6 Agrobacterium torzsekkel szembeni ellendllésdgat kivantuk tesztelni a
Budapesti Corvinus Egyetem Sz06lészeti és Bordszati Kutatd Intézetével (Kecskemét)

egyiittmiikddve.
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4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1. A regeneracios médszerek torténeti attekintése

Az izolalt novényi részek in vitro tenyésztése a sejtkultirdkkal kezdddott. A
novényi sejtek, szovetek mesterséges, laboratériumi koriilmények kozott vald tenyésztését
eldszor a német Haberland (1902, in Dudits and Heszky 1990) kezdte meg. A szerv- és az
embridtenyésztésben eldszor Hannig (1904, in Dudits and Heszky 1990) ért el sikereket. A
masodik nagy attorést Kotte (1922, in Dudits and Heszky 1990) hozta, akinek sikeriilt
gyOkércsucsokat tenyésztenie tdptalajon. A tdptalaj hatdsara az inokulumok nem csak
novekedtek, hanem oldalgyokereket is fejlesztettek (Mardti 1972, in Dudits and
Heszky 1990). Az embridtenyésztésben a francia Mallyard (1921, in Dudits and
Heszky 1990) és a német Laibach (1925, in Dudits and Heszky 1990) ért el eredményeket.
Rajottek, hogy a kiilonb6z6 kultirak 1étesitésének az a feltétele, hogy a sejtek és a szovetek
osztodasra képesek, tehit merisztématikusak legyenek. A gyokér és hajtiskezdemények
tenyésztése mellett egyidejiileg a levelek, virdgok és a virdgzati részek tenyésztésével is
prébalkoztak (Bonner et al. 1939, in Dudits and Heszky 1990). A virdg és virdgrészek,
illetve a termés aszeptikus tenyésztésének modszereit Gregory (1940, in Dudits and
Heszky 1990), Taylor (1950, in Dudits and Heszky 1990) és Vasil (1957, in Dudits and
Heszky 1990) dolgoztdk ki. Ezekre a kutatdsokra alapoztdk a pollenbdl kiindulé jarulékos
embriok tenyésztését napjainkban, ambar ezeket a kisérleteket 1952-ben egy nemzetkozi
botanikai kongresszuson egyes kutatok ,,a képzelet vad szarnyaldsdnak™ tartottdk (Dudits
and Heszky 1990).

A novénybiotechnoldgia legnagyobb lehetdségét napjainkban - ellentétben a human
kutatdsokkal - a novényi szervezet regenerdldsa jelenti, mesterséges koriilmények kozott
tenyésztett szomatikus sejtekbdl. A regenerdcid sordn az a cél, hogy a differencidlatlan
sejtekbdl novényt kapjunk. A regenerdcidonak két f6 mddjat sikeriilt indukdlni és

fenntartani, az organogenezist €s a szomatikus embriogenezist.
4.1.1. Organogenezis

A szervdifferenciicié inditisdhoz a novény minden olyan része felhasznélhato
inokulumként, amely merisztéma, kambidlis vagy parenchima szovetet tartalmaz. A
kultdra inditasdhoz a leggyakrabban felhasznalt novényrészek a kovetkezok: levél-, szar-,

és gyokérrészek, valamint virdg, embrid és sziklevél (Flich et al. 1983). A taptalajra
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helyezett steril novényi rész sejtjein eldszor gyakran dedifferencidlddott sejtek tomege, a
kallusz alakul ki (Bingh et al. 1989). A kalluszkultirdk sejtosszetételiik szempontjabol
heterogének, de éltaldban homogén sejtpopuldcidonak tekinthet6k (Maréti 1972, in Dudits
and Heszky 1990). A sejtek sokféleségének kiilonbozo okai lehetnek. Ilyenek, pl.: a kallusz
eredete, a tenyésztés fizikai koriilményei (fény, ho, levegd), a vizsgalt szovetrész és a
taptalaj Osszetétele. A kalluszszovetbdl kiindulva az alaptipkozeghez (4svanyi elemek,
cukor, vitaminok, inozit) hozzdadott megfeleld6 hormonok hatdsira szervképzodés
indukéldédik (Linsmaier and Skoog 1965). A kalluszban 1év0 sejtekbdl egy olyan osztddasi
folyamat indulhat, amelynek sordn apikdlis merisztéma centrum alakul ki. Ebbol gyokér-
és hajtaskezdemény, majd novényi szervek keletkeznek. A megfeleld tipanyagellatottsag
biztositja a citoplazma felépitéséhez sziikséges anyagokat. A ndvekvd kalluszkultdrak
sejtjeinek nagy része vakuolds, kisebb része pedig vakuola nélkiili kambidlis sejt. Ha
ezekben a kultdrdkban hosszabb inkubdciés idOtartamot vagy az osztodast gitld
auxinkoncentraciét alkalmazunk, akkor a sejtek tdgulnak és szdllitészoveti elemek
differencidlédnak. A gibberellinsav is fokozza a nyaldbképzddést kis auxinkoncentracid
jelenlétében. A hajtastenyészetek leggyakoribb tiptalaja az MS (Murashige and
Skoog 1962) tapkozeg tiamin és mezo-inozit kiegészitéssel. A fejlédd hajtasok
tovdbbszaporitisa a noddlis részekkel, illetve merisztémdkkal folyhat (Dudits and

Heszky 1990).
4.1.2. Szomatikus embriogenezis

Az embri6 a fejlédése folyaman kiilonb6z6 morfoldgiai stddiumokkal jellemezheto:
gomb, sziv, torpeddé és érett embridé (Ammirato 1983). Ezt az alakvéltozast
szovetdifferencidlodas kiséri. Az embriogenezist két f6 szakaszra oszthatjuk, az els6 a
heterotréf, a masodik az autotréf fazis. Az autotréf szakaszon beliill megkiilonboztetiink
autoném, élettani érettségi és Okoldgiai érettségi stddiumot. Az autoném szakaszt az
embrié novekedése jellemzi, az élettani €rettség stidiumdban az embrid eléri a teljes
differencialtsagot. Az 6koldgiai érettség az embrid csiraképességét jelenti. Embridkultiirat
nemcsak az embridk magbdl torténd kiprepardldsidval és azok tovdbbnevelésével
nyerhetiink. Megfigyelték, hogy a szomatikus sejtek 2,4-D-t (2,4-diklérfenoxi-ecetsav)
tartalmazd tiptalajon sejtaggregdtumokat képeznek. Ha ezeket 2,4-D-t nem tartalmazd
taptalajra helyezziik, az osztéddsok szdma lecsokken és a sejtekbol gomb alakid
proembrioidok indulnak fejléddésnek. Az embriogén sejtekbdl all6 kallusz egy grizszeri

szerkezetet mutat, sdrgdsfehér szinii (Forgdcs et al. 2011). Folyadékkultirdban a kallusz
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allapota mikroszképos vizsgalattal jol elkiilonithetd. Az embriogén kallusz sejtjei
gombszertiek, kis vakuélumokkal rendelkeznek és sok keményitd taldlhaté benniik. A
szomatikus embriogenezis a gomb stddiumig megegyezik a zigdtds embriogenezissel, a
gdmb stadium elérése utdn a szomatikus embridkon kialakulnak a feliileti epidermiszsejtek
és a protoplasztiszok fejlodésével lassan megindul a fotoszintézis, igy fény jelenlétében az

embrioidok megzoldiilnek (Ammirato 1983).
4.2. A széloregeneracios kisérletek eredményei

A sikeres genetikai transzformacids kisérletek alapja a hatékony novény-sejt-
novény regenerdcios rendszer. Az elso sikeres jarulékos organogenezisrol szold esetében
Rajasekaran és Mullins (1981), szomatikus embriogenezisrél Mullins és Srinivasan (1976)
kozoltek eldszor eredményeket. Napjaink irodalmét attekintve elmondhatjuk, hogy a
kiilonbozo transzformacids eljarasoknal gyakran alkalmaznak szomatikus embridkat. A
szomatikus embriok indukcidjira, valamint a transzgénikus novények regenerdcidjira
tobbféle eljards létezik. Kiilonbség mutatkozhat a fajtdk kozott a felhaszndlt novényi
részben, a tdptalaj Osszetételében és a kisérleti koriilményekben. A fajtak kozotti
kiilonbségeket Maillot és munkatarsai (2006) embriogén kallusz indukcids kisérletei is
alatamasztjak. Kisérleteikben 6 Vitis vinifera és a [(V. berlandieri x V. colombard) x (V.
vinifera x V. berlandieri)] eredetii ‘Fercal’ alanyfajta egy-riigyes hajtds darabjain kaptak
embriogén kalluszt. A ‘Fercal’ alanyfajta esetében az embriogén kallusz indukcié levél
szegmenseken is sikeres volt.

Nakano és munkatdrsai (1997) 23 genotipussal dolgoztak. A V. vinifera,
V. x labruscana és V. rupestris fajokat felhaszndlva levélbol, portokbdl €s maghazbodl
inditottak kultirakat. Harst (1995) levéllemezbdl és nyélbol indult ki, a V. thunbergii és az
inter-specifikus ‘Chancellor’ hibrid felhasznaldsaval. Késobb (Harst et al. 1998) V. vinifera
fajtajeloltekbdl valamint a ‘Rajnai rizling’, a ‘Dornfelder’ €s a ‘Rizlingszilvani’ fajtakbol
inditott portokkultdrdkat, amelyekbdl szomatikus embridkat kapott. Scorza és munkatarsai
(1995) zigotikus embriobdl indultak ki, a kisérletben harom kiilonb6zé genotipusu
magvatlan V. vinifera fajtajelolt (2-19-6; 72-659-2; 69-636-5) szerepelt. Levéllemez
felhaszndlasdaval (Scorza et al. 1996) a ‘Thompson’ V. vinifera fajta esetében kaptak
szomatikus embridkat. Vilaplana és Mullins (1989) ‘Sultana’, ‘Granache’ és ‘Gloryvine’
hipokotilbdl és jarulékos gyokérbdl dllitottak eld szomatikus embridkat. Portok kultirabdl

indult ki és embriogén kalluszt kapott Cersosimo és munkatdrsai (1990) V. rupestris és V.
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berlandieri fajokbdl; Mozsar és Siile (1994) V. vinifera fajtdkbdl (‘Chasselas’,
‘Sziirkebarat’, ‘Ezerjé’, ‘Piros Szlanka’, ‘Ezeréves Magyarorszdg Emlékére’), valamint a
V. amurensis és a Vitis sp. ‘Georgikon 28’ esetében; tovabba Perl és munkatarsai (1996) a
‘Superior’ V. vinifera fajtandl. Szintén portok kultirdbdl kiindulva, de szomatikus
embriokat is kapott a V. rupestris faj esetében Martinelli és Mandolino (1994). Szamos
fajta esetében (tobbek kozott ‘Chardonnay’, ‘Favorit’, ‘Kunledny’ stb.) szdmoltak be Oldh
és munkatarsai (2003b) embriogén sejttenyészetek eldallitdsardl portokon.

Portokon embriogén kallusz fejlédés indukéldsara leggyakrabban a 2,4-D és
BA (benzil-adenin) kombinacidjat hasznaljak (Martinelli and Gribaudo 2001a). Pino-Sintra
(2007), ill. Lopez-Pérez és munkatarsai (2005) embriogén kallusz indukcios kisérleteikben
szintén a 2,4-D és BA haszndlatat taldltdk a leghatékonyabbnak a fajtdk széles korében.
Emellett Mullins és Srinivasan (1976), Stamp és Meredith (1988) kisérleteiben a NOA
(naftoxi-ecetsav) és BA hormonkombinécié is hatékonynak bizonyult. Murthy és
munkatérsai (1998) fedezték fel, hogy 1étezik egy szintetikus vegyiilet, a thidiazuron [TDZ,
1-phenyl-3-(1,2,3-thidiazol-5-yl)-urea], amellyel a szomatikus embrio- és morfogenezis
hormondlis igénye helyettesithetd. Ezt a vegyiiletet néhdny Viris genotipus esetében
sikeresen hasznaltak arra is, hogy a BA-t helyettesitsék vele; bar az eredmény erdsen
fliggott attdl, hogy milyen tipusd szovettenyészetet és genotipust haszndltak a kisérletek
sordn. ‘Seyval blanc’ levélkorongok és protoplasztok esetében szomatikus embriogenezis
indukaldsara 0,88-0,90 mg/l TDZ-t hasznaltak (Harst 1995, Reustle et al. 1995). Hasonl6
koncentraciokat (0,88-1,1 mg/l) alkalmaztak folyékony kultirdban mdsodlagos embridk
fejléddésének indukdldsara (Bornhoff and Harst 2000), illetve, hogy embriogén vonalakat
inditsanak portokokrdl (Iocco et al. 2001). Nakano €s munkatarsai (1997) 2,2 mg/l TDZ-t
hasznéltak, hogy masodlagos embriogenezist indukéljanak kiilonbozd genotipusi levél
explantdtumokon. Kiilonboz6 sz6l6 genotipusok mikrospoéra tenyészeteinél 0,2-2,0 mg/l
TDZ-t haszndltak embridgenezis indukéldsara (Sefc et al. 1997), ‘Rajnai rizling’ portokok
esetében pedig két hetes BA kezelés utdn 2,2 mg/l TDZ-t alkalmaztak (Harst-
Langenbucher and Alleweldt 1993). Vitis x Labruscana esetében az embriogén vonalak
hosszi tava fenntartdsdhoz 0,044 mg/l TDZ is elegendonek bizonyult (Motoike et al.
2001). Tobb alanyfajta esetében is (‘Borner’, ‘Richter 110°, ‘SO4’, ‘St. George’, ‘Teleki
5C’) sikeresnek bizonyult a 0,05 mg/l TDZ alkalmazasa az elmilt években (Olah et al.
2003a). A kiilonb6z6 novényi novekedésszabdlyozok hasznalata mellett a taptalajok elemi
Osszetételét érintd mindségi és mennyiségi véltozdsok szintén hatdssal vannak az

embriogén kallusz indukcidra (Perrin et al. 2001).
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Torregrosa (1998) V. rupestris x V. berlandieri eredeti ‘Richter 110’ alanyfajtarol
inditott portokkultirat, amelyet két kiilonboz6 auxin-koncentrdcidju tdptalajra helyezett.
Az elso taptalaj S uM 2,4-D-t és 5 uM NOA-t, a masodik taptalaj 2,5 uM 2,4-D-t és 2,5
uM NOA novekedésszabdlyz6 anyagot tartalmazott. Hat hét elteltével a kettes tipusi
taptalajon indult meg az elsédleges és masodlagos embriogenezis. A torpedd (2-4 mm
hosszt) alakban 1évé embridk fél MS alaptaptalajra keriiltek 4at. Az embridkat
transzformécidhoz hasznélta fel.

Vidal és munkatirsai (2009) nyolc kiilonb6z0 V. vinifera fajta embriogén
kapacitdsat vizsgaltdk portok és ovarium tenyészetekben. Kisérleteikben a kiilonb6z6
fejlettségi stddiumban inditott kultdrdkat 2,4-D és BA hormonkombindciéval kiegészitett
MS, illetve 2,4-D és NOA tartalmi NN tdptalajra helyezték. Kikkert és munkatarsai (2005)
embriogén kallusz indukcids kisérleteikben 12 fajta (Vitis sp.) ovarium és portok
tenyészeteit tesztelték harom kiilonboz6 taptalajon. Gambino és munkatarsai (2007) 6t V.
vinifera és a V. berlandieri x V. rupestris cv. ‘Richter 110’ alanyfajta embriogén kallusz
indukcidjahoz éretlen virdgbimbodkat, ovariumokat és portokokat helyeztek 2,4-D-vel és
BA-nel kiegészitett NN tdptalajra. Kisérleteikben a virdgbimbdk alkalmazdsa a legtobb
fajta esetében hatékonyan miikodott, a ‘Richter 110°, ‘Chardonnay’ €s ‘Grignolino’ fajtak
esetében pedig a portokkultirdkban kapott eredményeket is meghaladta.

Cutanda és munkatdrsai (2008) a ‘Macabeo’ és ‘Tempranillo’ V. vinifera fajtak
embriogén kapacitdsat vizsgéltdk két kiilonbozd fejlettségi dllapotban 1évd portokokon. A
portokokat portoknyéllel egyiitt helyezték a tdptalajra. A kiinduldsi anyag fejlettsége
mellett tesztelték a 48 6rds 4°C-on torténd hidegkezelés hatdsat, valamint két kiillonb6zd
taptalaj hatdsit az embriogén kallusz indukciéra. Kisérleteikben megfigyelték, hogy
legnagyobb gyakorisaggal a portoknyélen kaptak embriogén kalluszt.

Perrin és munkatarsai (2004) embriogén kalluszindukcids kisérleteikben 13 nemes-,
és 6 alanyfajta portoknyéllel egyiitt kiprepardlt portokait helyezték 2,4-D és BA
hormonokkal kiegészitett 5 kiilonboz6 taptalajra. Megfigyeléseik szerint a portok
kultdrdknal nagyon gyakori a portoknyélen torténd embriogén kalluszfejlodés, melyet
véleményiik szerint a portokok csészérdl torténd levalasztasi moédja is befolyasol. Ezért a
‘Rajnai rizling’ portoktenyészetekben kétféle eljarast hasonlitottak Ossze: a portokokat
spontdn levalasztottdk a csészérdl, vagy a csatlakozdsi helyt6l koriilbeliil 0,5 mm-nyi
tdvolsagra vagassal tavolitottdk el azokat. Kisérleteikben a vdagdsos technoldgia
szignifikdnsan befolydsolta a portoknyélen fejlédott kallusz gyakorisdgit, 18,04%-r6l

43,16%-ra emelte azt.
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Lopez-Pérez és munkatarsai (2005) a ‘Sugarone’, ‘Crimson Seedless’, ‘Italia’ és a
‘Don Marco’ csemegeszOlofajtdk portok-, és ovariumtenyészetein kaptak embriogén
kalluszt a 2,4-D és BA hormonokkal kiegészitett MS tédptalajon. A szomatikus
embriofejlédés indukdldsdhoz az embriogén kultirdk fél MS tdptalajra keriiltek Aat.
Kisérleteikben tesztelték az aktiv szén (0,25%) hatdsat a szomatikus embri6fejlodésre. A
‘Crimson Seedless’, ‘Italia’ és ‘Don Marco’ fajtdk esetében az aktiv szén haszndlata
elengedhetetlennek bizonyult a szomatikus embriéfejlédés indukalasiahoz, a ‘Sugarone’
fajta esetében pedig a hatékonysagot sikeriilt ndvelni (5,8%-161 99,5%-ra). Hébert-Soulé és
munkatérsai (1995) az aktiv szén torped6 stddiumban 1€v6 szomatikus embridkra gyakorolt
jotékony hatdsiat annak abszorpcids képességével magyardzza azaltal, hogy megkoti a
taptalajban jelenlévd potencidlis csirdzdsgatlé anyagokat.

Jayasankar és munkatarsai (2003) a folyékony tdptalaj alkalmazasanak szomatikus
embriogenezisre gyakorolt hatdsit vizsgaltdk. A 2,4-D és BA tartalmi szilird MS
taptalajra helyezett ‘Chardonnay’ és ‘“Thomson Seedless’ portokokon, ill. levélkorongokon
kapott embriogén kallusztenyészetekbdl 2,4-D-t tartalmazé szuszpenzids kultdrdkat
inditottak, majd a szilard és folyékony tenyészetek tovabbi fejlodését a Li és munkatérsai
(2001) altal leirt szilard X6 taptalajon hasonlitottdk 6ssze. Kisérleteikben megfigyelték,
hogy a folyékony tdptalajb6l szdrmazé érett szomatikus embridk a szildd téptalajrol
szarmazo6 embridkhoz viszonyitva kisebb sziklevelekkel és nagyobb méretii szuszpenzorral
rendelkeztek. A hipokotil és a sziklevelek hosszdnak ardnyait vizsgalva megallapitottak,
hogy a szilard taptalajrdl szairmazo szomatikus embridkon a sziklevelek hosszabbak voltak
a hipokotilndl, a folyékony téptalajbdl szirmaz6 embridkon pedig ez az arany pont forditva
alakult. A zigotikus embriékon a hipokotil és a sziklevelek hossza koriilbeliil azonos
(Jayasankar et al. 2003). Kordabbi megfigyeléseik szerint (Jayasankar et al. 1999) a
zigotikus embridk fejlédésével ellentétben a folyékony taptalajbdl szarmazd kultirdknal
nem alakult ki magnyugalom. Gray and Purohit (1991a, b) szilard taptalajrdl szarmazé
tenyészeteiken a szomatikus embridfejlodés indukaldsa sordn szintén megfigyelték a
magnyugalmat, melyet aztin kiilonbozd kezelések hatdsara sikeriilt feloldaniuk. A
magnyugalom a szomatikus embridk fejlédése sordn felhalmoz6d6 abszcizinsavnak
koszonhetd (Rajaeskaran et al. 1982), és tobbek kozott exogén giberrelinsav
alkalmazaséaval feloldhaté. Mivel a szuszpenzorban is torténik giberrelin szintézis, ezért
Jayasankar és munkatdrsai (2003) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a szuszpenzids
kultdrakbodl szarmazé szomatikus embridk nagyobb méretli szuszpenzordnak koszonhetd a

magnyugalom elmaradasa ill. az embridk korabbi csirdzasa.
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Valerii és munkatérsai (2003) az indolecetsav (IAA, 0,1 mg/l) és a BA (0,5 mg/l)
hatdsat vizsgiltdk a ‘Bianca’, ‘Podarok Magaracha’ és ‘Intervitis Magaracha’ levélnyél
darabokon fejlédott embriogén kallusz szuszpenzids tenyészeteiben. Megfigyeléseik
szerint a gomb stddiumi embridk fejlodésére az 1AA-val kiegészitett NN tdptalaj volt
kedvez6 hatdssal, a BA tartalmu taptalaj haszndlata a sziv stiddium elérését segitette. A
torpedd stddium eléréséhez pedig szintén az IAA-val kiegészitett NN tdptalaj haszndlata
bizonyult kedvezének. A szomatikus embridk tovabbi fejlodéséhez 0,5 mg/l
gibberellinsavval (GA) kiegészitett folyékony taptalajt haszndltak, majd a sziklevéllel
rendelkez6 kis novényeket 0,5 mg/l BA-nel kiegészitett szilard taptalajon nevelték tovabb.

Amar és munkatarsai (2007) cukkini és petrzselyem, majd a ‘“Tempranillo’
szOl6fajta szuszpenzids sejtkultdrdkrél szdrmazd, az tn. kondiciondlt téptalaj hatdsat
vizsgaltak kiilonbozd szdlofajtdk portok eredetii embriogén kallusztenyészeteire.
Kisérleteikben a NN tdptalaj kiilonbozd vaéltozatait hasznaltdk. Az inditdskor 50 ml
kondiciondlt és 50 ml friss tdptalajt tartalmaz6 kallusztenyészetekben a megfeleld
embriogén struktdrdk gyors felszaporodasit tapasztaltdk a kondiciondlt téptalaj eredetétol
fiiggetleniil. Az autokldvozds utdn felhaszndlt kondiciondlt tdptalaj esetében azonban a
100% friss taptalajban inditott szuszpenzids tenyészetekhez hasonlé eredményeket kaptak.
Amar és munkatarsai (2007) azt is bizonyitottdk, hogy az indul6 tenyészetekre gyakorolt
pozitiv hatdsért a kondiciondlt taptalajokban megtaldlhaté arabinogalaktian extra-cellularis
fehérje a felelds. Az embriogén kallusz felszaporitdsa utdn a tenyészeteket naponta friss
hormonmentes folyékony taptalajba helyezték at. 5-6 hét elteltével a szinkronizalt
fejlodési, torpedod stdiumban 1évo szomatikus embridk aktiv szénnel kiegészitett taptalajra
keriiltek 4t, melyek aztin fényen gyokérrel és hajtassal rendelkezd novényekké

regeneralddtak.
4.3. A novénytranszformaciés modszerek

A genetikai transzformdicié sordn a gazdandvény genomjiba egy tetszOleges
szarmazasd gént épithetiink be. Ezzel elérhetjilk, hogy az idegen gént tartalmazo,
ugynevezett transzgénikus novény valamilyen tulajdonsidgdban feliilmilja az eredeti
gazdanovényt. Az idegen gének bejuttatdsa torténhet kozvetlen médon, vagy vektorok
kozvetitésével (indirekt). Az aldbbiakban a gyakorlati szempontbdl legfontosabb

modszereket sorolom fel.
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Kozvetlen DNS-beviteli médszerek:
Transzformacié polietilén-glikol (PEG) felhasznalasaval

Ezzel a modszerrel protoplasztokat transzformdlhatunk. A gyengén negativ
polaritisi PEG-molekuldk hidrogénhid-kotéssel kapcsolodnak a viz, a fehérjék és a
szénhidratok megfeleld molekula részleteihez, valamint a Ca*"-hoz is, melyet a PEG-gel
egylitt a protoplasztokhoz adagolunk. Ennek kovetkeztében a plazmalemmak molekuléi
kozott atrendezodés megy végbe, ami megbontja a sejthartya integritasat, és igy lehetové

valik a sejt szdmadra az idegen eredetii DNS felvétele (Davey et al. 1980, Krens et al. 1982).
Transzformacio elektroporacioval

Protoplasztok transzformélasat teszi lehetové az elektropordci6. A moddszer
Iényege, hogy rovid ideig tartd erls elektromos impulzusok hatdsdra a protoplaszt
membranjan atmenetileg lyukak képzddnek, amelyeken keresztiil az idegen DNS bejuthat
a sejtbe. Emldssejteken dolgozva igazoltdk el0szor a DNS-felvétel megnovekedését
elektromos impulzus hatdsdra (Neumann et al. 1982). Kés6bb hasonlé kozlemények
jelentek meg a novényi sejtekkel kapcsolatban is (Fromm et al. 1986, Riggs and

Bates 1986).

Mikroinjektalas

A mechanikai tdton torténd DNS-bevitel egyik lehetséges mddja a DNS-oldat
beinjektdldsa a protoplasztokba, illetve kdzvetleniil a sejtmagba (Crossway at al. 1986). Az
injektalds invert-mikroszkdpra szerelt mikroinjektalé berendezéssel torténik. A tobb ezer
donor DNS kopidb6l mikroinjektalaskor 1-2 az intergdlddott képidk szdma. Az allati
sejtekbe (himivarsejtek, petesejtek, zigotdk, embriondlis sejtek) torténd géntranszfert

ugyanezzel a modszerrel végzik.
Génbelovés

A ,,génbelovés” kifejezés a modszer 1ényegére utal, miszerint a DNS €16 sejtekbe,
szovetekbe torténd juttatisa egy génbelovo késziilékkel (,,génpuskdval”) torténik. Az
eljards lényege, hogy a DNS molekuldkat hordozé mikrolovedékeket (1-2 wm atmérdja
wolfram vagy arany részecskéket) He- illetve N-gdzzal nagy sebességre gyorsitjak fel, igy
a részecskék athatolnak a sejtfalon és a sejtmembranon, magukkal széllitva a sejtek

belsejébe az idegen DNS-molekuldkat. A sejtek egy része tdléli az igy okozott sériilést,
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osztodik és ezekbdl a sejtekbdl megfeleld szelekcids koriilmények kozott ndvények

regenerdlhatok (Dudits and Heszky 1990).
Transzformacio szilikonkarbid-tiik felhasznalasaval

A mddszer 1ényege, hogy a tenyésztett ndovényi sejteket folyékony tdptalajban,
szilikon-karbid mikrotiik és plazmid-DNS jelenlétében razatjadk. Az eljards sordn a
mikroméretli szilikonkarbid tiik belefirddnak a sejtekbe, és magukkal viszik az oldatban

1év6 DNS molekuldkat (Jenes 1999).

Vektor alapu (indirekt) DNS-beviteli médszerek:
Virusvektorok

Elsésorban a kétszald (Caulimosaic virusok) és egyszali (Geminivirusok) DNS-
virusok Kkeriiltek alkalmazdsra. A karfiol mozaik virus (CaMV) klénozdsa sordn
megfigyelték, hogy a klénozott virus megtartotta fertdzoképességét. Azt is megfigyelték,
hogy bizonyos DNS-szakaszok eltdvolitdsa nem hat ki a virus fertdzOképességére, €s igy
az eltavolitott DNS szakaszok helyére idegen rezisztenciagént épitettek be (Brisson et al.
1984). Annak ellenére, hogy a transzformacié sikeres volt, tobb tényezd is gitolja a
modszer elterjedését. A virusmolekula csak kisméretli DNS-szakasz befogadasara képes, a
virusgének megnyilvdnuldsa miatt pedig a transzformans novényeken betegségtiinetek
jelennek meg. Lényeges hatrany tovabba, hogy altalaban sziik a fert6zhetd novények kore.
A virdlis szekvencidk Agrobacterium T-DNS vektorba (lasd 3.4. fejezet) torténd klénozasa
vezetett az Un. agroinfekcids rendszer kidolgozdsahoz (Grimsley et al. 1987).

A virusindukélt géncsendesitést (VIGS) a novényi sejtben replikdl6dd virusok
indukéljak sajat RNS genomjukkal szemben. Ha a virus genomja idegen szekvencia elemet
is tartalmaz (amely homoldg egy névényi endogén génnel), akkor az endogén gén mRNS-e
is szekvenciaspecifikusan lebomlik és igy az endogén gén hidnydra jellemzo fenotipus
alakul ki a novényen. A VIGS ezen tulajdonsiga lehet6vé teszi, hogy a novények e
védekezd mechanizmusat felhaszndlva ismeretlen funkcidju szekvencidkhoz funkcidt
rendeljiink, vagy adott funkcidji gének funkcidvesztésének hatdsat vizsgaljuk (Burgyan
2006).
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Agrobacterium vektorok

Az Agrobacterium fajok szintén rendelkeznek azzal a képességgel, hogy a novényi
genomba géneket juttassanak. Az Agrobacterium fajok és a veliik valo transzformacié

lehetoségeit részletesen a kovetkezo fejezet tartalmazza.
4.4. Az Agrobacterium mint transzformacios vektor

Az Agrobacterium fajok egyediildlléan rendelkeznek azzal a képességgel, hogy a
novényi genomba géneket integrdljanak. A Rhizobiaceae csalddba tartoz6, Gram-negativ,
patogén talajbaktériumok az Agrobacterium nemzetség képviseldi, az A. tumefaciens, az A.
vitis, az A. rhizogenes és az A. rubi fajok. A kétszikii novényeket sebzési helyeken fertdzik,
majd a fert6zott novényeken tumorfejlddést, illetve hajszalgydkeresedést okoznak. Az A.
rhizogenes f0leg almatermésii gytimolcsfajokat, mig az A. rubi a Rubus fajokat betegiti. Az
A. tumefaciens szamos ndvényfajon indukdl tumorképzddést, az A. vitis pedig a sz610n idéz
elo torzs-, kar-, vagy vesszogolyvat (Folk and Glits 1993).

A sz016 agrobaktériumos vesszogolyvdja a foldiinkon mindenhol el6forduld
betegség, amely az intenziv miivelési iiltetvényekben silyos terméskiesést is okozhat. A
fert6zott novények gyengén fejlodnek, levélzetiik sargdszold vagy voroses, a levelek
olykor kanalasoddk. A talaj feletti részeken karfiolszerti, egyenetlen feliileti tumorok
képzddnek (Folk and Glits 1993).

A tumorszovetek in vitro hormonmentes tdptalajon novekedésre képesek és
specifikus aminosav szdrmazékokat un. opinokat (pl. oktopint, nopalint, agropint)
termelnek, szemben az egészséges novényi szovetekkel. A tumorképzddésért és az
opinszintézisért az Agrobacterium sejtekben taldlhat6 Ti-plazmid felelds (Zaenen et
al. 1974). DNS hibridizicidval igazoltdk, hogy a baktériumfert6zés sordn a Ti-plazmid egy
része, az un. transzfer vagy T-DNS dtkerill a ndvényi sejtekbe, és stabilan integralodik a
sejtmag DNS dllomadnydba. Ezek a kisérleti eredmények nagyon fontosak voltak, mert
fényt deritettek egy természetes génatviteli mechanizmusra, amelynek sordn bakteridlis
gének épiilnek be a fertdzott novények sejtmagi drokitdanyagaba.

A T-DNS hozzavetolegesen 21-23 kilobazis hossziisdgi, amelyen a tumoros
novekedésért és az opinszintézisért felelds gének lokalizalhatdk, és amelyet két rovid, 25
bazispar hosszisagu ismétlddo hatirszekvencia (bal oldali hatdrolé régié: LB, jobb oldali
hatdrol6 régi6: RB) vesz koriil. A tumoros novekedésért felelds gének novényi novekedési

hormonok bioszintéziséért felelds fehérjéket kodolnak, melyek tdltermelése felboritja a
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normdl novényi sejtosztédast és differencidcidt. Az egyik novekedési hormon az auxin
(indol-3-ecetsav, IAA), melynek bioszintéziséért két gén, az iaaM és az iaaH altal kddolt
enzim, a triptofdn-monooxigendz és az indol-3-acetamid hidroldz a felel6s. A madsik
hormon a citokinin (zeatin), amelynek képzOdésében az ipr gén dltal kodolt AMP-
izopentenil transzferdz enzim vesz részt. Az enzim altal 1étrehozott vegyiiletet (izopentenil-
AMP) a ndvény 4ltal kédolt enzimek gyorsan tovabb alakitjak zeatinnd.

A Ti-plazmidon végzett delécids analizis igazolta, hogy a két T-DNS hatarolo-
szakasz (LB, RB) kozott taldlhaté gének nem befolyasoljak a T-DNS atvitelt és integraciot
(Miranda et al. 1992). Az atvitel folyamatdban a Ti-plazmidon 1évé virulencia (virA -
virG) régidnak, valamint a kromoszémalis virulencia (chvA, chvB) régidonak van
meghatdroz6 szerepe. A chv gének folyamatosan, tugynevezett konstitutiv moédon
nyilvanulnak meg és termékeik a baktérium sejtfalhoz tapaddsat okozzdk, a vir gének
expresszidja viszont szigorian szabdlyozott, és aktivdloddsuk inditja el az A4tviteli
mechanizmust. A sériilt ndvényi szovetekbdl kiszabadul6 fenol vegyiiletek, mint példdul az
acetosziringon, indukéljék ezen gének atirdsat.

A vir gének 8 operonba rendezddve, a mintegy 40 kbp kiterjedésii vir-régidt alkotjak a
plazmidon. A virA régié altal kodolt protein egy un. szenzor fehérje, mely a novényi sebzés
soran keletkezd fenolszarmazékokat kozvetleniil érzékeli (Lee et al. 1996), majd aktivalja a
virG gént. A monoszacharidok a kromoszémdlisan meghatidrozott ChvE proteinhez
kapcsolddnak el6szor, mely kolcsonhatisba 1ép a virA proteinnel. A virG ezt kovetden
elinditja a teljes virulencia rendszer miikodését (kétkomponensii szabilyoz6 rendszer). A
virD1 protein a T-DNS jobboldali hatarszakaszan bemetszi a Ti-plazmidot €s ezt kovetoen
a keletkez6 egyszalu T-szal 5'-végéhez kovalens kotéssel kapcsolodik a virD2 protein. A
bevagasnal keletkezett 3’-végt6l a DNS-szintézis sordn a szal djra felépiil, mikozben a
virD2-vel kapcsol6dé 5’-vég letolddik a komplementer szdlrél (a régié masik
hatarszekvencidjaig). Az igy levalé egyszali DNS-t a virE2 proteinek stabilizdljadk. A
virD2 protein részt vesz a T-DNS novényi kromoszémalis DNS-be tortén6 integral6dasnak
meghatdrozdsidban is. A bakteridlis, illetve a ndovényi sejtmembrdnon valé datjutist a
membranba épiilt virB fehérjék biztositjdk. A folyamat nagyfoki hasonlésdgot mutat a
baktéridlis konjugicidval, pl. a T-DNS jobbboldali hatirszakasz és a konjugativ
plazmidokndl az oriT meghatdroz6 szerepe, az egyszali T-szdl 5'-végl polarizdltsiga,
valamint a sejtmembranokon keresztiil torténd protein exporttal (Christie 1997, Hooykaas

and Beijersbergen 1994, Kado 1994, Lessl and Lanka 1994, Sheng and Citovsky 1996,
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Tinland et al. 1995, Waters and Guiney 1993, Weising and Kahl 1996, Zupan and
Zambryski 1995).

Mivel a T-DNS jobb-, és baloldali hatarszakaszai kozotti szekvencidk a T-DNS
integraci6 szempontjabol nem meghatarozéak, ezért az Agrobacterium Ti-plazmid T-DNS
része alkalmas arra, hogy vektorként felhaszndlva idegen géneket épitsiink bele és
juttassunk be d4ltala magasabbrendii novényekbe (Gheysen et al. 1987). A ndvényi
genomba épiilt mesterséges T-DNS a tovdbbiakban novényi szekvenciaként funkcional.
Ezek az alapvetd felismerések vezettek el a kiilonbozd ndvényi transzformacids
vektorrendszerek kidolgozasahoz.

Bar a vir gének aktivdloédasa nagyrészt ismert az agrobaktériumos fert6zés soran,
semmit nem tudunk arrél, hogyan inaktivdlédik a vir regulon a ndvényi sejtek
transzforméacidja utan, ugyanis a T-DNS novényi genomba valé integralédasat kovetden a
vir gének expresszi6jara a tovdbbiakban nincs sziikség. Mivel T-DNS szakasz
kivdgddasdhoz és transzformdicidjdhoz sziikséges gének aktivdldsdban a ndvényi
szigndlmolekuldk jatszanak szerepet, nem lenne meglepd, ha baktérium fel tudnd ismerni a
transzformadlt sejteket egy jelzOmolekula segitségével (Liu and Nester 2006). Mivel a vir
regulon csak akkor aktivalodik, amikor a baktérium a novény a kozvetlen kdzelében van,
valészintileg 1étezik egy mechanizmus, amely a T-DNS integralodésat kovetden ugyanezt a
regulont inaktivalja.

Liu és Nester (2006) kutatémunkdjuk sordn ravilagitottak arra, hogy az indol-
ecetsav - amelyet a T-DNS-en kddolt két enzim a tryptofan atalakitdsaval termel — gatolja
az A. tumefaciens C58 vir gén expresszidjat azaltal, hogy versengés folyik a novény altal
termelt acetosziringon és az indol-ecetsav kozott a virA génnel torténd kolcsonhatasért. Azt
tapasztaltdk, hogy az indol-ecetsav gitolja a virA régié acetosziringon érzékelését,
ugyanakkor az acetosziringon koncentracidjanak novelésével csokkent az indol-ecetsav
gatlé hatasa. Magasabb koncentricioban az indol-ecetsav az Agrobacterium és mas
novénypatogén baktériumok novekedését is gatolta, az indol-ecetsav megvondsa utan
azonban a telepek folytattdk novekedésiiket.

Novények hidnydban a novényi sejt transzformdcidjahoz sziikséges gének nem
expresszdlédnak. Azonban a novényi rizoszférdban 1év6 baktériumok felismernek néhdny
olyan novényi szignil molekulét, amelyek egy két-komponensii szabdlyozé rendszeren —
virA/G — keresztiil aktivéljdk a 30 vir génbdl 4ll6 regulont. Mivel a Ti-plazmidon 1évd vir
gének a novényi transzformdicidhoz sziikségesek, ezért a baktérium szdmdra felesleges,

hogy folyamatosan szintetizélja azt a 30 fehérjét, amelyekneknek a fertdzés bekovetkezte
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utdin a tovdbbiakban nincs hasznos funkcidjuk. A felismerést segitdé ndvényi
szigndlmolekuldk hidnydban a virA defoszforizdlhatja virG-t, ezédltal megakaddlyozva a vir
gének indukcidjit (Brencic et al. 2005). Liu és Nester (2006) megfigyelései szerint az
Agrobacterium lecsokkentette a vir gének expresszidjat érzékelve a transzformdlt sejtek
altal tdltermeltetett indol-ecetsavat, ezért arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az indol-
ecetsav a novényi transzformdicidés folyamatban egy jelzd6 molekulaként vesz részt.
Kovetkezésképpen az indol-ecetsav egy olyan molekula, amely szerepet jatszhat a
novények ndvénypatogén baktériumokkal szembeni védekezésében.

A DNS éatvitele akkor is sikeres, ha a virulencia gének és a T-DNS két kiillonboz6
plazmidon helyezkedik el az Agrobacterium sejten beliil (Hoekema et al. 1983). Tehat a
virulencia gének ,transz” helyzetben is képesek a T-DNS mobilizicidéjdhoz sziikséges
funkcidk ellatdsara. A két funkcid szétvdlasztisa nyomdn Kkifejlesztett novényi
vektorrendszerek a kettds, in. bindris vektorrendszerek. A T-DNS atvitelét segitd plazmid

,vir helper plazmid”) A4ltaldban olyan Ti-plazmid szdrmazék, amelybdl a
hatarszekvencidkkal egyiitt eltavolitjdk a teljes T-régidt. Szdmos helper plazmidot
fejlesztettek ki napjainkra (Hoekema et al. 1983, Hood et al. 1993, Koncz és Schell 1986).
Lefegyverzett vagy "disarmed" vektoroknak is nevezik azokat a nem patogén Ti-
plazmidokat, amelyekbdl részben vagy egészben hidnyzik a T-DNS régié. A masik, a
,»kl6noz6” plazmid (,bindris vektor”), egy széles gazdaspecifitisu vektor, mind E.coli,
mind A. tumefaciens hattérben képes replikalédni, konjugiciéval konnyen atvihetd az
egyik baktériumbdl a madsikba. Az ilyen klénozd vektorok tartalmazzdk a T-DNS
hatarszekvencidit, ezen beliil a novényi szelekciés markergéneket, mint pl. kanamicin-,
higromicin-, vagy herbicid rezisztencia (Gasser and Fraley 1989, Weising et al. 1988), a
klénozasra alkalmas helyet, ezen kiviil a plazmid replikacidjaért és stabilitdsaért felelos
géneket, valamint a bakteridlis szelekciés markert (pl. kanamicin, gentamicin rezisztencia).
Ezek az integrativ vektorrendszerek mar transzformans novények létrehozasat is lehetové
tették, mivel a transzformalt novényi sejtekbdl, a megfelel6 hormonok alkalmazasaval,
regenerdltathato a teljes, transzgént hordoz6 ndvény.

Az els6 bevezetd kisérletek 6ta (DeBlock et al. 1984) szamos, a gyakorlat
szempontjdbol is fontos tulajdonsdgot sikeriillt novényekbe bevinni (pl. herbicid
rezisztencia, Gasser and Fraley 1989). Amennyiben a géneket transzformécié sorén, pl. a
kloroplasztiszba épitjilk be, sokkal intenzivebb génmegnyilvdnuldst kapunk, mint a

kromoszémaba beépitett T-DNS esetében. Mivel az o6roklésmenet ebben az esetben



24

citoplazmahoz kotott, nem all fenn a veszély, hogy az djonnan bevitt gén pollennel

kikeriilhet a természetbe (McBride et al. 1995).

s sz0e 2

A sz016 transzformdcids kisérletek sordn szintén sikeresen alkalmazzdk ndvényi
génvektorként az Agrobacterium torzseket. Méra szamos szOl6fajtan végezetek el sikeres
transzforméciot Agrobacterium alapu génvektorok segitségével. A sz016 transzforméciondl
gondot jelent, hogy csak néhany genotipusra van kidolgozva olyan eljaras, amellyel
rutinszertien lehet novényt regeneralni.

Néhany alanyfajta megfeleld rezisztencidt mutat a kiillonb6z6 gombads
betegségekkel szemben, de a legtobbjiik érzékeny az abiotikus stresszre valamint a gomba-
és virus-fertdzésekre. Legydzendd ezeket a nehézségeket, a molekuldris nemesitési
eljarasokkal prébaljak javitani a szoldfajtak stressz €s betegség ellendllosagat (Perl and
Eshdat 1998, Vivier and Pretorius 2000, Colova-Tsolova et al. 2001, Kikkert et al. 2001,
Martinelli and Mandolino 2001b). Bar az utébbi idében eldallitottak transzgénikus
alanyfajtdkat is (Mullins et al. 1990, Le Gall et al. 1994, Krastanova et al. 1995, Mozsér et
al. 1998, Xue et al. 1999), a regenericids eljards csak néhdny fontosabb genotipusnal
ismert. A gus (B-glikoroniddz) génnel végeztek kisérleteket alanyokon Berres és
munkatarsai (1992) a V. riparia x V. berlandieri ‘41B’, a V. berlandieri x V. riparia ‘SO4’,
és ‘SBB’ transzformdcidjaval és GUS pozitiv kalluszt kaptak. Mauro és munkatarsai
(1995) is a V. riparia x V. berlandieri ‘41B’ és a V. berlandieri x V. riparia ‘SO4’
alanyokat hasznéltdk nptll/GUS/GFLV-CP génekkel torténd transzforméacids kisérleteik
soran. Késobb (1998) a V. riparia x V. berlandieri ‘41B’ alany esetében GFLV gén
bevitelével kaptak transzformédns novényeket. A V. berlandieri x V. rupestris cv. ‘Richter
110’ alanyfajtdin LeGall és munkatirsai (1994) végeztek transzformaciés kisérleteket,
amelynek sordn embriogén kalluszbdl kiindulva a hyg/nptll/GUS/GCMV-CP gének
bevitelével hygromicin és kanamicin rezisztens, GUS pozitiv és GCMV-CP eldallito
novényeket kaptak. Golles és munkatdrsai (1998) a ‘Richter 110’ alanyfajtardl szarmazé
embriogén kalluszt GFLV, AtMV, GVA és GVB kopenyfehérje génekkel transzformaltak
és transzformans novényeket kaptak. Coutos-Thévenot és munkatarsai (2001) a V. riparia
x V. berlandieri ‘41B’ alanyfajta embriogén szuszpenzidjat hasznaltk fel transzformdcids
kisérleteikhez. A felhasznalt génkonstrukcidval - amely egy a lucernabdl szarmazé patogén

indukélt prométer mogott tartalmazta a VSTI (sztilbén-szintaz) gént - Botrytis cinerea és
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Eutypa lata fertdzésekkel szemben fokozott ellendllésdgot mutaté ndvényeket allitottak
eld. Magyarorszagon Mozsdr és munkatarsai (1998) a ‘Georgikon 28’ alanyfajta esetében
értek el eredményeket, Oldh és munkatdrsai (2003a) a ‘Richter 110’ és ‘St. George’
fajtakat sikeresen transzformaltak nptIl/GUS génekkel.

V. vinifera fajtak esetében tobbek kozott Guellec és munkatarsai (1990) ‘Greanche’
gyokerek transzformacidjara a C58C1 (pGV3850::1103neo, pRi15834) vektort hasznaltak,
amelynek eredményeként nptll €s opin pozitiv kallusz kaptak. Harst és munkatarsai (1998)
a ‘Dornfelder’, a ‘Rizlingszilvani’ és a ‘Rajnai rizling’ portokbdl és levélbol eldallitott
szomatikus embridkat transzformalta nptIl génnel, amelynek eredményeképpen a
‘Dornfelder’ és ‘Rajnai rizling’ fajtakbol kapott transzformansokat. Kikkert €s munkatéarsai
(1998) ‘Merlot’ és ‘Chardonnay’ embriogén sejtszuszpenziét haszndltak fel a kitindz
enzimet kdédolo génnel torténd transzformdciora és kitindz pozitiv ndvényeket kaptak.
Bornhoff és munkatarsai (2005) ‘Seyval blanc’ levélkorongok transzformécidjaval
allitottak el kitindz és RIP (riboszéma inaktivdlo protein) expresszald novényeket. A
transzgénikus vonalak Uncinula necator és Plasmopara viticola fert6zése sordn azonban
nem tapasztaltak statisztikailag igazolhaté tolerancidt. Az nptll/GUS gén bevitelével értek
el eredményeket Mullins és munkatarsai (1990) a ‘St. George’ V. rupestris hipokotil, a
‘Cabernet sauvignon’ és ‘Chardonnay’ V. vinifera fajtdk levélnyél transzformacidjaval. A
kisérlet soran a ‘Cabernet sauvignon’ és ‘Chardonnay’ fajtadknal GUS pozitiv riigyeket, a
‘St. George-nal’ pedig nptll és GUS pozitiv novényeket kaptak. Legrand és munkatérsai
(2003) transzformdciés kisérleteikben a Vigna radiata eredeti eutypin detoxifikdld
enzimet (Vr-ERE) kédold gént hasznéltdk fel. A regenerdlt sz6l6 novények tolerdansak
voltak az Eutypa lata fertdzéssel szemben. Oldh és munkatarsai (2003b) portok eredetii
embriogén kalluszt transzformdlva sikeresen dllitottak el6 nptIl/GUS génekkel
transzformdlt vonalakat. Li és munkatdrsai (2001) az in vitro ‘Thompson Seedless’
novények levélkorongjain kapott embriogén kallusztenyészetek transzformacidja soran
kiilonbozé promoéterek hatasat vizsgéltdk a green fluorescent protein (GFP) és az nptll
szelekciés markergén expresszidjara. Vidal és munkatdrsai (2006) az antimikrobidlis
magainin génnel (mag2) és szintetikus véltozataval (MSI99) transzforméltak ‘Chardonnay’
szuszpenzids embriogén kultirdkat. A regenerdlt transzgénikus vonalakat lisztharmattal és
az A. tumefaciens C58, A. vitis Tm4, CG450 torzsekkel fertézték. A nem-transzformalt
kontroll novényekhez viszonyitva csokkent tumorfejlédést tapasztaltak minkét gén
esetében. A liszharmatfertdzés sordn azonban csak két mag2 vonal mutatott enyhe

toleranciat. Agiiaro és munkatarsai (2006) a korte poligalakturonaz enzim génjének (pGIP)
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felhaszndldsaval a Xytella fastidiosa altal okozott Pierce baktériumos betegséggel szemben
novelt ellenédllésdgot mutaté ‘Chardonnay’ és “Thomson Seedless’ transzgénikus vonalakat

allitottak elo.

4.6. A novényi stressztiiroképesség fokozasanak lehetiségei

Az abiotikus €s biotikus stressz, mint a legfobb limitdlo tényezd jatszik szerepet a
novények életében. A kiilonboz6 stresszhatdsok jelentdsen befolydsoljadk a ndvények
novekedését, produktivitasat; és kiillonbozé morfoldgiai, fizoldgiai, biokémiai €s
molekuldris valtozasokat eredményezhetnek. Amikor a novények stresszhatdsnak vannak
kitéve, szdmos gén expresszi6ja megnovekszik, ami pedig kiilonboz6 fehérjék és
metabolitok felhalmozddasat eredményezi. Ezen felhalmoz6dé anyagok valdszintisithetéen
a novényi sejtek védelméért felelések a kiilonb6z6 stessz koriilmények kozott. Ahhoz,
hogy a kiillonboz6 stresszhatisok kovetkeztében jelentkezd kéarosoddsok ellen
hatékonyabban tudjunk védekezni, eldszor az ilyenkor végbemend sejt szintii, biokémiai és
molekuldris folyamatokat kellett megismerni. A stressz-indukélt génexpresszié harom {6
csoportra oszthaté: (1) ismert enzimatikus vagy strukturdlis funkciéval rendelkezd
fehérjéket kédold gének, (2) szdmunkra még egyenldre ismeretlen funkcidval rendelkezd
fehérjéket kodold gének és (3) regulatorokat kodold gének (Bhatnagar-Mathur et al. 2008).
A novényi stressztlirbképesség fokozdsa érdekében végzett (leginkdbb dohdny)
transzformacios kisérletekben az tn. egy funkcids géneket részesitik elonyben. Ide
tartoznak példaul a kovetkezd ismert fukcidju stressz-indukalt fehérjéket kodold gének: a
vizcsatorna-fehérjék génjei, az ozmolitok bioszintézisének (prolin, betain, trehaldz,
poliamin) kulcsenzimeit kodolé gének, a detoxifikdld enzimek génjei €s a transzport
fehérjéket kodold gének (Bhatnagar-Mathur et al. 2008). Tsvetkov és munkatarsai (2000)
példaul glicin-betain tiltermeld névényeket allitottak eld a V. vinifera cv. ‘Rusalka’ fajta
genetikai  transzformécigjaval. Kisérleteikben harom kiilonb6z6é  génkonstrukcidt
hasznéltak, melyek egy sarkvidéki hal fagydsvédo fehérje (anti-freeze) génjének
szekvencidit tartalmaztik. Bar a metabolitok szintézisének moddositasaért felelos gének
felhaszndldsa egyszerlibb - fleg ha a reakcidut ismert és kevés enzimreakcidt igényel -, a
stressztolerancia kialakitdsdhoz szdmos gén egyidejli mikodésére van sziikség. Ezért a
stressz-indukdlt gének harmadik csoportjdba tartoz6 reguldtor elemeket kdédolé gének
hasznélata eldtérbe keriilt. Egyetlen stressz-indukalt transzkripcids faktort kodold gén

felhaszndldsdval - a termel6d6 fehérjék segitségével - a stresszvilaszban résztvevd szamos
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gén expresszidja egyidejileg szabdlyozhaté (Kasuga et al. 1999). A ndvényi
stresszvalaszban szerepet jatszé transzkripcids faktorok szdma szinte végtelen, a
legnagyobb részilk az AP/2/ERF, bZIP, NAC, MYB, MYC, Cys2His2 cink-ujj és a
WRKY transzkripcids faktor csalddokhoz tartozik (Bartels and Sunkar 2005). Romero és
munkatdrsai (1997) az optimdlis koriilmények kozott nevelt, trehaldzt tiltermeld dohdny
novényeken fejodési rendellenességeket figyeltek meg, ezért a kivélasztott transzgén
stresszrezisztencidban betoltott szerepén kiviil - indukalhaté prométerek hasznélatdval - a
génkifejezddés térbeli és id6beli szabalyozasa is dontd fontossagu lehet.

Stesszhatds kovetkeztében (magas fényintenzitds, ultraibolya B sugdrzds, magas
fémion koncentricid, magas vagy alacsony homérséklet, vizhidny, viztobblet, sebzés,
virus-, baktérium-, és gombafertdzés) a reaktiv oxigén fajtak gyors akkumuléciéja (1. dbra)
jelentésen hozzajarul a novényi terméskiesésekhez (Prince et al. 1989, Foyer et al. 1994,
Hammond-Kosack and Jones 1996, Lamb and Dixon 1997). Reaktiv oxigén fajtdk normaél
fizioldgiai mukodés esetén is képzddhetnek a kloroplasztiszokban, mitokondriumokban és
peroxiszémdkban, semlegesitésiik torténhet enzimatikus (szuperoxid-dizmutdz, katalaz,
gvajakol-peroxiddz) és nem enzimatikus (glutation, aszkorbinsav, karotinoidok, tokoferol)
uton (Apel and Hirt 2004).

A képzodott reaktiv oxigén fajtdk kiilonbdzd reakcidkon keresztill egymdsba
atalakulhatnak, ennek egyik utja a Fenton-reakci6, amikor a hidrogén-peroxid (H,O,)
szabad Fe** jelenlétében hidroxil gyokok forrdsa lehet: H,0, + Fe** — OH™ + OH" + Fe™*.
A Fenton-reakcioban keletkezett hidroxil gydk - amely a legkdrosabb termelddd reaktiv
oxigénfajta - pedig kart tud tenni a bioldgiailag fontos makromolekuldk minden

csoportjaban, kiilondsen a nukleinsavakban (Henle and Linn 1997).

+e” +e” +e° +e”
05) —> 00 —> 15 510)) —> OH* —> H>O
H* H* H* H*

1. abra: Az aktiv oxigénformdk képzddésének folyamata az oxigén négyelektronos

redukcidja sordn (Scandalios 1990).

Mivel az intracelluldris vas katalizdlja az oxidativ reakcidkat, a szabad vas

koncentriciéjanak szabdlyozdsa egy lehetséges moddja lehet az oxidativ kdrok
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csokkentésének. Az €16 szervezetekben széles korben elterjedt fehérje a ferritin (Theil
1987), egy burokba gyiijti a vasnak az él6 sejtekben oldott dllapotban jelenlévd formdjat
(Fez+), oxidélja is azt (Fe3 ™), ezéltal a hidrogén-peroxid (H,O,) nem jut elektronhoz. A
ferritin fehérjekomplex a vasat oldhat6, kiilonb6z6 anyagcsere folyamatokban
hasznosithaté6 formdban hordozza. A novényi ferritin elsdésorban a kloroplasztiszokban
lokalizélt. A vegetativ szervek ferritin tartalma sokkal kisebb, mint a magvaké. A csirdzas
folyaman egyre csokken a ferritin mennyisége, ami feltehetdleg a fehérje 28 kDa-os
alegységének szabad gyokok 4ltal torténd oxidativ hasitdsanak koszonhetd (Lobréaux and
Briat 1991). A novényi ferritin gének egy része konstitutiv médon fejezddik ki, masik
részének szintézisét viszont transzkripciondlisan szabdlyozza a vas, vagy a stresszhormon
abszcizinsav (Lobréaux et al. 1993). A ferritin részvételét az oxidativ stresszvalaszban
human és dllati sejtkisérletekkel tamasztottdk ald, amelyekben az oxidativ karok
kovetkeztében a ferritin szintézis serkentése mutatkozott (Balla et al. 1992, Vile and
Tyrrell 1993, Cario et al. 1995).

Deédk és munkatarsai (1999) lucerna cDNS konyvtarbol stresszhatdsra indukalédé
ferritingént izoléltak, melyet Agrobacterium transzformicidés vektorral juttattak be
dohanyba. CaMV 35S illetve Rubisco kis alegység promoétereket €s kanamicin
rezisztencia-markert alkalmaztak. Mindkét promoter esetében azt vartdk, hogy erds
kifejez0dést mutat a transzformadnsok vegetativ szoveteiben. A kanamicin rezisztens,
feltételezett transzforméans dohdny novények Northern blot analizise azt mutatta, hogy
mindkét prométer esetén jelentds mennyiségii ferritin mRNS-t akkumuléltak a leveleikben.
Ezeket a novényeket késébb a levelekbdl szarmazd fehérjekivonat Western blot
analizisével is jellemezték. A Rubisco kis alegység promoéterhez kapcsolt gén 22,5 kD
molekulatomegli, aminovégi toldalékot nem tartalmazdé érett fehérjeterméke a
kloroplasztiszokban volt kimutathat6. A CaMV 35S promoter esetében a lucerna ferritin
cDNS szakaszdhoz egy FLAG-tag kapcsolddott. Ezen transzformansok esetében a 30 kDa
molekulatomegi feldolgozatlan eléfehérje-termék a citoplazmaban volt kimutathat6.

Eldzetes kutatdsok szerint a vas toxicitds Osszefiiggésben van az oxidativ stresszel
(Kampfenkel et al. 1995). A paraquat herbicid a fotoszintetikus elektrontranszportlancbol
szdrmaz6 elektronok felhasznaldsdval szuperoxidgyokoket képez, ami a novények oxidativ
kéarosoddsahoz vezet (Babbs et al. 1989). Dedk és munkatarsai (1999) a kontroll és
transzformdns dohdny novényeket 4 napig 500 uM koncentriciéju Fe(IIl)-EDTA és 2
napig 10 uM koncentricidji paraquat oldattal kezelték. A sejtkdrosodds mértékét a

fényindukalt klorofill fluoreszcencidjanak mérésével vizsgaltdk. A transzgénikus novények
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F,/F,, ardnya az 500 pM Fe(Ill)-EDTA hatdsara négy nap alatt 0,8-r6l 0,6-0,7 koriili
értékre, mig a kontroll dohanynovényeké 0,3-0,4 kozé csokkent. A paraquat oldattal
torténd kezelés sordn a kontroll dohdanynovények fotoszintetikus aktivitdsa szinte teljesen
megsziint, mig a transzformédns vonalak mindegyike kiilonbozo mértékli toleranciat
mutatott: F,/Fy.ardnyuk és klorofilltartalmuk szignifikdnsan magasabb értéket ért el. A
ferritint tdltermeld transzgénikus novények tiveghdzi koriilmények kozott nem mutattak
lathat6 valtozast sem morfoldgidban, sem novekedési titemben. Mivel a vas ion alapvetd
eleme a fotoszintetikus pigmenteknek, fontos hogy a ferritin tdltermelés ne okozzon
véltozést a fotoszintetikus aktivitdsban és a kloroplasztisz Osszetételben a transzforméns
novényeknél.

Reaktiv oxigén fajtdk termeldédnek koérokozok fertdézése sordn is, amikor egy
bonyolult jelrendszeren keresztiil (Low and Merida 1996) a kérokozo behatolés korlatozott
(Peng and Kuc 1992, Ouf et al. 1993, Kirdly et al. 1993) a ndvényi szdvetek
nekrotizalédasa kovetkeztében (Elstner 1982, Sutherland 1991, Elstner and Osswald 1994,
Baker and Orlandi 1995). Ebbdl kovetkezik, hogy a novények antioxidans kapacitasanak
novekedésével fokozddnia kellene a korokozok dltal okozott sejt és szovet nekrdzissal
szembeni tolerancidjuknak is; ezért az tiveghdzban nevelt 7 hetes kontroll és transzforméns
dohany novényeket Dedk és munkatarsai (1999) tobacco necrosis virussal (TNV) fertdzték.
A nekrdzisos foltok szama jelentdosen csokkent a lucerna ferritint tdltermeld
transzformdnsokban mindkét promdter esetében — a citoplazmaban termelddott fehérje
elhelyezkedési helyétdl fiiggetleniil - a kontroll novényekhez képest. Alternaria és Botrytis
fert6z€s esetén a nekrotikus foltok dtmérdjét vizsgalva a transzformalt vonalaknal szintén
jelentds toleranciat figyeltek meg a kontroll névényekhez viszonyitva.

Hegediis és munkatarsai (2008) a lucerna ferritint kloroplasztididlisan tultermeld
transzgénikus dohdny novényeket (Dedk et al. 1999) az alacsony hdmérséklet okozta
stressz hatdsok elemzésére haszndltdk fel. A négyleveles transzgénikus és nem-
transzformélt kontroll dohdnyndvényeket 24 6rds megyvildgitast, 200 umol m? s PPED-t
(fotoszintetikus fotonfluxus-siiriség) és 0°C-os allandé homérsékletet biztosité Conviron
PGV-36 nevelokamraba helyezték. A vizsgalt transzgénikus vonalak F./F,, értéke a két,
illetve hdrom napos hidegkezelés ideje alatt folyamatosan meghaladta a kontroll vonalak
F,/F, értékét. A hidegkezelést kovetden 22°C-ra visszahelyezett transzgénikus novények
esetében pedig ez az ért€k sokkal gyorsabban 4llt helyre, mint a kontroll névényeknél.
Hideg és munkatarsai (2000) vizsgalataik sordn azt tapasztaltdk, hogy az UV-B

sugarzasnak és hosszi idejii (42 napos) szdrazsigkezelésnek kitett lucerna ferritint
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tiltermeld dohanynovények kdrosoddsdnak mértéke megegyezett a kontroll ndvények
esetében tapasztalhatéval. Ezzel szemben Murgia és munkatirsai (2001) az altaluk
vizsgélt, fotoinhibiciés kezelésnek aldvetett, szdjaferritint plasztididlisan tdltermeld
transzgénikus dohdnynovények esetében az F,/F értékek nagyobb mértékli csokkenését
mérték, mint a nem-transzformalt novények esetében. A szoéjaferritint citoplazmatikusan
tiltermeld dohdnyok a nem-transzformélt novényekkel megegyezd mértékli kirosodast
mutattak.

Ha a kiilonb6z6 stesszhatdsok kovetkeztében képzddott reaktiv oxigén fajtak
reakcidba lépnek a lipidekkel, a képzddott lipidperoxidok sulyos sejtszintli kdrosodast
okozhatnak (Chia et al. 1984). A lipidperoxidok tovdbbi degradécidjaval lipidaldehidek
képzédnek mind az 4llati, mind a novényi sejtekben. Ezen rendkiviil mérgezd hatdsu
vegyiiletek kozé tartozik a 4-hidroxinonenal (HNE), melynek aldehidcsoportjat az
aldézreduktizok képesek redukdlni (Srivastava et al. 1995). Oberschall és munkatarsai
(2000) lucernabdl izolalt, szdmos stresszhatdsra indukal6dé ald6z/aldehid-reduktaz génnel
transzforméltak dohdnyndvényeket. Szdrazsdgstressz hatdsdra fotoszintetikus aktivitdsukat
csak az ald6z/aldehid-reduktdz enzimet tdltermeld transzgénikus vonalak voltak képesek
megOrizni, mig a nem transzgénikus novények ujradntdzés hatidsdra sem voltak képesek
visszanyerni fotoszintetikus aktivitdsukat. A transzformins ndvények H,O,- és CdCl,-
kezeléssel szemben is ellenallobbnak bizonyultak.

A novények oxidativ stresszel szembeni ellendllésdganak novelése érdekében
végzett transzformdcios kisérletekben gyakran alkalmazzak a kiilonbozd szuperoxid-
dizmutdz (SODs) enzimeket kdédold géneket, mint pl. a citoplazmaban 1évé Cu/Zn—SOD,
a kloroplasztiszban 1évé Fe-SOD vagy a mitokondridlis Mn-SOD enzimek génjeit (Beyer
et al. 1991). Tesniere és munkatarsai (2006) szOl6 transzformacios kisérleteikben az
alkohol-dehidrogendz enzim abiotikus stressz  érzékenységben és masodlagos
anyagcseretermékek szintézisében betoltott szerepét vizsgaltak. Kisérleteikben a VvADH?2
gén cDNS—ét szensz és antiszensz orientdcidban juttatik be a szomatikus embridkba. Az
aldehid-dehidrogendzt tdltermeld ndvényeknél alacsonyabb cukortartalomat, magasabb

fenol és illoolaj tartalmat detektaltak.

4.7. Agrobacterium rezisztens transzgénikus novények

Az agrobaktérium okozta golyvds megbetegedés vildgszerte komoly problémdékat

okoz szdmos novényfaj esetében (pl. madlna, szO6l6, fas novények). A betegség
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kialakuldséért az A. tumefaciens vagy az A. vitis a felel6s. A hidegebb kliméjui termesztd
teriileteken -mint példdul a magyarorszdgi szOlotermesztd vidékek- a  szO6lo
agrobaktériumos megbetegedése kiilondsen fontos. A probléma valamelyest csokkenthetd
Agrobacterium-mentes szaporitéanyag telepitésével, valamint rezisztens alanyfajtdk
felhaszndldsaval, azonban még nincs egy rutinszeriien alkalmazhat6 és hatékony eljards a
sz0l6termesztok kezében, amivel a betegség megeldzhetd lenne (Burr and Otten 1998).

Nam ¢és munkatarsai (1999) kiszelektaltak olyan mutdns Arabidopsis thaliana
novényeket, amelyek rezisztensnek bizonyultak a tumoros megbetegedésre, azaltal, hogy a
muticid olyan géneket érintett, amelyek nélkiilozhetetlenek az A. tumefaciens fertdzéshez
és az onkogének integricidjahoz. A tobb tizezer lehetséges mutdns tesztelése kivitelezhetd
az Arabidopsis thaliana esetében, azonban ilyen nagyszdmd mutdns elddllitdsa és
tesztelése a fas novényeknél - ahol az agrobaktériumos vesszdgolyva egy altalanos
probléma - nem megvaldsithaté (Viss et al. 2003). Ezért elmondhatd, hogy a genetikai
transzformécié az Agrobacterium okozta golyvds megbetegedés elleni rezisztencia
kialakitdsdban dontd szerephez juthat.

Sundberg és Ream (1999) élesztd kettds-hibrid rendszerben bizonyitottik, hogy az
A. tumefaciens VirEl fehérjéje kolcsonhatasba 1ép az Agrobacterium virulencidjaban
alapvetd szerepet jatsz6 VirE2 fehérjével. A VirEl és VirE2 fehérje komplex
kialakuldsarél Deng €s munkatérsai (1999) azt feltételezik, hogy ez a kolcsonhatds a sejt
aggregaci6é kialakulasat és a VirE2 molekuldk T-DNS-hez valé kotodését hivatott
megsziintetni a baktériumsejten beliil. Ha a VirE1 fehérje mar az Agrobacterium fertdzés
elott jelen van a novényben, akkor a transzportdlédé VirE2 fehérjék megkotése miatt a
novényi sejtbe érkezd T-DNS hozzaférhetd lesz a novényi nukledzok szamdra (Szegedi et
al. 2001). A két fehérje kozotti kapcsolat megfeleld hatékonysiga esetén pedig a tumorok
kialakuldsa elmarad és az Agrobacterium elleni rezisztencia kialakulhat. Szegedi és
munkatarsai (2001) kisérleteik sordn az oktopinos A. tumefaciens torzs Ti-plazmidjardl
(pTiA6) szarmazd virEl génnel transzformélt dohdny novényeket allitottak eld és a
felnevelt novények golyvas megbetegedéssel szembeni ellendllosagét az A. vitis AB3 és A.
tumefaciens A348 torzsekkel tesztelték. A fiiggetlen transzforméans ndvények vizsgilata
sordn azt tapasztaltdk, hogy azokban a sejtekben, ahol a virEl gén kifejez0dott csokkent a
tumorok eldéforduldsa az oktopinos A. vitis AB3 fert6zés sordn. Humann és munkatérsai
(2006) VirEl fehérjét expresszald transzgénikus Arabidopsis ndvényeket allitottak eld. A
transzgénikus Arabidopsis és az {iires vektorral transzformalt kontroll vonalak A.

tumefaciens A348 torzzsel valo fertdzése sordn a transzgénikus Arabidopsis vonalak
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szignifikdnsan rezisztensnek bizonyultak. A transzgénikus ndvényeken fejlédott tumorok
90%-a 3 mm-nél kisebb, a kontroll névényeken fejlédott tumorok 44%-a pedig 3 mm-nél
nagyobb volt. Ezt kovetden a transzgénikus és kontroll névényekrdl szdrmazd tumorokat
11 hénapra hormonmentes MS taptalajra helyezték. A kontroll novényekrdl szdrmazd
tumorok a legalabb egyszeri szétdaraboldst kovetden is 4-6 cm atmérdji differencidlatlan
kallusz tomeggé fejlédtek, a transzgénikus vonalakrdl szdrmaz6 tumorok nagy része
azonban elpusztult a taptalajon. A megmaradt tumorokat sem lehetett szétosztani, mert a
kb. 2 cm atmérdjli tumorok nem fejlédtek tovabb. A kontroll vonalakkal ellentétben, a
transzgénikus novényekrol szarmazd tumorokon fejlédott kalluszokndl gyokérfejlodést
tapasztaltak. Rossi és munkatérsai (1996) egy virE2 mutans A. tumefaciens torzzsel vald
fertdz€s soran a fejlédott kisméretii tumorokban tn. csonkolt T-DNS-ek jelenlétét mutattak
ki. Humann és munkatarsai (2006) megfigyeléseik alapjan szintén arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a transzgénikus novényekrdl szdrmazd tumorok sejtjei a virE1l-VirE2
komlexképzddés kovetkeztében a novényi nukledzok 4dltal megcsonkolt T-DNS-t
tartalmazzdk. Feltételezésiiket a nem-patogén virE2 mutdns (MX358) és az A. rhizogenes
GALLS nevii fehérjéjét kodoldé plazmid (pLH338) felhasznaldsdval tdmasztottdk ald. A
GALLS fehérje nem homoldg a VirE2 fehérjével, viszont képes helyettesiteni azt (Hodges
et al. 2004). A pLH338 plazmidot hordozé MX358 virE2 muténs torzzsel vald fert6zés a
kontroll és transzgénikus vonalak esetében hasonlé mértékii tumor fejlodést
eredményezett, tehat a transzgénikus vonalak rezisztencidja egyértelmiien a virEl gén
expresszidjanak volt koszonheto.

A tumorok kialakuldsaért harom integrdlddé onkogén (iaaH, iaaM és ipt) éltal
kivéltott auxin és citokinin tiltermelés a felelds. Két onkogén olyan enzimet hatiroz meg,
amelyek a triptofant indol-3-ecetsavva (Inzé et al. 1984) alakitjak at: iaaM (triptofan-
mono-oxigenaz) €s iaaH (indol-3-acetamid hidrolaz). Az iaaH és iaaM onkogének altal
kédolt enzimek barmelyikének hidnya meggatolja az auxin termelést. A harmadik onkogén
(ipt) pedig AMP izopentenil transzferazt koédol, amelyik izopentenil AMP-t (citokinint)
allit el6 (Winans 1992). Az ipt és iaaM vagy iaaH inaktivéldsa kikapcsolja a tumorgenezist
(Lee et al. 2003). Az Agrobacterium esetében specidlisan alkalmazhatéak a
poszttranszkripciondlis génelhallgattatds (posttranscriptional gene silencing, PTGS) vagy
RNS interferencia médszerei is, hiszen az Agrobacterium 4altal beépitett gének mRNS
termékei megjelennek a baktérium éltal transzformalt sejtekben.

A géncsendesités egy mechanizmus, amely az eukaridta szervezetekben gének

expresszidjat képes modositani (Baulcombe 2004). A folyamat sordn duplaszald RNS
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(double stranded, dsRNS) indukdlja a géncsendesitést. A Dicer nevii enzim a dsRNS
molekuldt a sejtben rovid, jellegzetes struktirdju és méretli, hozzavetdlegesen 21 nukleotid
hosszisdgii darabokra vigja (small interfering RNS, siRNS). Ezekhez a rovid siRNS
oligonukleotidokhoz kotédik az RNS indukdlta géncsendesitd komplex (RNA induced
silencing complex, RISC), ami a dsRNS két szdla koziil, valamilyen felismerd
mechanizmus alapjan kivédlasztja az egyiket. Ez lesz a vezetd szdl, a madsik pedig
degradélodik. A kivélasztott szdl segitségével a komplex szekvencia specifikusan ismeri
fel az mRNS komplementer részEét, majd azt a komplementer régié kdzépen hasitja. Ennek
kovetkeztében az mRNS degradalédik, igy nem képzddhet réla fehérje. A PTGS-t kivalto
transzgének jelenléte nem sziikséges az Osszes sejtben, mivel a célzott gén csendesitése a
nem transzformalt sejtekben szisztemikusan is kivalthaté (Voinnet et al. 1998). A PTGS
szisztemizacidjat transzformdlt alany és transzformalatlan nemes kozott is megfigyelték
(Palauqui et al. 1997).

Lee és munkatdrsai (2003) létrehoztak tobb génkonstrukciét az A. tumefaciens
A348 torzsbdl szédrmazd iaaM és ipt szekvencidk segitségével, melyek készitésénél
figyelembe vették, hogy az id6 el6tti stop kodont tartalmazé RNS molekuldk destabilizald
hatdsa er6sebb. Ezért az elrontani kivant két gén esetében a harmadik kodont stop kodonra
véltoztattdk, és egyben egy ,,frame shift” muticiot is 1étrehoztak. Ehhez az iaaM génnek
csak az els6 1797 bazispar hosszi kodold részét, az ipt génnek pedig a teljes kodold
szekvencigjat felhasznaltak. A két génbdl egy hibrid génkonstrukcidt is létrehoztak dgy,
hogy az ipt gén BamHI1 helyére beépitették az iaaM kdédolo részt. Az igy elkészitett
konstrukciét egy novényi transzforméacios vektorba épitették, melyben a CaMV 35S
prométerrdl egy irdnyban szensz RNS {rédik at. A hibrid konstrukcid, kiilonosen az iaaM
gén esetében, hatdsosan miikodott és akadalyozta a tumorképzddést. Az RNS hibridizacios
kisérletekbdl kideriilt, hogy az eredetileg egyszali RNS atirdsara alkalmas vektor esetében
a nopalin-szintdz prométerérdl atirédott az antiszensz RNS is, igy duplaszdld RNS is
képzddhetett, melyrdl ismert, hogy nagyobb mértékben aktivilja a géncsendesités
mechanizmusit. Ezt a jelenséget kihasznilando, készitettek egy olyan konstrukcidt is,
melyben a két gént egymads utdn épitették, majd ezt két, egymassal szemben elhelyezkedo,
szensz €s antiszensz RNS dtirdsat biztosité promoéter kozé helyezték €és novényi
transzformécids vektorba juttattdk. Ez a génkonstrukcié a pJP17 nevet kapta, amelynek
hatdsossdgit koinokuldcids kisérletek segitségével bizonyitottdk. A koinokulacids teszt
sordn a pJP17 konstrukciét tartalmazd torzset €s a patogén baktériumot Osszekeverve

kalanchoe novényeket vagy burgonya korongokat fertéztek. A teszt 1ényege, hogy a
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géncsendesitésre tervezett konstrukcid és a patogén T-DNS egyardnt bejut a fertdzott
sejtekbe, és igy a vektor tumorképzést megakaddlyozé hatdsa transzgénikus novények
létrehozasa nélkiil, azonnal vizsgalhaté. Mivel nem minden sejtbe jut be mindkét vektor,
tumorképzddés is megfigyelhetd, csak csokkent mértékben. Lee és munkatarsai (2003)
kisérleteikben azt is bizonyitottdk, hogy a géncsendesités 1étrejottéhez szitkség van a gén
transzlacids start szekvencidjdra is, e nélkiil hidba tartalmazza a konstrukcié akér a teljes
gén 90%- at, a csendesités nem jon létre. A géncsendesités abban az esetben is hatastalan,
ha nincs megfeleld szekvencia azonossdg a vektorral bejuttatott gén és a patogén
Agrobacterium T-DNS részén elhelyezkedd gén kozott, hiszen a folyamat alapja a
szekvencia specifikusan torténd felismerés. Ebbol kovetkezik, hogy ez a médszer nem
altaldnosithaté minden Agrobacterium torzsre, mert az iaaM szekvencidk nagyon eltérdek,
még a kozeli rokon torzsek esetében is. Galambos Aniké diplomadolgozataban (2007)
szamitogépes elemzés segitségével Osszehasonlitotta néhany Agrobacterium torzs iaaM
génjének szekvencidjit, majd ennek alapjan elkészitette a rokonsdgi viszonyokat dbrdzold
torzsfat is (2. dbra). Ahogy az az abrén is latszik, az A. fumefaciens S4 a tobbi torzstol
teljesen elkiiloniilten, ©Onnall6 &4gon helyezkedik el, {gy feltehetden a pJP17

vektorkonstrukcié ezzel a torzzsel szemben hatastalan.

iaaM
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2. abra: A kilonboz6 Agrobacterium  torzsek  iaaM  DNS-szekvencidinak
Osszehasonlitdsdbol szarmazd torzsfa. At: Agrobacterium tumefaciens torzsek, Av:
Agrobacterium vitis torzsek (Galambos 2007)

A sz010 esetében azonban jelentds korokozd az A. vitis S4 torzs, amelynek iaaM
szekvencidja jelentOsen eltér a tobbi Agrobacterium torzsétol, ezért a Pécsi Tudomany
Egyetem Bioldgiai Intézetének Genetika és Molekuldris Bioldgiai Tanszékén (Galambos
2007) a PCR technika segitségével izoladltdk az A. vitis S4 torzs iaaM génjének egy
részletét, majd szamos klénozasi 1épésen keresztiil hozzakapcsoltdk azt az A. tumefaciens

iaaM génbdl szdrmazd szakaszhoz. Az igy létrehozott T-DNS konstrukciét (pJP17-S4)
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megfeleld (,,disarmed”) A. tumefaciens torzsbe juttatva kalanchoe koinokuldciés és dohdny
transzformdcios kisérletekben tesztelték.

Viss és munkatarsai (2003) az agrobaktérium transzformdcids rendszert alkalmazva
két kiilonbozé génkonstrukciét (pJP17, pJP20) haszndltak fel a géncsendesités
mechanizmusdnak indukdldsdhoz a ‘Jonagold’ almafajtiban. Az el6z6 bekezdésben
ismertetett pJP17 konstrukcid esetében a két egymdssal szemben elhelyezkedd, szensz és
antiszensz RNS atirasat biztosité promoter kozé helyezett, egymds utan épitett iaaM és ipt
géneket novényi transzformdacids vektorba juttattik. A pJP20 plazmid esetében a két gén
szepardltan helyezkedett el, mindegyik a normdl és az inverz éatirast biztositd
prométerekkel koriilvéve. Az 6tven regenerdlt és bizonyitottan transzformans alma vonal
koziil kivalasztottak 14 vonalat a tovéabbi tesztelésekhez. Ezek koziil négy vonal a pJP17,
tiz pedig a pJP20 génkonstrukciét hordozta. Mivel a tumoros megbetegedés altaldban a
gyOkéren jelentkezik, ezért a transzformins novényekbdl szdrmazé gydkérkorongokat
(vonalanként legaldbb 180 explantatum) fert6zték az A. fumefaciens A348 torzzsel. Hirom
hoénappal a fert6zés utdn hat vonal esetében egyiltaldin nem taldltak tumorfejlodést. A
rezisztens vonalak koziil harom a pJP17, a mésik harom pedig a pJP20 konstrukcidval volt
transzformdlva. Kisérleteik sordn mindkét konstrukcié alkalmasnak bizonyult almaban az
iaaM onkogén csendesitésére.

A lehetséges megoldasok kozé tartozik még a specidlis antibakteridlis fehérjék
termeltetése (pl. a bakteridlis membrant, sejtfalat vagy anyagcserét karosité peptidek), a
bakteridlis toxinok gatlasa (pl. a toxint inaktival6 fehérje termeltetésével), izolalt névényi
rezisztenciagének felhaszndldsa vagy az oxidativ stressz okozta karosodds mérséklése
(Dudits és Heszky, 2003). Azonban figyelembe kell venni azt is, hogy a litikus peptidek
toxikusak lehetnek a novények és emlds allatok sejtjeire, egy ilyen novény felborithatja a

mikrofldra természetes egyensulyat.

4.8. Az in vitro korillmények és az akklimatizacié hatékonysaga Kkozotti

osszefiiggések

A mikroszaporitds a legelterjedtebb szaporitdsi technika, amely lehetdséget nyijt a
nemesitési programok soran szelektilt novények gyors felszaporitisiara. Az in vitro
tenyésztés minden szakasza hatdssal van a szaporulatok szidmdra és mindségére, de a
legvégsd siker leginkdbb a novények gyokereztetésén, edz€sén és akklimatizdldsan mulik,

amelynek magas tilélési ardnyt és megfeleld ex vitro fejlodést kell eredményeznie.
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A steril koriilmények kozott eldallitott mikrodugvéanyok gyokereztetése elvégezhetd
in vitro vagy ex vitro koriilmények kozott (McCown 1988). Az in vitro gyokereztetés steril
koriilmények kozott zajlik, az ex vitro gyokereztetéssel ellentétben. In vitro
gyOkereztetéshez daltaldban agarral szildrditott tdptalajt hasznilnak, ebbe helyezik a
hajtdsokat a gyokér inicidcidhoz és a gyokér elongicidhoz is. Haszndlhaté kiilon
auxintartalmi téptalaj a gyokér inicidcidhoz, majd egy auxinmentes tdptalaj a gyokér
elongiciohoz. Az in vitro novények novényhazba torténd athelyezéséhez, valamint talajba
iltetéséhez a gyokereztetd kozeg teljes eltavolitdsira van sziikség, hogy megeldzziik a
fertozéseket. Az agarral szilarditott taptalajban fejlodott gyokerek vékonyak, torékenyek és
altalaban sériilnek a mosas sordn, pedig a miikodoképes gyokérrendszer megléte az egyik
legfontosabb feltétele annak, hogy a névény vizet és dsvanyi anyagokat tudjon felvenni és
megfeleld médon reagiljon a stresszhatdsokra kiiiltetés utan, iiveghazi vagy szabadfoldi
kortilmények kozott (Nowak and Shulaev 2003).

A gyokeresedés, valamint a ndvényhdzi koriilményekhez torténd alkalmazkodds
hatékonysdgidnak novelésére Roberts és munkatirsai (1990, 1994) cellul6z alapt
(Sorbarod) kozeget, Roche és munkatirsai (1996) habot, Rugini és Verma (1982)
vermikulitot, Jay-Allemand és munkatarsai (1992) vermikulit és gerlit keveréket, Gebhardt
és Friedrich (1987) tézeget, Gangopadhyay és munkatirsai (2002) pedig koékuszrostot
alkalmaztak. A gyokeres mikrodugvianyokat minden esetben cserépben nevelték tovabb
tiveghazi koriilmények kozott.

A sz06l6 in vitro szaporitisa napjainkban egy megalapozott és rutinszeriien
alkalmazhatd eljardsnak szdmit (Torregrosa et al. 2001), azonban a gyokereztetés és az
akklimatizacié hatékonysidga még mindig nem megfeleld az édltaldban agarral vagy gerlite-
tel szilarditott kozegekben fejlodo gyokerek torékenysége, valamint a kiiiltetés utini
befert6z6dési problémdk miatt. Torregrosa és munkatarsai (2001), valamint Gribaudo és
munkatérsai (2003) az akklimatizaci6é hatékonysdganak noveléséhez inorganikus folyadék

hasznélatét, fokozatos szell6ztetést, illetve jol szell6z6 edények haszndlatat javasoljak.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. Felhasznalt anyagok

5.1.1. Felhaszndlt n6vények

Kisérleteink sordn az ‘Arany sarfehér’, ‘Cabernet franc’, ‘Odysseus’, ‘Orpheus’,
‘Taurus’, ‘Chardonnay’, ‘Kékfrankos’, ‘Korai Bibor’, ‘Pannon frankos’, ‘Rajnai rizling’
nemes-, és a ‘Teleki 5C’, ‘Richter 110’ alanyfajtakkal dolgoztunk, amelyeket a Budapesti
Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszéke, valamint a Budapesti

Corvinus Egyetem SzO0lészeti és Boraszati Kutaté Intézete (Kecskemét) bocsatott a

rendelkezésiinkre.

5.1.2. Felhasznalt transzformacids vektorok

baktériumtorzsek és jellemzo
plazmidok tulajdonsagok irodalom SZArmazas
pTiB0542-bdl .
EHA105 (pEHA105+pRok2) | szdrmazo onc-plazmid, | Dok etal | BCE SzBKL
Kmr 1999 Kecskemét
. Baulcombe et
pTiBo542-bdl
EHA105 szdrmaz6 onc-plazmid, al./ 1986 BCE SZBI?I,
(pPEHA105+pRok2Ferr) Kmr Deék et al. Kecskemét
1999
pTiB0542-bdl .
EHA105 ‘ < . Deék et al. BCE SzBKI,
(PEHA105+pRok2FerrFLAG) Sza“nazolgrr:lcr’l’lazmld’ 1999 Kecskemét
pTiB0542-bdl .
EHA101 . szérmaz6 onc-plazmid, Szegedietal. | BCE SZBI?I,
(pEHA101+pTd93virEl) Kmr. Gmr 2001 Kecskemét
pTiB0542-bdl .
EHA101 (pEHA101+pJP17) | szdrmazé onc-plazmid, | ¥ 'ss¢tal | BCE SzBKIL,
Kmr. Gmr 2003 Kecskemét
pTiB0542-bdl
EHA101 (pEHA1014pJP17-S4) | szdrmazé onc-plazmid, | G&ambos | BCE SzBKI,
Kmr. Gmr 2007 Kecskemét

5.1.3. A transzformacios vektorok ismertetése

Az altalunk felhasznalt pRok2Ferr, pRok2FerrFLAG és pRok2 plazmidok (3. abra)

a Magyar Tudominyos Akadémia Szegedi Biologiai Kozpontjanak Novénybioldgiai
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Intézetébdl szarmaznak, és a Budapesti Corvinus Egyetem Sz6lészeti és Bordszati Kutatd
Intézete (Kecskemét) bocsatotta Oket a rendelkezésiinkre. A pRok2Ferr plazmid T-DNS
tartalmazza a nopalin-szintdz gén (nos) promoéterének kontrollja alatt all6 nptlI (neomicin-
foszfo-transzferdz) szelekciés markergént és a lucerna ferritin gént. A ferritin gén
mukodését az elé beépitett karfiol mozaikvirus CaMV 35S promoter szekvencidja irdnyitja.
A plazmid bakteridlis szelekcidés génként kanamicin rezisztencidt biztosit a baktérium
szamdra. Dedk €s munkatérsai (1999) bizonyitottdk, hogy a gén kezd6 szakasza felelds a
fehérjetermék kloroplasztiszban torténd megnyilvanuldsaért. A pRok2FerrFLAG plazmid
konstrukcié esetében a lucerna ferritin cDNS szakaszdhoz egy FLAG-tag kapcsolodik,
ezért a termel6dd fehérje feldolgozatlan formaban a citoplazmdban marad. A pRok2
plazmid konstrukcié hordozza az CaMV 35S prométer irdnyitdsa alatt all6 uidA (gus) és a
nopalin-szintdz gén (nos) promoterének kontrollja alatt all6 nptll (neomycin-foszfo-
transzferdz) géneket. A Medicago sativa-bdl szirmaz6é MsFerr gén teljes szekvencidja az
X 97 057 szabadalmi szadm alatt keriilt be az Eurépai Molekuldris Bioldgiai Laboratérium
(EMBL) adatbankjaba.

LB Tnos uidA P35S Tnos nptll Pnos RB
pRok2 ﬂ«—«-—ﬂ—

LB Tnos MsFerr-Flag P35S Tnos nptll Pnos RB
pRok2Ferr ﬁ«—«-—ﬁ—

Flag
LB Tnos MsFerr P35S  Tnos nptll Pnos RB

pRok2Ferr —b—«-—«—

3. abra: A pRok2, pRok2FerrFLAG és pRok2Ferr plazmidok T-DNS-ének vazlatos
bemutatésa.

RB, LB: jobb és baloldali hatdrolé régidk, Pnos: nopalin-szintdz gén promoter régidja,
Tnos: nopalin-szintdz gén terminaciés régidja, P35S: karfiol mozaikvirus CaMV 35S
prométer szekvencidja (Dedk et al. 1998 nyoman).

A pTd93virEl plazmid Bruno Tinland-tdl szarmazik (ETH Zentrum, Ziirich,
Svéjc), és szintén a Budapesti Corvinus Egyetem SzO0lészeti és Bordszati Kutatd Intézete
(Kecskemét) bocsatotta azt a rendelkezésiinkre. A konstrukcié hordozza az CaMV 35S
prométer irdnyitdsa alatt allé nptll (neomycin-foszfo-transzferdz) és az A. tumefaciens

virEl géneket (4. dbra). A plazmid bakteridlis szelekciés génként gentamicin rezisztenciat

biztosit a baktérium szamara.
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LB Tnos nptll P35S  Tnos virEl P35S RB
h

4. abra: A pTd93virE1l plazmid T-DNS vazlatos bemutatasa.

RB, LB: jobb és baloldali hatdrold régidk, nptll: neomicin foszfotranszferdz gén, Tnos:
nopalin-szintdz gén termindcids régidja, P35S: karfiol mozaikvirus CaMV 35S prométer
szekvencidja (Szegedi et al. 2001 nyomaén).

A pJP17 konstrukciét Walter Ream (Oregon State University, USA) a Monsanto
hozzajarulasdval bocsatotta a Budapesti Corvinus Egyetem Sz6lészeti €s Boraszati Kutaté
Intézetének (Kecskemét) rendelkezésére. A konstrukcié a két csendesiteni kivant (A348)
onkogénnek, az iaaM génnek az elsd 1797 bazispar hosszu kdédold részét, az ipt génnek
pedig a teljes kédold szekvencidjat tartalmazza. Mindkét gén esetében a harmadik kodont
stop kodonra valtoztattdk, és egyben egy ,.frame shift” mutdciét is létrehoztak. A két gént
egymas utan épitették, majd ezt két, egymassal szemben elhelyezkedd, szensz és antiszensz
RNS atirasat biztosité promoter kozé helyezték (5. dbra). A plazmid bakteridlis szelekcids

génként gentamicin rezisztencidt biztosit a baktérium szamara.

Nott Sall BamHl| Nofl

= MY (LB —

5. abra: A pJP17 konstrukcié T-DNS része (Galambos 2007).

RB, LB: jobb és baloldali hatarold régidk, nptll: neomicin foszfotranszferaz gén, nos3’ és
nos5’: nopalin-szintdz 3’ és 5’ szekvencia, pCMV és pFMV novényi prométerek, Notl,
Sall és BamH 1: enzimek hasitéhelyei.

Az A. vitis S4 iaaM szekvenciat is tartalmazé pJP17-S4 konstrukcié a pJP17
konstrukci6é atalakitott valtozata azdltal, hogy a 6. dbrdn feltiintetett Sall és BamHI
fragment helyére tortént az dj szekvencia beillesztése. A plazmid bakteridlis szelekcids
génként gentamicin rezisztencidt biztosit a baktérium szdmdra. A pJP17-S4 konstrukcidt
Galambos Aniké (PTE TTK Bioldgiai Intézet Genetika és Molekularis Bioldgiai Tanszék,
Pécs) allitotta elé Szegedi Erndvel (BCE Szdlészeti és Bordszati Kutaté Intézet,

Kecskemét) egyiittmiikodésben.



40

Az pTd93virEl, pJP17 és pJP17-S4 vektorokkal végzett munkit Szegedi Ernd

(BCE Szo6lészeti és Boraszati Kutatd Intézet, Kecskemét) feliigyelete alatt végeztiik.

Notl Sal BamHl Nofl
pB3888
Sall Saf BamHl
¥
Notl Sall BamHi Noti
ﬁiwi- pBS888
v v
Not! Sall BamHi pJP17-34

6. abra: A pJP17-S4 konstrukcié T-DNS része (Galambos 2007).

RB, LB: jobb és baloldali hatarold régidk, nptll: neomicin foszfotranszferaz gén, nos3’ és
nos5’: nopalin-szintdz 3’ és 5° szekvencia, pCMV és pFMV novényi prométerek. Notl,
Sall és BamH1: enzimek hasitéhelyei.

5.2. Alkalmazott médszerek
5.2.1. Embriogén kallusz indukci6

Az embriogén kallusz indukéldsiat 12 kiilonbdzd szdldfajta portok tenyészetein
kiséreltiik meg. Az ‘Arany sarfehér’, ‘Cabernet franc’, ‘Odysseus’, ‘Orpheus’, ‘Taurus’,
‘Richter 110° fajtdk embriogén kapacitdsiat két kiillonbozo tiptalajon (MSE, MST); a
‘Chardonnay’, ‘Kékfrankos’, ‘Korai Bibor’, ‘Pannon frankos’, ‘Rajnai rizling’, ‘Teleki 5C’
fajtdk embriogén kapacitdsat pedig négy kiilonb6z6 tdptalajon (MSE, MST, MSE/2, NNE)
teszteltiik. A felhaszndlt MS alapu téptalajok (MSE, MSE/2, MST) a Murashige és Skoog
(1962) 4ltal leirt komponensek mellett 20 g/l szachardzt, 70 mg/l Fe-EDTA-t és 7 g/l
Oxoid agart tartalmaztak (pH 5,8). Az (1.) MSE téaptalaj (Mozsar and Siile, 1994) 0,1 mg/l
BA-t és 1,1 mg/l 2,4-D-t tartalmazott, az (2.) MSE/2 egy mddositott MSE téptalaj, amely
fele koncentracidban tartalmazta a makroelemeket, az (3.) MST téaptalaj (Olah et al. 2003a)
pedig 0,05 mg/l TDZ-t és 1,1 mg/l 2,4-D-t tartalmazott. Az (4.) NNE taptalaj a Nitsch és
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Nitsch (1969) altal leirt taptalaj, amely az 1,1 mg/l 2,4-D és 0,1 mg/ll BA
hormonkombinéciét tartalmazta.

Az embriogén kultira inditdsdhoz a portokokat a szabadfoldi novények, illetve a
szabadfoldrdl begytijtott és tiveghdzban hajtatott vessz6k még zart viragbimboibol nyertiik.
Hajtatdshoz a beérett vesszoket november-decemberben gy(ijtottiik be szabadfoldrdl, majd
4°C-os vernalizicids kezelést kovetéen a vesszOket szakaszosan (janudrtél mdjusig),
kétriigyes dugvanyra vagva helyeztiink a perlittel megtoltott konténerekbe (7. abra). A
csapvizzel nedvesitett perlitben 1€v6 vesszokrol a 2-3 hét utdn megjelent leveleket naponta
eltavolitottuk, hogy egyéb fotoszintetizacids feliilet hidnydban a virdgfejlodést indukaljuk.
Ezzel a mddszerrel a vesszok perlitbe helyezését kovetden koriilbeliil 5 hét utan kapunk az
embriogén kallusz indukcids kisérletekhez megfeleld stddiumu (III. és IV., Gribaudo et al.
2004) viragzatokat. A vesszOk hajtatdsat a munkacsucs széthizdsa, valamint az tiveghazi
kortilmények kozott nevelt novények nagyobb hatékonysdgi sterilizdciéja miatt
alkalmaztuk. Nem elhanyagolhaté az a kiilonbség sem, hogy az iiveghdzban hajtatott
vesszOk nincsenek kitéve az iddjards viszontagsidgainak a virdgzds idején, szemben az

iltetvényben 1évo tokékkel.
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7. abra: Uveghdzi koriilmények kozott perlitben hajtatott ‘Chardonnay’ vesszék.

A kozvetlenill virdagzas elott begylijtott, kozel azonos fenofdzisban 1€vo
virdgzatokat 7 napig 4°C-on, hiitében taroltuk. A virdgbimbdkat 0,6%-os NaOCIl oldatban
10 percig fertOtlenitettiik, majd haromszor 10 percre desztilldlt vizbe meritettiik. A virdgot
(esetenként szteredmikroszkép alatt) landzsatli €s csipesz segitségével bontottuk szét, a
portokokat az eljards sordn steril csapvizzel nedvesitve. A kiprepardlt portokokat
portoknyéllel egyiitt helyeztiik a taptalajra. Az embriogén kallusz indukciés kisérleteket 6
ismétlésben végeztiik el, egy Petri-csészébe kb. 50 db portok keriilt. A kultirdkat inditas
utdn 26°C-on sotétben inkubdltuk. A hdrom hénapos inkubécids id6t kdovetden a portokon
megjelent kalluszt értékeltiik.

Kisérleteink sordn felmeriilt, hogy a sterilizdcié médja hatdssal lehet az embriogén
kallusz indukcidra, ezért a hajtatott ‘Chardonnay’ vesszokrdl begylijtott viragzatokat 7%-
os Ca(OH), oldatban illetve 0,6% NaOCI oldatban (Chlorox 15%) fert6tlenitettiik. A
sterilizaciot kovetden a virdgzatokbdl kipreparalt portokokat mindkét sterilizdcids eljarast
kovetden négy kiilonbozo téptalajra helyeztik: (1.) MSE; (2.) MSEC, amely egy
moédositott MSE téptalaj 2,5 g/l aktiv szénnel kiegészitve; (3.) MSE tdptalaj, amely 4 g/l
polyvinylpyrrolidont (Policlar AT, Perl et al. 1996; Mozsar et al. 1998) és 0,1 g/
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dithioerythritolt (Bornhoff and Harst 2000) tartalmazott; (4.) CPE amely a Cheé és Pool
(1987) altal leirt sz6lére optimalizalt taptalaj 0,1 mg/l BA-nel és 1,1 mg/l 2,4-D-vel
kiegészitett valtozata. A kisérletet 10 ismétlésben végeztiik el, és a portokokon megjelent
kalluszt harom hénap elteltével értékeltiik. Az 1. tabldzat Osszefoglaldan tartalmazza az

embriogén kallusz indukcids kisérletekben felhasznalt taptalajokat.

1. tablazat: Felhasznalt taptalajok.

Alap- Makroelemek | Mikroelemek | Novekedés-
Taptalaj taptalaj Szénforras (konc.) (konc.) szabalyozok
Murashige
MS/2 & Skoog szachar6z fél teljes -
Murashige
MSE & Skoog szachar6z teljes teljes BA, 2,4-D
Murashige
MSE/2 & Skoog szacharoz fél teljes BA, 2,4-D
Murashige
MST & Skoog szachar6z teljes teljes TDZ, 2,4-D
Murashige maltdz,
MSNOA & Skoog glicerin teljes teljes NOA
Cheé &
CP Pool szachar6z teljes teljes -
Cheé &
CPE Pool szacharoz teljes teljes BA, 2,4-D
Nitsch &
NN Nitsch szachar6z teljes teljes -
Nitsch &
NNE Nitsch szacharoz teljes teljes BA, 2,4-D

5.2.2. Az embriogén kallusz felszaporitdsa

Oldh és munkatarsai (2008) kisérleteikben az 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BA-t
tartalmazé MSE taptalajt taldltdk legmegfelelébbnek a portokon fejlédott embriogén
kallusz felszaporitasara, ez€t mi is ezt a taptalajt hasznéltuk erre a célra. Emellett a ‘Richter
110’ alanyfajta esetében kiprébaltuk az 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BA-t tartalmazé CPE
taptalajt embriogén kallusz felszaporitisira. A kisérletben kontollként az azonos
hormonkombinécidt tartalmazé MSE taptalajt hasznaltuk, majd az 1. és 2. hénap utan
megmértiik a folyamatosan o0szt6do kallusz tomegét. A kapott eredményeket egytényezos

variancia-analizissel értékeltiik.
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5.2.3. Szomatikus embri6 indukcié és novényregeneracid

A portok eredetli és felszaporitott embriogén kalluszt 10 g/l szacharézzal és 7 g/l
agarral kiegészitett szilird hormonmentes MS/2 taptalajra (1. tdblazat) helyeztiik, hogy
szomatikus embridfejlédést inukaljunk (sotétben 26°C-on). Egy hoénap elteltével a szilard
taptalajon 1évo kultirdkat egy hétre fényre helyeztiik, majd a csirdzé embridkat egyesével
30 ml hormonmentes MS/2 taptalajt tartalmaz¢ tivegfioldkban neveltiik tovabb 24°C-on 16
ords megvilagitds mellett. Ezt kovetden kb. harom hénapon beliil a regeneralddott,

gyoOkérrel és hajtassal rendelkezo 4-5 leveles sz616 novények felszaporithatdk.
5.2.3.1. A ndvényregeneracids kisérletek optimalizdlasa

A ‘Teleki 5C°, ‘Richter 110’ és ‘Chardonnay’ fajtdk esetében a portok eredetii
embriogén kalluszt folyékony MSNOA téptalajban (1. tabldzat) kivantuk homogenizilni.
A kisérletben az 5 uM NOA hatdsat teszteltiik, a tdptalaj a Mauro és mtsai (1995) 4ltal leirt
mennyiségli maltézt és glicerint tartalmazta. A folyékony tdptalajban felszaporitott
homogén kalluszt 2 hét sotétben torténd razatdst kovetéen hormonmentes MS/2 helyeztiik.
A kisérlethez kontrollként az 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BA-t tartalmazé szilird MSE
taptalajrél szarmazé embriogén kalluszt hasznaltuk, mindhdrom fajtdnal MS/2 taptalajon
vizsgiltuk az embriogén anyag tovabbi fejlodését, Osszevetve a folyékony MSNOA
taptalajban homogenizalt embriogén kallusz regeneracidjaval.

Ezen kivill a ‘Chardonnay’ fajta esetében az 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BA-t
tartalmazé szilird MSE taptalajr6l szarmazé embriogén kallusz regenericidjat
hormonmentes MS/2 és CP (1. tdbldzat) taptalajokon hasonlitottuk Ossze, a regenerdcids

1d6 hosszat figyelembe véve.
5.2.4. Sz0616 direkt organogenezis

Sz616 organogenezist célzo kisérleteinkben a riigy eltdvolitdsa utdn a riigyalap
sejtjeibdl probéltunk hajtidst regenerdlni citokinin tipusi hormonok segitségével. A
kisérletben az in vitro koriilmények kozott nevelt ‘Richter 1107 alanyfajtat teszteltiik.
Egyriigyes mikrodugvanyokat készitettiink (8a. dbra) és a levélhonaljakban taldlhatd
szemeket kipattintottuk (8b. 4dbra). A riigy eltdvolitdsat mikroszkép alatt ellendriztiik. A
mikrodugvanyokat merdlegesen helyeztiik a két kiillonb6z6 hormonnal - (1.) 0,1 mg/l BA

illetve (2.) 0,25 mg/l TDZ - kiegészitett szilard MS téptalajra.
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8. abra: A sz616 organogenezishez felhaszndlt egyriigyes (a) és kivakitott (b)
mikrodugvany.

5.2.5. Szo6l6transzformaciod
5.2.5.1. Embri6 fejlédés indukaldsa és agrobaktériumos kezelés

A ‘Richter 110’ portokokon fejlédott és felszaporitott embriogén kalluszt
hasznéltuk fel a transzformdcios kisérletekhez. Az embriogén kallusz tenyészeteket 2 hétre
MS/2 taptalajra helyeztiik, hogy szomatikus embri6fejlédést indukaljunk.

Az el6z6leg AB-minimal taptalajra (2. Tablazat) kikent és felszaporitott
baktériumbdl szuszpenziét készitettiink (108 sejt/m1), amelyet pipettdval juttattunk rd a
szilard taptalajon indukalt 1-2 mm-es embriokbdl 4ll6 tenyészetek feliiletére, majd két nap

kokultivacio kovetkezett hormonmentes (MS/2) taptalajon.

2. tablazat: AB minimadl taptalaj (Lichtenstein and Draper 1986).

AB tédptalaj Osszetevoi koncentracio
K>HPO4 3¢/l
NaH,PO4 1 g1

NH.C1 1 g1
MgS04.7H,0 0,3 g/1
KCl 0,15 g/1
FeEDTA 70 mg/1
MS Vitamin 1 ml/1

Kiegészitésként még 0,2-0,5% szénforras és agar (1,2%) sziikséges (pH 7).
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5.2.5.2. Az Agrobacterium elblése

A baktérium elolésére a kokultivicié utdn 1-2 mm-es embridk esetén megfeleld
modszer a 300 mg/l carbenicillint és 300 mg/l clafordnt (cefotaxim) tartalmazé szilard
taptalajra torténd passzdlds és fenntartds (Oldh et al. 2003b). Kisérleteink sordn szelekcids
dgensként 20 mg/l kanamicint hasznaltunk. Antioxiddnsnak 4 g/l vizben oldhatatlan
polyvinylpyrrolidont (Polyclar AT) és 0,1 g/l dithioerythritolt (DTE) hasznaltunk (Ol4h et
al. 2003b), hogy megfeleld védelmet nydjtsanak a transzformalt sejtek szamadra, a szelekcid
miatt nagy szdmban elpusztult sejtek altal a taptalajba juttatott anyagokkal szemben. Az

igy kiegészitett MS/2 taptalajt MS/2Km jeloléssel lattuk el.
5.2.5.3. Novényregenerici6 szelekcios taptalajon

A tenyészetek havonkénti passzdldsa sordn a torpedd és korai szikleveles stddiumu
embridkat folyamatosan levalasztottuk és Petri-csészében tovabbra is MS/2Km taptalajon
fényre helyeztiik (24°C, 16 6ra megvil4gitas).

A fényen a folyamatos passzdlds sordn a szelekciés nyomds mellett levél- és
gyokérkezdeményekkel rendelkezd embridkat egyenként 30 ml, antioxiddnsokat mar nem
tartalmazé MS/2Km szildrd tdptalajjal toltott tenyészedényekbe helyeztik 4at. A
regeneralddott novényekbdl a havonta torténd atrakds és felszaporitds sordn a hajtascsticsot
és az alatta taldlhatd két-riigyes hajtasrészt helyeztiik friss tdptalajra. Egy évvel a
transzformécios kisérletek megkezdése utin fokozatosan megvontuk az antibiotikumokat
és a szelekcids dgenst a taptalajbol. A jol meggyokeresedett egyedeket kondiciondlds utan

tiveghdzban neveljiik tovabb (lasd 4.2.6. fejezet).
5.2.5.4. A sz6l6transzformacié az MsFerr, iaaM és virEl gének felhasznalasaval

Hasznos génkonstrukcidk felhasznalasaval genetikai transzformdcios kisérleteteket
végeztiink a ‘Richter 110’ fajtin. Az oxidativ stressztliré képesség novelésére irdnyuld
kisérleteinkben az EHA105(pRok2Ferr) és EHA105(pRok2FerrFLAG); az Agrobacterium
rezisztens novények eldallitasat célzo kisérleteinkben az EHAI101(pTd93virEl),
EHA101(pJP17) és EHA101(pJP17-S4) vektorkonstrukcidkat hasznaltuk fel. A pRok2Ferr
és pRok2FerrFLAG konstrukcidk lehetové teszik a lucerna ferritin gén expresszidjit a
sz016 kloroplasztiszokban ill. citoplazmaban, a megnovekedett ferritin szint pedig
hozzajarulhat a szabad vasionok mennyiségének csokkentésével a Fenton-reakcid

limitalasahoz és ezen keresztiill az oxidativ stresszel szemben ellenallobb vonalak
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kialakitdsahoz (lasd 3.6 fejezet). A pTd93virEl konstrukcié segitségével Agrobacterium
VirE1l fehérjéket termelhetiink a nvényi sejtekben. Mivel az Agrobacterium fert6zés soran
a T-DNS komplex és a VirE2 fehérjék elkiiloniilten jutnak be a novényi sejtekbe, igy a
VirE2 fehérjék gatlasaval (VirEl és VirE2 komplex képzd6dés) valdszinlileg a sz6lo
agrobaktériumos vesszogolyvaval szemben ellendllobb vonalak alakithatéak ki (lasd még
3.7. fejezet). A géncsendesités mechanizmusdnak indukdldsdhoz két kiilonbozd
génkonstrukciét hasznaltunk fel. A pJP17 konstrukcié tartalmazza az egymads utdn épitett
(A348) iaaM és ipt géneket egymadssal szemben elhelyezkedd, szensz és antiszensz RNS
atirasat biztosité promoéter kozé helyezve; a pJP17-S4 konstrukcié az A. vitis S4 iaaM

szekvenciat is tartalmazza, amelyben az Uj szekvencia beillesztése a Sall és BamHI

fragment helyére tortént (14sd még 3.7. fejezet).
5.2.5.5. A transzformaciés kisérletek optimalizalasa

Kisérleteink sordn tobbféle moddszert is kiprébaltunk a novényregenericid
nehézségeinek lekiizdése érdekében. Az abnormilis fejlodést mutaté embridk (9. dbra)
pusztulé gyokérnyaki részének eltavolitisaval megprébaltuk a normalis gyokérfejlédést
indukdlni, amely a késébbiekben kivélthatja a normadlis hajtasfejlédést; valamint (1.)
antibiotikummentes MS/2 illetve (2.) citokinin tartalmd (0,22 mg/l BA) MS/2Km taptalajra
helyeztik a kordbban MS/2Km szelekciés tdptalajon tartott rendellenes fejlddési

17
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9. abra: EHA105(pRok2Ferr) vektorral transzformalt rendellenes fejlodésii ‘Richter
110’embridk.
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5.2.6. Akklimatizacios kisérletek

A kisérletekhez az in vitro koriillmények kozott nevelt portok eredeti ‘Richter 110’
szO0l6novényeket haszndltuk. A kétriigyes mikrodugvinyokat hormonmentes, 10 g/l
szachar6zt, 70 mg/l Fe-EDTA-t, és 7 g/l Oxoid agart tartalmaz6é MS/2 taptalajon (pH 5,8)
felszaporitott novényekrol, oll6 és csipesz segitségével szedtiik steril fiilke alatt.

Munkénk sordn a kiilonb6z6 nedvesitd-, és gyokereztetd kozegek hatdsat, valamint
a tenyészedények eltérd zardsanak (levegdzottségének) kovetkezményeit vizsgiltuk a
gyOkérképzodés mennyiségi és mindségi jellemzodire. A kisérletekben felhasznalt
kétriigyes mikrodugvanyokat fényszobdban, 24°C-on, 16 Ords megvildgitis mellett
gyOkereztettitk. 18-20 nap elteltével a gyokeres novényeket megvizsgaltuk és értékeltiik a
gyOkerek szdma €s hossza alapjan. Minden kisérletet harom ismétlésben végeztiink el. A
kapott adatokbol novényenkénti atlagos gyokérszamot, atlagos gyokérhosszt, valamint
0sszes gyokérhosszt szamoltunk.

Az els6 kisérletben haromféle nedvesité kdzeget haszndltunk: (1.) steril csapvizet,
(2.) 1 mM foszforsav oldatot (pH 6,0), valamint (3.) 1-1 mM dikalium-hidrogén-foszfat és
salétromsav oldat kombindcigjat (pH 6,0). A kisérlet célja az volt, hogy kivalasszuk a
legmegfelelobb nedvesitd kozeget a gyokereztetéshez. A kozegekhez nem adtunk szerves
komponenseket, hogy csokkentsiik befert6z6dés veszélyét. Az autokldvban sterilizalt 270
ml-es tenyészedényekbe (bébiételes iivegek) toltott kb. 50 ml perlitet lamindlt fiilke alatt
nedvesitettiik. 15 tivegbe steril csapvizet, 15 iivegbe foszforsav oldatot, 15 iivegbe pedig
dikalium-hidrogén-foszfat és salétromsav oldat kombinécidjat toltottiik, gy, hogy a perlit
megszivja magat és még 2-3 mm folyadék legyen az edény aljan.

A masodik kisérletben négyféle gyokereztetd kozeget alkalmaztunk (10. dbra). 15-

15 tivegbe perlitet (50 ml), kézetgyapotot (4x4x4 cm-es, Grodan; www.grodan.com) €s

elonedvesitett toézegkockat (3x3x4 cm-es, pit-pot; www.pit-pot.com) helyeztiink,

kontrollként pedig 6 g/1 agarral szilarditott csapvizes agart haszndltunk (30 ml
tenyészedényenként). Autoklavozas utdn a perlitre, a kdzetgyapotra és a tézegkockdkra az
eldkisérletek (nedvesitd kozeg kivélasztdsa) eredményei alapjn steril csapvizet ontottiink

ugy, hogy jol megszivjdk magukat, és az edény aljan kb. 2-3 mm folyadék 4lljon.
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10. abra: ‘Richter 110" mikrodugvany perlitben (a), kzetgyapotban (b), tézegkockdban
(c), csapvizes agarban (d).
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Felmeriilt, hogy a tenyészedények szell6zése is hatdssal lehet a ndvények
gyokeresedésére, ezért a harmadik kisérletben két kiilonboz6 zarasi médot alkalmaztunk. A
bébiételes iivegekbe 30 ml csapvizes agart toltottiink, és autokldvban sterilizdltuk. A
mikrodugvanyok iiltetését kovetden 15 tiveget 3 réteg haztartdsi félidval (Folpack), 15-6t
pedig csavaros tetvel fedtiink le, ahol a légcserét a kozépen furt lyukba helyezett
szivacsdarab biztositja.

Az adatok kiértékelésében igyekeztiink az adatok jellegének megfeleld programot
és statisztikai médszert kivélasztani. fgy az els6 kisérlet eredményeinek kiértékeléséhez a
ROPSTAT programot hasznéltuk, mig a masik két vizsgilathoz az SPSS 16.0 programot
talaltuk megfelelonek. Az eltéré programok hasznalatit az adatok eltérdé tulajdonsagai
indokoltdk. A nedvesitd kdzeg, valamint a gyokereztetd kdzeg kivdlasztasakor egytényezOs
varianciaanalizissel elemeztiik az eredményeket, 95%-0s megbizhatésdgi szinten. A
zérdsok vizsgilatdndl, mivel csak két kezelést kellett Osszehasonlitanunk, az adatok

értékeléséhez kétmintas t-probat végeztiink, 95%-os megbizhatdsigi szinten.
5.2.7. A beépitett DNS jelenlétének ellendrzése PCR analizissel

A DNS izolédldshoz a fényen nevelt névények hajtasairdl steril koriilmények kozott
begytjtott leveleket dolgoztuk fel. A levelekbdl a Qiagen cég DNEasy Plant System Mini
Kit DNS-kivon6 rendszer segitségével vontuk ki a genomidlis DNS-t. A munka sordn
folyékony nitrogént, 95%-os etanolt, illetve a készlet pufferoldatait (AP1, AP2, AP3, AW,
AE) hasznaltuk. Az eljaras 1épései:

1. A sejtek feltarasa: 0,1-0,2 g levélszovetet folyékony nitrogénben, dérzsmozsarban
eldorzsoliink.

2. A mintdkat Eppendorf-csovekbe helyezziik, 400 ul AP2 puffert és 4 ul RN-4z
enzimet adunk hozza. A puffer a fehérjéket és poliszacharidokat kicsapja.

3. Az oldatot vortex-szel torténd razatast kovetden 10 percig 65°C-on inkubéljuk (2-3
atforgatdssal), majd 130 pl AP2 puffert adunk hozzd és 5 percig jégen allni
hagyjuk.

4. A lizatumot 1j Eppendorf-csdvekbe, a kithez tartozé QIAshredder szilirfre attoltjiik,
majd 2 percig centrifugdljuk 13000 fordulat/perc sebességen. Ezzel a nagyobb
szennyezddésektol, sejttoredékektdl tisztitjuk az oldatot, a sziirén atjutd rész pedig

tovabb homogenizalddik.
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5. A szirlet djabb Eppendorf-csovekbe keriill (az {iiledék nélkiil), masfélszeres
mennyiségl (kb. 675 ul) AP3/E (az AP3 koncentrituma 95%-os etanollal higitva
1:2 aranyban) oldatot adunk hozza; finoman 6sszekeverjiik vagotthegyii pipettaval.

6. Ebbdl 650 pl-t iiledékkel egyiitt Dneasy szlir6kre, j Eppendorfba pipettizunk,
majd 8000 fordulat/perc-en 1 percig centrifugaljuk, utdna a maradék lizdtummal ezt
megismételjilk. A szir6 membrinjan (a sziliciumgélen) magas s6koncentraciénal a
DNS-molekuldk megtapadnak, a lizdtum kicsapott fehérjéi és poliszacharidjai
atjutnak rajta.

7. A sztrot Eppendorf-csébe helyezziik és S00 il AW puffert adunk hozza a maradék
szennyezddések eltavolitisara, majd 1 percig 8000 fordulat/perc-en centrifugaljuk.
A sziirlet eltdvolitdsa utdn ismét a sziirdre pipettdzunk 500 pul AW puffert és 2
percig 13000 fordulat/perc-en centrifugdljuk, igy a sziir6 membrénja kiszéarad.

8. A DNS-szlirét 4j Eppendorfba helyezziik, 100 pul 65°C-os AE puffert tesziink a
membranra és 5 percig szobahOmérsékleten inkubéljuk, majd 1 percig 8000
fordulat/perc-en centrifugaljuk. A DNS leoldist még egyszer megismételjitkk. A
puffer hatdsdra a megvaltozott kozegben (alacsony sékoncentrdciondl) a DNS
molekuldk levalnak a sziliciumgélrdl és atjutnak az Eppendorf-csdbe. Az igy nyert
kb. 200 pl-nyi oldat kivalo tisztasdgban tartalmazza a DNS-t (Qiagen, 2000).

A koncentrdci6 meghatdrozdsdhoz spektrofotométerrel megmértiik az oldat
fényateresztését 200 nm és 300 nm hulldmhossz kozott. A kapott gorbe alapjan 14thato,
mennyire tiszta a DNS-oldat (a fehérjék 280 nm hullimhosszon mutatnak specidlis
abszorpcidt). Ezutin megmértilk az oldat optikai denzitdsit 260 nm hulldmhosszon. A
kapott érték alapjan pontosan kiszdmithattuk, milyen toménységli a DNS-oldat. 1 OD
(=optikai denzitds) 50 pg/ml toménységli DNS-oldatnak felel meg (Velich 2001).

A PCR analizis sordn célunk a bevitt gének jelenlétének kimutatdsa és a novényi
minta Agrobacterium mentességének bizonyitdsa volt. Az eljards sordn a ndvényi mintabdl
kivont DNS-bdl specifikus primerekkel amplifikdltuk az MsFerr, iaaM, virEl, nptll, és
virC (Agrobacterium virulencia gén) gének megfeleld szakaszait. A PCR reakcié sordn az
nptlIR (5’-AGGCGAGGCGGCTATGACTG-3’) és nptlIF (5-
ATCGGGAGCGGCGATACCGTA-3’) primereket hasznaltuk a szelekciés markergén
(kanamicin) jelenlétének ellendrzésére (Hoffmann et al. 1997), amellyel az nptll 700 bp
hosszisagi szakaszat amplifikaltuk. Az Agrobacterium novényben vald esetleges

jelenlétének ellendrzésére a VCR (5’-AGCTCAAACCTGCTTC-3’) és VCF (5'-
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ATCATTTGTAGCGACT-3’) primereket hasznaltuk, amely a T-DNS-en kiviil
elhelyezkedd 730 bp hossziisagu virC régiét (Sawada et al. 1995) amplifikdlja. A vizsgélat
negativ eredménye bizonyitja, hogy a noévényi DNS mintdban nincs vektor DNS
szennyezddés.

A lucerna ferritin gén jelenlétének ellendrzésére az MTA Szegedi Bioldgiai
Kozpontjanak Novénybioldgiai Intézetében tervezett kiillonb6z6 primer kombindcidk koziil
a  FerrFwl (5’-GTCACGGTGTGTGGCACTTTGA-3’) és  FerrRev2  (5°-
AGACAGAGCCAATTCCATGGCA-3’) primereket hasznaltuk, amelyekkel a gén 513 bp
hosszisagu szakaszat amplifikaltuk (Olah 2005). Az iaaM gén jelenlétének ellendrzésére
az (5'-GAACCAAGCGGTTGATAACAGCC-3") és (5-
CTGCGACTCATAGTCCAGGAATAC-3") primereket hasznaltuk, amelyekkel a gén 150
bp hosszisagd szakaszat amplifikaltuk (Viss et al. 2003) a pJP17 és plP17-S4
konstrukcidkkal transzformdlt névények mintdiban. A virEl gén jelenlétét pedig az (5'-
CCATCATCAAGCCGCA-3") és (5-CTCCTTCTGACCAGCAAGA-3") primerekkel
ellendriztiik (Szegedi et al. 2001).

A PCR soran a 25 pl reakcidelegy 1x Taq puffert, 1,5 mM MgCl,-ot, 5% DMSO-t,
200 uM-t minden dNTP-bdl, 0,5 uM-t a két primerbol, 2 pl templat DNS-t (50 pg/ml)
valamint 1,25 egység Taq polimerdzt tartalmazott. A reakcidkat 94°C-on inditottuk (1
perc), majd ezt kdvetden 30 ciklusban 92°C-on denaturdltuk a DNS-t (1 perc), 54°C-on
tortént a primerek bekotddése (1 perc) és 72°C-on (1,5 perc) a lanchosszabitds. A reakcié
lezarasa 72°C-on tortént (3 perc). A fent leirtaktSl eltéréen a lucerna ferritin primerek
bekotédése 52°C-on tortént. Az iaaM gén jelenlétének ellendrzésére hasznélt primerek
hasznélatakor a reakciét 94°C-on inditottuk (2 perc), majd ezt kovetéen 35 cikluson
keresztiil a denaturdci6 94°C-on 1 percig, a bekotdédés 50°C-on fél percig, a
lanchosszabbitds 72°C-on 1 percig, a reakcié lezdrdsa pedig 72°C -on 5 percig tartott. Az
amplifikdcidhoz az MJ Research PTC 200 tipusi PCR-késziilékét hasznaltuk. A mintak
futtatasa 1,5%-os agaréz gélen tortént, majd az amplifikalt DNS-t ethidium bromiddal
tettiik lathatéva.

5.2.8. A transzforménsok oxidativ stressztiliré képességének vizsgalata

A klorofillfluoreszcencia-indukciés mérés megbizhatéan alkalmazhat6 vizsgalati
modszer az abiotikus stressz és a fotoinhibicié kimutatasara. A klorofillfluoreszcencia

vizsgédlatanak alapelve viszonylag egyszeri. A klorofill molekuldk altal elnyelt fény sorsa
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haromféle lehet: felhaszndlédhat fotokémiai energiaként, folosleges energiaként
kibocséthat6 hd formdajaban, vagy fény formdban visszasugarzédhat. Ez a harom folyamat
versenyez egymdssal, barmelyik teljesitményének emelkedése a masik kettd
teljesitményének csokkenésével jar. Ezért a klorofillfluoreszcencia vizsgdlataval
informécidkhoz jutunk a fotoszintézis teljesitményérol és a kibocsatott hd mennyiségérol
is. A klorofillfluoreszcencia-méréseket pulzus amplitidé-moduldlt fluoriméter, Imaging
PAM (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Germany) segitségével végeztilk a Schreiber és
munkatirsai (1986) altal leirt protokol szerint. A mérés a mérdfej bekapcsoldsaval
kezdddik, amivel meghatarozzuk a minimalis fluoreszcencia szintet (Fy). Utdna egy telitd
villanéfényt hasznalunk, ami lehetové teszi a maximalis fluoreszcencia (Fy,) mérését. Fy, és
Fy kiilonbsége adja az tin. valtozé fluoreszcencidt (Fy), ami a IlI. fotokémiai rendszer (PSII)
fényenergia befogadds hatasfokaval ardnyos. A PSII potencidlis hatékonysidga jol
jellemezheté az F,/F,, arannyal, amely az F./F, = (F, — F,) / F,, Osszefiiggés alapjan
hatdrozhaté meg. Optimadlis esetben ez az érték 0,72-0,85 kozotti tartomdnyba esik, mig a
kiilonbo6z6 stresszhatdsoknak kitett ndvények esetében ennél kisebb (Bolhar-Nordenkampf
and Lechner 1988).

A transzformansok oxidativ stressztiird képességének vizsgilatit a Magyar
Tudoményos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kdzpontjdnak Novénybioldgiai Intézetével és a
Budapesti Corvinus Egyetem Sz06lészeti és Bordszati Kutatd Intézetével (Kecskemét)
egylittmitkodésben, két kiillonbozo kisérletben végeztilk el. A paraquat hatdsira fényen
oxigén szabadgyokok képzédnek a kloroplasztiszokban, ezért els6 lépésben a
transzformansok oxidativ stressztiird képességének vizsgalatihoz a paraquat-diklorid (1,1-
dimetil-4,4-bipiridilium-diklorid) hatéanyagii Gramoxone nevili gyomirté szert hasznaltuk.
A por alakban rendelkezésiinkre all6 gyomirté szerbdl 5 kiilonbozd koncentraciéji (0,5
uM, 1 pM, 2 uM, 3 uM, 4 uM) oldatot hasznaltunk a vizsgélatok soran. Kontrollként
pedig csapvizben usztatott leveleket hasznaltunk. Az iiveghdzban nevelt novények koziil 6
db fiiggetlen pRok2Ferr transzformans és 1 db nem-transzformalt kontroll ‘Richter 110’
novényt vdlasztottunk ki. Minden ndvényrdl levélasztottunk 3-3 db levelet, amit hdrom
oran keresztiil sotétben usztattunk az oldatban, a levelek szinével felfelé. A 3 6ras sotét
periddust azért alkalmaztuk, hogy biztositsuk a herbicid ozmotikus felvételét. Ezutdn a
mintdkat 1 6rdn keresztiil 35 umol'2 s fotoszintetikusan aktiv fénnyel vilagitottuk meg.
Fényen a paraquat a fotoszintetikus elektrontranszportlancbdl szdrmazo elektronok
felhaszndldsdval szuperoxidgyokoket képez, ami a ndvények oxidativ kdrosodasahoz vezet

(Babbs et al. 1989) és a fotoszintetikus teljesitmény csokkenését eredményezi. A
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fluoreszcenciaindukcié mérése sordn a 20 percig sotétadaptélt levélmintdkat 8000 pumol
m?s" fényintenzitasu gerjeszt fénnyel vildgitottuk meg. A kisérletet hdrom ismétlésben
végeztiik el, majd a kapott F,/F,, értékeket atlagoltuk. A szdldtermesztési gyakorlatban
alanyként haszndlt ‘Richter 110" fajta esetében a novények gyokérzetét érd
stresszhatdsokra adott valasz fontos informacidkkal szolgdlhat szamunkra, ezért a masodik
kisérletben az iiveghdzban nevelt 6 db pRok2Ferr transzformans és 1 db kontroll ‘Richter
110’ novényeket 50 mM NaHCO; oldattal arasztottuk el, hogy szdrazsag-, €s sOstresszt
indukéljunk. A kezelés hatdsat 15 nap elteltével vizudlisan értékeltiik. Annak ellenére,
hogy a kloroplasztiszban lokalizal6dé lucerna ferritin fehérje az alanyfajtdk esetében nem
bir gyakorlati jelentdséggel, szdmunkra fontos informéciokkal szolgdlhat. A
pRok2FerrFLAG transzformédns novényeket fejlodési rendellenességiik miatt nem tudtuk

bevonni a kisérletekbe (1asd 5.6. fejezet).
5.2.9. Agrobacterium rezisztencia vizsgdlatok

Az EHA101(pJP17) vektorral transzformalt akklimatizdlt és tiveghdzba kiiiltetett
‘Richter 110’ novények ellendllosagat az A. tumefaciens A348 és C58, valamint az A. vitis
Tm4, AT1 és S4 torzsekkel szemben teszteltik. Az EHA101(pTd93virEl) vektorral
transzformdlt ‘Richter 110> novényeket a fejlodési rendellenességiikbol eredd
felszaporitdsi és akklimatizdciés nehézségek miatt kizdardlag A. vitis Tm4 torzzsel
fertéztiik, valamint a fert6zések nagy részét in vitro korilmények kozott, a fényszobdban
fenntartott transzgénikus vonalakon végeztiik el. A kisérletekben pozitiv kontrollként nem-
transzformdlt akklimatizalt, illetve in vitro koriilmények kozott nevelt ‘Richter 110°
novényeket haszndltunk. A fertézéshez a kiilonboz6é torzsekbdl steril desztillalt viz
felhasznalasaval baktérium szuszpenziot készitettiink (30 ml vizben 3 kacsnyi baktérium),
majd a novények hajtasain a néduszok kozelében landzsatli segitségével ejtett sebzésekbe
pipettaval vittiik fel a baktérium szuszpenzidt €s azt a landzsatiivel be is dolgoztuk a sebbe.
Novényenként harom fert6zést végeztiink. A tovabbra is iiveghazban, illetve in vitro
fert6z€s esetén a fényszobdban tartott névényeken az eredményeket masfél honap elteltével
értékeltiik. Az értékelés utdn a tesztelt novényeket autoklavozdssal megsemmisitettiik.

Kisérleteinkben a tanszéki nemesitésti fajtak Agrobacterium ellendllésagat is
teszteltik. Az Agrobacterium fertézéshez a novemberben begyiijtott vesszoket tavasszal
tiveghdzi koriilmények kozott hajtattuk a Budapesti Corvinus Egyetem SzOlészeti és

Borészati Kutaté Intézetében (Kecskemét). A tesztelés sordn az A. rumefaciens C58, az A.
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vitis Tm4, AB3, ATI, és S4 torzsekkel fertdztik a ‘Pegazus’ (N58), ‘Csépi muskotaly’
(N127), ‘Borostyan’ (N200), ‘Odysseus’, ‘Orpheus’, ‘Taurus’, ‘Korai bibor’ és ‘Pannon
frankos’ fajtakat. Pozitiv kontrollként a fogékony ‘Kékfrankos’ és ‘Sziirkebarat’, negativ

kontrollként pedig a rezisztens ‘Kunbardt’ fajtat haszndltuk (Szegedi 1981).
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6. EREDMENYEK

6.1. Embriogén kallusz indukalasa portokon

A sz0816 embriogén kapacitdsa erésen genotipus-fiiggd, ezért az embriogén kallusz
indukcids kisérleteinkben 12 kiilonb6z6 szolofajtat vizsgaltunk. A taptalajra helyezett
portokokon 3 hénap inkubdcids idét kovetden 0,25-12%-os hatékonysiaggal (3. és 4.
tdblazat) 11 genotipus esetében kaptunk embriogén kalluszt (11. dbra). Az ‘Arany sarfehér’
fajtanal nem sikeriilt embriogén kallusz fejlodést indukalnunk az MSE taptalajon. A ‘Korai
bibor’, ‘Odysseus’, ‘Orpheus’ és ‘Pannon frankos’ fajtdkndl elsként sikeriilt embriogén
kallusz fejlédést indukdlnunk. Az embriogén kallusz indukcids kisérletek eredményeit a
taptalajra helyezett portokokon fejlddott embriogén struktirdji kallusz szdzalékos
értékében adtuk meg [(embriogén kalluszt produkalé portokok szdma / Osszes portokok
szama) x 100]. Kisérleteinkben tobbféle tipusi kallusz jelent meg, ezek koziil csak a
vildgossdrga, keményebb dllagi, proembriondlis szerkezetet mutatd, gOmbszer
képletekbol felépiilé kalluszcsomék bizonyultak késébb embriogén jelleglinek.
Kalluszindukcié tekintetében az MSE tdptalaj bizonyult a legsikeresebbnek,
alkalmazasaval 9 fajtan kaptunk embriogén kalluszt. Az MST taptalaj 4, a NNE taptalaj 5,
az MSE/2 taptalaj pedig csak 1 fajtanal adott pozitiv eredményt.

Az embriogén kallusz indukcids kisérletek céljara begyljtott ‘Chardonnay’
virdgzatok sterilizadcidja soran alkalmazott két kiillonbozé eljards vizsgilatakor arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a NaOCI oldat helyett ugyanolyan jé eredménnyel
hasznélhat6 a klér-mentes Ca(OH), oldat is (5. tiablazat), melynek 1€tjogosultsdga a sz616
klorérzékenységével indokolhatd. A kisérletben felhasznalt négyféle taptalaj koziil az MSE
és CPE taptalajokon kozel azonos hatékonysdggal sikeriilt embriogén kalluszt
indukdlnunk. Az antioxiddnssal és fenolkotd vegyiilettel kiegészitett MSE taptalaj,
valamint az aktiv szénnel kiegészitett MSE tdptalaj negativ hatdssal volt az embriogén

kallusz indukciora (5. tablazat).
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11. abra: ‘Chardonnay’ portokon fejlodott embriogén kallusz.

3. tablazat: Az embriogén kallusz indukcids kisérletek eredményei MSE ill. MST
taptalajon.

Az embriogén kallusz indukcié eredményei (%)

Fajtak Téptalaj Atlag Sz6rés
‘Arany sarfehér’ MSE - -
‘Cabernet franc’ MSE 7,5 5
‘Odysseus’* MSE 1,25 1,37
‘Orpheus’* MSE 6 7,2
‘Richter 110’ MST 8 4.8
‘Taurus’ MSE 3,33 3,81

* Azok a fajtak, amelyeknél elsOként sikeriilt portokon embriogén kalluszt indukalni

4. tablazat: Az embriogén kallusz indukciés kisérletek eredményei (%) négy kiilonboz6
taptalajon atlag és szords értékekkel feltiintetve.

Fajtak MSE MSE/2 NNE MST
‘Chardonnay’ 4,46 £7,0819,17+5,84| 1,5+3,64 [(0,25+0,79
‘Kékfrankos’ 7,8+ 3,67 0 12+£6,02 | 1,25+0,7
‘Korai bibor’* 1,25 +1,37 0 21326 0
‘Pannon frankos’* 0 0 11,08 +7,81 0
‘Rajnai rizling’ 4,2+375 0 2,5 0
‘Teleki 5C° 5 0 0 6,67152

* Azok a fajtdk, amelyeknél elsoként sikeriilt portokon embriogén kalluszt indukalni
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5. tablazat: Embriogén kallusz indukci6 eredményei négy kiillonboz6 taptalajon NaOCl és
Ca(OH), oldatban sterilizalt ‘Chardonnay’ virdgzatokbdl kipreparalt portokokon.

Sterilizacié médja [ Az embriogén kallusz indukci6 eredményei (%)
NaOCl oldat MSE | MSE+C | MSE+Polyclar AT+DTE| CPE
1. 0 0 0 5
2. 10 0 0 10
3. 10 0 0 5
4. 5 0 5 10
5. 0 0 0 0
6. 5 0 5 0
7. 0 0 5 5
8. 0 0 5 15
9. 5 0 0 10
10. 0 0 na 10
Atlag 3,5 - 2,2 7
Sz6rés 4,11 - 2,63 4,83
Ca(OH); oldat MSE | MSE+C | MSE+Polyclar AT+DTE| CPE
1. 5 0 0 15
2. 15 0 0 5
3. 0 0 0 30
4. 0 0 0 5
5. 10 0 5 5
6. 10 0 0 0
7. 15 0 5 25
8. na 0 0 10
9. na 0 0 0
10. na 0 5 20
Atlag 11,5 - 1,5 11,5
Sz6rés 6,36 - 2,29 10,55

na: Nincs adat a tenyészetek befertz6dése miatt

6.2. Embriogén kallusz felszaporitasa

A transzformdicids és regenerdcios kisérletekhez sziikséges kiinduldsi anyag
mennyiségének folyamatos biztositdsdhoz a portokokon fejlédott kalluszt elsd 1épésben fel
kell szaporitanunk. Ezt havonként friss tiptalajra torténd atrakassal érhetjiik el, azonban a
hosszi ideig fenntartott kalluszban kiilonb6z6 mindségi véltozasok kovetkezhetnek be.
Mivel az embriogén kallusz indukcié a kiilonboz6 kornyezeti tényezoknek koszonhetéen
nem minden évben miikodik azonos hatékonysaggal, ezért fontos a mar meglévo kallusz

tenyészeteinket a lehet legjobb mindségben megoérizni és fenntartani, hogy az egy-egy
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kiesd év ellenére is folyamatosan édlljon rendelkezésiinkre megfeleld struktirdji embriogén
anyag a mar meglévo tenyészetekbdl.

Kisérleteinkben az embriogén kallusz felszaporitdsat két kiilonbozd tdptalajon
végeztiik a ‘Richter 110’ alanyfajtdndl, azonban a kallusz tdmeg értékekben nem kaptunk
statisztikailag értékelhetd kiilonbséget. Az MSE és CPE taptalajokon az 4tlagokat tekintve
az 1. és 2. hénap utdn is nagyon hasonld értékeket kaptunk (6. tdblazat), azonban a két
kiilonbozo taptalajon mindségbeli eltéréseket figyeltiink meg. A CPE taptalajon fenntartott
kallusz morfologiailag eltért az MSE tdptalajon fenntartott kallusztél, ami
valészinlisithetben az  embriogén  jellegi  strukturdk  kiszelektal6ddsabol — és
felszaporodasabdl valamint a nem-embriogén struktirak nekrézisabol adédott. Ezért a CPE
taptalajt alkalmasabbnak taldltuk az embriogén kapacitds megérzésére a szignifikdns

kiilonbség hidnyanak ellenére is.

6. tablazat: Az MSE és CPE taptalajon felszaporitott ‘Richter 110" embriogén kallusz
tomegében mért kiillonbségek az 1. és 2. hénap utan.

Ismétlések
Taptalaj | 1d6 (hénap) 1. 2. 3. 4. 5. Atlag | Széras
MSE 1. 1.8g | 1,7g | 24g | 32g | 33g | 2,48¢ 0,75
CPE 1. 22g | 22g | 22¢g nt 23g | 2,23¢g 0,05
MSE 2. 28g | 28g | 3,7g | S5,1g | 47¢g | 3,82¢ 1,06
CPE 2. 31g | 30g | 33¢g nt 33g | 3,18¢ 0,15

nt: nem tesztelt



60

6.3. Novényregeneracié embriogén kalluszbdl

Az embriogén tenyészetek embriogén kapacitisit hormonmentes szilard MS/2
taptalajon novényregenerdcidéval bizonyitottuk (12. dbra). A sikeres novényregeneracid
limital6 tényezdi koziil leggyakrabban a hajtasdifferencidlédas elmaradasaval taldlkoztunk,

ez pedig jelentésen lecsokkentette a regeneracié hatékonysagat.

12. abra: A ‘Richter 110’ fajta regeneracidja embriogén kalluszb6l hormonmentes MS/2
taptalajon.

6.3.1. A ndovényregenerdcid hatékonysidganak optimalizaldsa

A novényregeneracié nehézségekbe iitkozhet, ha a regenericids kisérletekben
felhaszndlt embridk nincsenek azonos fejlettségi dllapotban, ezen kiviil a sokdig fenntartott
embriogén kultirdk regenerdcidés képessége csokken (Martinelli et al. 2001a). A
‘Richter 110°, “Teleki 5C’ és ‘Chardonnay’ fajtdk esetében a folyékony MSNOA taptalajt
hasznéltunk a szamunkra legoptimalisabb allapotd, kis vakuolumokkal rendelkez6, gyorsan
0szt6do sejtek felszaporitdsara. A folyékony MSNOA taptalaban homogenizalt embriogén
tenyészetek a két hetes sotétben torténd razatist kovetéen hormonmentes MS/2 tiptalajon
gyorsabban regenerdlddtak, mint a szilird MSE taptalajrél szdrmazo, ugyancsak
hormonmentes MS/2 téptalajra helyezett embriogén tenyészetek. A folyékony taptalajban
tortént kezelés utan - hormonmentes MS/2 tiptalajon - 1 honap elteltével tomeges hajtas és
gyokér differencidlédast (13. dbra) tapasztaltunk mindhdrom fajtandl. A szilard MSE
taptalajrél szarmazé kulturdkon azonban ekkor még csak a szomatikus embriogenezis

kezdeti stddiumait lehetett megfigyelni. Eredményeink aldtdmasztjak a folyékony taptalaj
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hasznélatdnak  jotékony hatdsit a  szomatikus embriogenezisre, illetve a

novényregeneraciora.

13. abra: szilard MSE taptalajon (a, nagyitds: 6,5x) és MSNOA folyékony taptalajban (b,
nagyitds: 2,5x) felszaporitott ‘Richter 110’ embriogén kallusz kozotti regeneraciobeli
kiilonbségek egy honappal az MS/2 taptalajra helyezés utan.

A CP és MS/2 taptalajt Osszehasonlité ndvényregenericids kisérleteinkben a
‘Chardonnay’ fajta esetében a regeneracids id6 hosszat illetden eltérést tapasztaltunk. A CP
taptalajon 2 hoénap elteltével hajtassal és gyokérrel rendelkezd kis szO0l0 ndvényeket
kaptunk, az MS/2 tiptalajon ugyanennyi id0 milva még csak csirdz6 embridkat

figyelhettiink meg (14. dbra).
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14. abra: A ‘Chardonnay’ embriogén kallusz regeneracidjanak osszehasonlitisa CP (a, b,
nagyitds: 6x) és MS/2 (c, d, nagyitds: 1,5 x) taptalajon.

a, c egy honappal a taptalajra helyezés utdn,

b, d két hénappal a taptalajra helyezés utan.

6.4. Direkt organogenezis

Kisérleteket végeztiink a riigyalap sejtjeinek organogenetikus potencidljanak
felmérésére, vizsgaltuk milyen mértékben képes a ‘Richter 110’ alanyfajta a riigy
kivakitasa illetve szem eltdvolitdsa utdn hajtist képezni a megmaradt szovetekbdl. A
kisérletekben a 0,25 mg/l thidiazuron (TDZ) haszndlata bizonyult sikeresnek (15. dbra),

azonban a regeneracid hatékonysdga 1% alatt maradt.
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15. abra: A ‘Richter 110’ riigyalap sejtjeinek organogenezise.

6.5. Szolotranszformacio

A szolotranszformaciés kisérleteket az A. tumefaciens EHA105(pRok2Ferr),
EHA105(pRok2FerrFLAG), EHA105(pRok2), EHA101(pTd93virEl), EHA101(pJP17) és
EHA101(pJP17-S4) transzformacids vektorokkal végeztik el. Transzformaland6
novényanyagként a V. rupestris x V. berlandieri eredetii ‘Richter 110’ alanyfajtabol
eldallitott embriogén kalluszt hasznéltuk. A hormonmentes tdptalajon fejlédott 1-2 mm
nagysagu szomatikus embridkat (16. abra) Agrobacterium szuszpenziéval kezeltiik, majd a
kokultivacié utdn a ndvényanyagot az MS/2Km jeloléssel ellatott szelekcids tdptalajra

helyeztiik at.

16. abra: Szomatikus embridk indukédldsa MS/2 taptalajon.
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A szelekciot kb. 1,5 évig végeztiik havonta friss szelekcids tdptalajra torténd
passzdldssal, mikézben a gyokérrel és levélkezdeménnyel rendelkezd embridkat tartalmazé

tenyészedényeket folyamatosan fényre helyeztiik (17. dbra).

1 1 1 1 1 ad
0 100 200 300 400 500 600 Tm

17. abra: A fejlodé embriok fényre helyezése.

A fényre helyezett embridkat egyedenként az antioxiddnsokat mar nem tartalmazé
MS/2Km taptalajon neveltiik tovdbb. A noOvényregenerdciot addig végeztik, amig
megfeleld szamu novényt kaptunk a tovdbbi vizsgilatokhoz. A transzformans ndvények
konstrukcionként egy kisérletbdl szarmaztak. A gyokérrel és hajtassal rendelkez6 egyedek
felszaporitdsra keriiltek azaltal, hogy feldaraboltuk dket és nem csak a hajtascstics, hanem
az alatta 1évé kétriigyes dugvany is friss taptalajra keriilt (18. abra). Ezt kovetden a
szelekcids dgenst (kanamicin) és az antibiotikumokat (carbenicillin, clafordn) fokozatosan

megvontuk a taptalajbdl (az 1. év utdn).
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18. abra: A feltételezett transzformans ‘Richter 110’ novény felszaporitasa.

6.5.1. A transzformécids kisérletek optimalizaldsa

A transzformélt embridk sokszor rendellenes fejlodéstiek, ez pedig a regeneracids idd
kitoloédasat, illetve rosszabb esetben a regenerdci teljes hidnydt eredményezi. Az
EHA105(pRok2Ferr) vektorral transzformdlt embriogén anyag regenerdcidja sordn nagy
mennyiségben (60%) figyeltiink meg abnormaélis embrid-fejlédést. A probléma leginkdbb a
sziklevél-, és gyokérkezdeménnyel rendelkezd szomatikus embrioidok fényre helyezését
kovetden jelentkezett, melynek koszonhetéen két év folyamatos szelekcidé utin sem
tapasztaltunk megfeleld hatékonysdgi novényregeneraciot. Az MS/2Km szelekcids
taptalajon tartott, abnormadlis fejlodést mutatd, EHA105(pRok2MsFerr) vektorral
transzformdlt ‘Richter 110’ embridk pusztulé gyokérnyaki részének eltdvolitdsa, vagy a
szelekciés agens megvondsa nem novelte a regenerdlt novények szamat, de jelentdsen
leroviditette a regeneracié idejét. A 0,22 mg/l BA haszndlata azonban jelentdsen
megnovelte az EHA105(pRok2MsFerr) vektorral transzformalt ‘Richter 110’ névények
szamat (19. dbra), a szelekcios taptalajon két év alatt regenerdlédott novények szama 24%-
r6l 62%-ra valtozott a hormon haszndlatdnak koszonhetden tovdbbi 3 hoénap alatt. A
kisérlet eredményeit a 7. tdbldzat tartalmazza. Ezért a tovdbbi transzformdicios

kisérletekben, ha a szomatikus embridk fényre helyezését kovetden fejlédésbeli
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rendelleneségeket tapasztaltunk, a legkozelebbi friss tiptalajra torténd dtrakdsnal a
szelekcids taptalajt 0,22 mg/l BA-nel egészitettiik ki. A hormont csak akkor vontuk meg a
tiptalajbdl, amikor az embriokbol levéllel és gyokérrel rendelkez6 ndvények
regenerdlddtak. A transzformadcios kisérletek optimalizdldsdnak kdszonhetéen mind a hat
génkonstrukcié esetében sikeresen regenerdltuk és felszaporitottuk a tovabbi

vizsgalatokhoz sziikséges mennyiségi fiiggetlen transzforméns vonalat.

Sl asastassalanaaiass

aaaalanss
200 200 400 50

19. abra: A citokinin tartalmi MS/2Km téaptalajra helyezett EHA105(pRok2MsFerr)
vektorral transzformalt rendellenes fejlodésti ‘Richter 110’ embrid regeneracidja.

7. tablazat: Az MS/2Km és a 0,22 mg/l BA-nel kiegészitett MS/2Km taptalaj hatdsanak
Osszehasonlitisa az EHA105(pRok2MsFerr) vektorral transzformalt abnormalis fejlodést
mutatd ‘Richter 110” embridknal.

Petri-csésze MS/2Km MS/2Km+BA
1 0/38 (0) 5/26 (19,2%)
2 0/30 (0) 2/23 (8,7%)
3 3/33 (9%) 9/25 (36%)
4 0/32 (0) 2/15 (13,3%)
5 1/17 (5,8%) 6/17 (35,3%)
6 0/28 (0) 7/22 (31,8%)
Atlag (sz6ras) 2,46% (3,95) 24,05% (11,87)
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6.6. Az akklimatizacios Kkisérletek eredményei

Az EHA105(pRok2Ferr) transzformédnsok akklimatizdcidja sordn taldlkoztunk azzal
a problémdval, hogy a regenerdcids tdptalajon felnevelt és felszaporitott, gyokérrel és
hajtassal rendelkezd novények a Kkiiiltetést kovetden nem fejlédtek tovibb, nagy résziik
elpusztult. Véleményiink szerint a sikertelenség oka a kiiiltetett novények nem megfeleld
mindségli és mennyiségl gyokérzete, ezért kisérleteket végeztiink annak érdekében, hogy a
mikroszaporitott novények edzését és iiveghdzba torténd kiiiltetését hatékonyabba tegyiik.
Kisérleteink sordan megprdobéltunk olyan koriilményeket kialakitani, amelyben a névények
rovid id6 alatt megfelel6 mennyiségii €s j6 mindségl (elagazd) gyokérzetet fejlesztenek. A
kiilonbozo kérokozok €s mikroorganizmusok felszaporodasanak megakadalyozasa céljabol
olyan gyokereztetd kozeget kerestiink, amely nem tartalmaz szerves komponenseket.
Fontos szempont volt, hogy kiiiltetéskor ne kelljen lemosni a kozeget a gyokerekrol, ezaltal
minimaélisra csokkentsiik a sériiléseket.

A harom ismétlés eredményei alapjdn 95%-os valdszinliségi szinten nem volt
szignifikdns kiilonbség a hdromféle nedvesitd kdzeg/oldat (steril csapviz, 1 mM foszforsav
oldat, 1-1 mM dikdlium-hidrogén-foszfat és salétromsav oldat kombindcidja) kozott a
gyokerek novényenkénti szama, dtlagos hosszisidga és Osszes hosszisiga szerint. A
‘Richter 110’ novények tehdt a gyokeresedésiikhdoz nem igényeltek szervetlen sokat,
sterilizalt csapvizben is megfeleléen gyokeresedtek, ezért a tovabbi kisérletekhez az
egyszerliség kedvéért csapvizzel nedvesitettiik a kozegeket.

A négyféle gyokereztetd kozeg (perlit, pit-pot, kdzetgyapot és agar) kozott a
gyOkerek szamat illetden nem volt szignifikans kiillonbség a statisztikai szamitasok alapjan.
A novényenkénti Osszes gyokérhossz adatok értékelése sordan azonban kiilonbségeket
tapasztaltunk. A kdzetgyapotban nevelt mikrodugvanyok szignifikdnsan kisebb
gyokérméretekkel rendelkeztek, mint amelyek csapvizes agarban vagy perlitben
nevekedtek. Ez utébbi két kozeg kozott nem volt szignifikans kiilonbség. A t6zegkockaban
gyOkereztetett novények, gyokérméretiik alapjan, a kdzetgyapotban és a csapvizes agarban
illetve a perlitben gyokereztetett novények kozott helyezkednek el (20. 4bra). A
novényenkénti atlagos gyOkérhossz értékek alapjan csupdn a kdzetgyapotban
gyOkereztetett sz016 novények multdk alul szignifikdnsan a tobbi gyokereztetd kdzegben
nevelt novényeket (21. dbra). A csapvizes agarban, a perlitben és a tézegkockdban

gyOkereztetett dugvianyok atlagos gyokérhossz értékei szignifikdnsan nem kiilonboztek
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egymdstol. A mért adatokon kiviil megfigyeltiik még, hogy a perlitben képzddott gydkerek
eldgazdak voltak, mig a masik harom kozegben a gyokerek nem agaztak el (22. dbra).

A gyokereztetd kozegek koziil a perlit és a tézegkocka is megfeleldnek bizonyult
az agar kivéltasdra. A tézegkockdban ugyan rovidebb gyokerek fejlodtek, mint a perlitben,
de mivel tobb gyokér képzodott benne, ezért az Osszes gyokértomeg megkozelitdleg
ugyanakkora volt mindkét kozegben. A perlit elénye, hogy a benne gyokeresitett novények
elagazd gyokérzetet fejlesztettek, ez nagymértékben noveli életképességiiket. A vizes agar
varakozasainkkal ellentétben meglepden jol szerepelt a kisérletekben, amit indokolhat,
hogy a ‘Richter 110’ alanyfajta a gyokérképzésnél kevésbé érzékeny a levegbellatottsigra,

mint pl. a nemes fajtak.

Viarhaté értékek a gyokerek 6sszes hossza alapjan

5,0

4,5 1
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csapvizes agar perlit kézetgyapot tézegkocka

KOZEG

20. abra: A gyokerek Osszes hossztisdga csapvizes agarban, perlitben, kdzetgyapotban és
tézegkockaban.
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Varhato értékek a gyokerek atlaga szerint
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21. abra: A gyokerek atlagos hosszisdga csapvizes agarban, perlitben, kézetgyapotban és
tézegkockaban.

22. abra: Csapvizes agarban (a), kézetgyapotban (b), tézegkockaban (c) és perlitben (d)
gyoOkereztetett ‘Richter 110’ mikrodugvanyok.
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A fdliaval illetve a szivacsos tetdvel fedett iivegekben gyoOkereztetett
mikrodugvanyok kozott nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget a gyokerek szamit
illetéen. Az egy novényen 1évé gyodkerek Osszes hosszit illetden és az alapjan, hogy hany
centiméter volt a gyokerek dtlagos hossza (23. dbra) mar szignifikdns kiilonbséget
tapasztaltunk. Ez azt mutatja, hogy a szivacsos tetdvel valé fedés elonyodsebb a
haromrétegii foliafedéssel szemben a ‘Richter 110’ alanyfajta esetében. A félidval illetve a
szivacsos tetovel fedett edényekben is csaknem 100%-ban meggyokeresedtek a novények,
de a harom réteg fdlia valamelyest akadédlyozta az iivegek leveg6zését. Ezért a szivacsos

tetovel valé fedés hatékonyabba teheti az in vitro nevelt novények gyokeresitését.

a Varhato értékek a gyikerek atlagos hossza alapjan b Virhatoé értékek a gydkerek dsszes hossza alapjian
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23. abra: A gyokerek novényenkénti atlagos (a) €s 6sszes (b) hossza a szivacsos tetovel
illetve a foliaval fedett tivegekben.

Az  EHAI105(pRok2Ferr), = EHA105(pRok2FerrFLAG),  EHA105(pRok2),
EHA101(pTd93virEl), EHA101(pJP17) vektorral transzformélt ‘Richter 110’ ndvényekrdl
szdrmaz6 kétriigyes mikrodugvianyokat a kapott eredmények alapjan steril csapvizzel
nedvesitett perlitte]l megtoltott bébiételes livegekben gyokereztettiik fényszobaban, 24°C-
on 16 Ords megvilagitis mellett. 18-20 nap elteltével, miutdin a mikrodugvinyok
meggyOkeresedtek, a bébiételes livegek tetejét fokozatosan megnyitottuk, majd teljesen
eltavolitottuk. Ezt kovetden a gyokeres mikrodugvanyokat megfeleld tdpanyagokat
tartalmazd perlit és t0zeg 1:1 ardnyu keverékével megtoltott cserepekbe iiltettiik. A sz616

novényeket iiveghdzban természetes megvilagitas és 20°C koriili hémérséklet mellett
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neveltiikk tovabb, pdrdsitist naponta egy alkalommal végeztiink. Az EHA101(pJP17-S4)
vektorral transzformalt névények akklimatizicidja folyamatban van.

A pTd93virEl transzformans ‘Richter 110’ novények akklimatizaciéja sordn
megfigyeltiik, hogy azok csokkent életképességgel rendelkeznek. Uveghdzi koriilmények
kozott valt egyértemiien lathatéva, hogy torpe novekedésiiek €s elszaradd hajtascsucsokkal
rendelkeznek, ebbdl kifolydlag pedig nem tudtuk felszaporitani Oket a kiilonb6z6
agrobaktériumos fert6zési kisérletekhez sem. A 24. dbra a perlit és tézeg keverékével
megtoltott edényekbe iiltetett meggyokeresedett pTd93virEl transzformédns (1. és 2.
ndvény) €s a nem-transzformaélt kontroll (3. és 4. novény) ‘Richter 110’ mikrodugvanyok
hajtasfejlodése kozotti kiillonbségeket mutatja az 4tiiltetés utdn 2 hoénappal. A pTd93virEl
transzformans novények rendellenes novekedésével megegyezd tiineteket tapasztaltunk a
pRok2FerrFLAG transzformans novények egy részénél is, ezért ez a jelenség nem
tuladonithatd egyértelmiien a felhaszndlt konstrukcidnak. Véleményiink szerint a
szomaklondris variabilitds allhat a hattérben, melyet az embriogén anyag folyamatos

atrakdsa soran felszaporitottunk.

»

24. abra: A meggyokeresedett pTd93virEl transzformédns (1. és 2. novény) és nem-
transzformadlt kontroll (3. és 4. novény) ‘Richter 110’ mikrodugvanyok hajtasfejlodése az
atiiltetés utan 2 honappal.
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6.7. PCR-analizis

A PCR analizis sordn célunk a bevitt gének jelenlétének kimutatdsa és a novényi
minta Agrobacterium mentességének bizonyitdsa volt. Az eljards sordn a ndvényi mintabodl
kivont DNS-bdl specifikus primerekkel prébaltuk az MsFerr, iaaM és virEl, nptll és virC
(Agrobacterium virulencia gén) gének megfeleld hosszisagi szakaszait amplifikdlni. A
PCR-reakcié sordn nyert fragmentumokat agar6z gélelektroforézissel valasztottuk el
egymastol. A futtatds utdn kapott DNS-mintdzatot értékeltiik. A méret markerrel (1 kb
DNA Ladder, Promega) torténd 6sszehasonlitds sordn megéllapitottuk, hogy a kanamicin
rezisztenciat okoz6 nptll gén keresett szakaszat sikeresen amplifikaltuk az Osszes vizsgalt
feltételezett ‘Richter 110’ transzformans DNS mintdjabol (25. dbra). A vizsgalt novényi
mintdk egyikénél sem sikeriilt az Agrobacterium virC gén megfeleld szakaszat amplifikalni
(26. abra), ami azt mutatja, hogy a keresett gének esetében a pozitiv eredményt nem az

Agrobacterium sejtek ndvényben valo jelenléte okozza.

1 2 8 45467 8,9 10111213 14151617 181920 2122
8000 -

3000 -
1500 -

150 e e —————————

RIRLL

i

25. abra: Transzformdlt DNS szakasz amplifikaldsa sz616 novényekbdl nptll
specifikus primerekkel.

sav 1-2: A. tumefaciens EHA105(pRok2Ferr)

sav 3: 0 kontroll (templat DNS nélkiil)

sav 4: kontroll ‘Richter 110

sav 5-22: 18 fiiggetlen transzformans ‘Richter 110’
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26. abra: A. rumefaciens DNS szakasz amplifikdldsa sz616 novényekbdl
virC specifikus primerekkel.

sav 1: A. tumefaciens EHA105(pRok2Ferr)

sav 2: 0 kontroll (templat DNS nélkiil)

sav 3: kontroll ‘Richter 110

sav 4-21: 18 fiiggetlen transzformans ‘Richter 110’

A lucerna ferritin gén jelenlétének ellendrzésére az Olah Rdébert dltal (2005)
kivélasztott, a gén kimutatdsira alkalmas Fwl-Rev2 primer kombindciét hasznéltuk. A
temel6dd fehérje kloroplasztiszban torténd kifejezodéséért felelds EHA105(pRok2Ferr)
vektorral transzformdlt ‘Richter 110’ novények mintdiban sikeresen amplifikdltuk a gén
513 bp hosszisdgu szakaszdt (27. dbra), a fehérje citoplazmaban torténd felhalmozddasat
eredményez6 EHA105(pRok2FerrFLAG) vektorral transzformdlt novények esetében
azonban csak kb. a mintdk felénél tudtuk amplifikdlni a kivdnt szakaszt (sajit, nem kozolt

adatok). Az agardz gélelektroforézissel elvalasztott DNS-mintdzatot a Promega cég 1 kb

DNA Ladder méretmarkerének segitségével értékeltiik.
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27. abra: Transzformdlt DNS szakasz amplifikalasa sz616 novényekbdl
MsFerr Fwl-Rev2 primerekkel.

sav 1: A. tumefaciens EHA105(pRok2Ferr)

sav 2: 0 kontroll (templat DNS nélkiil)

sdv 3: kontroll ‘Richter 110’

sav 4-23: 20 fiiggetlen transzformans ‘Richter 110’
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A Magyar Tudomdnyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kozpontjdnak
Novénybioldgiai Intézetében Horvath V. Gabor és munkatidrsai elvégezték 16 PCR
analizissel aldtdmasztott pRok2Ferr pozitiv ‘Richter 110’ vonal levélmintdinak mRNS és
fehérje szintli vizsgdlatait qPCR illetve Western blot analissel (Zok et al. 2009a., b). A
vizsgdlt novényi mintdkban fokozott lucerna ferritin gén expresszidt tapasztaltak. A
levélmintdk Western blot analizise sordn megallapitottdk, hogy a lucerna ferritin fehérje
nagy mennyiségben akkumulalédott a levelekben. A keresett fehérje molekularis sulya
alapjan a fehérje feldolgozott fomaban torténd felhalmozodasat feltételezték, ahogy az a
pRok2Ferr konstrukci6 alapjan véarhaté is volt (lasd 3.6. fejezet).

A géncsendesités mechanizmusan alapuld, feltételezhetéen Agrobacterium
rezisztenciat biztosit6 EHA101(pJP17) és EHA101(pJP17-S4) vektorokkal transzformalt
‘Richter 110’ novények esetében az iaaM gén jelenlétének ellendrzésére hasznalt
primerekekkel az Osszes vizsgalt novényi mintdban sikeriilt a gén 150 bp hosszdsigu
szakaszat amplifikdlni (28. dbra). Az agar6éz gélelektroforézissel elvdlasztott DNS-

mintdzatot a Fermentas cég Low Range DNA Ladder méretmarkerének segitségével

értékeltiik.
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28. abra: Transzformalt DNS szakasz amplifikdlasa sz6l6 novényekbdl iaaM
specifikus primerekkel.

sav 1: A. tumefaciens EHA101(pJP17)
sav 2: 0 kontroll (templat DNS nélkiil)
sav 3: kontroll ‘Richter 110
sav 4-20: 16 fiiggetlen transzformans ‘Richter 110’
A VirE1-VirE2 fehérjék komplexképzddésére alapozott, feltételezhetden
Agrobacterium rezisztencidt biztosit6 EHA101(pTd93virEl) vektorral transzformalt
‘Richter 110’ novények mintdiban sikeresen amplifikédltuk a gén megfeleld szakaszat virEl

specifikus primerekkel (29. dbra). Az agardéz gélelektroforézissel elvalasztott DNS-

mintazatot a Promega cég 1 kb DNA Ladder méretmarkerének segitségével értékeltiik.
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29. abra: Transzformalt DNS szakasz amplifikdlasa sz616 novényekbdl virEl
specifikus primerekkel.

sav 1: kontroll ‘Richter 110’

sav 2: 0 kontroll (templat DNS nélkiil)

sav 3: A. tumefaciens EHA101(pTd93virEl)

sav 4-16: 13 fiiggetlen transzformans ‘Richter 110’

6.8. A transzformansok oxidativ stressztiliré képességének tesztelése

Elvégeztiik 6 pRok2Ferr transzformans ‘Richter 110 vonal fizioldgiai jellemzését
annak érdekében, hogy megallapitsuk, ezek a genotipusok valéban nagyobb oxidativ
stressz tolerancidval rendelkeznek-e, mint a kisérletben kontrollként felhasznalt nem-
transzformdlt ‘Richter 110’ ndvény. Vizsgdlataink a klorofill fluoreszcencia indukci6
mérésére terjedtek ki, amikoris a sotétadaptalt levélmintdk PSII reakcidcentrumanak
potencidlis kvantitativ teljesitményét az F,/F, ardny meghatarozdsaval mértik. A
kiilonb6z6 koncentracidju paraquat oldatban usztatott, pRok2Ferr transzforméns és
kontroll sz616 novényekrdl szarmazd levelek fluoreszcencia indukciés mérése soran 2
fiiggetlen transzformalt vonal (F7 és F9, 30. dbra) esetében tapasztaltunk eltérést a nem-
transzformaélt kontroll ‘Richter 110’ vonalhoz viszonyitva. A kontroll ndvényrdl szarmazé
levelek esetében az F,/Fy, ardny értéke mar az 1 uM paraquat oldattal torténd kezelés utan
50%-kal, majd a koncentrici6 emelésével folyamatosan tovdbb csokkent. Az F7 és F9
lucerna ferritint termeld transzformdnsok esetében azonban az F,/F, ardny értékben
bekovetkezd csokkenés kisebb mértékli volt, a transzgénikus vonalak leveleiben a PSII
potencidlis kvantitativ teljesitménye még a 4 uM paraquat koncentacié mellett sem esett

vissza a felére. Amikor a pRok2Ferr transzformdns és kontroll sz616 novények leveleit
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csapvizben usztattuk, nem tapasztaltunk szdmottevd kiilonbséget azok fotoszintetikus
teljesitményében.

A szdldtermesztési gyakorlatban a ‘Richter 110’ fajtat alanynak haszndljék, ezért a
pRok2Ferr transzformdns és a nem-transzformalt kontroll ‘Richter 110° vonalak 50 mM
NaHCOj; oldattal torténd eldrasztisa sordn arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy vajon a
lucerna ferritin fehérjét tiltermeld novények a kontroll novényhez képest nagyobb
szarazsag-, €s sostressz tolerancidval rendelkeznek-e. A kisérlet kiértékelésekor - 15 nap
elteltével - a kontroll novény estében levélszaradast tapasztaltunk (31.a. dbra), ez a tiinet
azonban a vizsgilt pRok2Ferr transzformans vonalak egyikén sem jelentkezett, ezen
novények levelein helyenként klorotikus tiinetek voltak megfigyelhetdek (31.b. és c. abra).
A pRok2Ferr transzforméns sz016 novények esetében a termelddo lucerna ferritin fehérje a
kloroplasztiszban lokalizdlédik, ezért a szOlotermesztési gyakorlat szdmara is
hasznosithat6 informécidkat csak a pRok2ferrFLAG transzformdnsok vizsgdlatdval
nyerhetiink, ahol ez a tdltermeltetett fehérje a citoplazmédban akkumuldlédik.
Megfigyeléseink ennek ellenére valdsziniisitik, hogy a transzformélt vonalak koziil néhdny

esetben az oxidativ stresszel szembeni novekedett ellendllé képesség mutathato ki.



A PSII potencidlis kvantitativ teljesitménye
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30. abra: A nem-transzformdlt kontroll és a pRok2Ferr transzforméans ‘Richter 110
novények leveleinek fotoszintetikus teljesitményében bekovetkezett valtozasok a
kiilénb6z6 koncentracidji paraquat oldatokban.

Richter110: nem-transzformalt kontroll ‘Richter 110’; F7, F9: pRok2Ferr transzformans
‘Richter 110’ vonalak.

31. abra: A nem-transzformalt kontroll (a) és a pRok2Ferr transzformans (b, ¢) ‘Richter 110’
novények levelein bekovetkezett valtozasok az S0 mM NaHCO; oldattal torténd kezelés
hatdsara.
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6.9. Agrobacterium rezisztencia vizsgalatok

Az EHA101(pJP17) vektorral transzformalt, bizonyitottan transzgénikus (lasd 5.7.
fejezet) ‘Richter 110’ ndvények Agrobacterium rezisztencia vizsgilatainak eredményeit a
8. tablazat tartalmazza. A tdbldzatban ,+” jeloléssel lattam el azokat a vonalakat,
amelyeknél intenziv, ,,(+)” jeloléssel, amelyeknél gyenge tumorfejlédést tapasztaltunk. Az
adott torzzsel szemben egyértelmiien ellendllé vonalakat ,,— jeloléssel tiintettem fel. A
tdblazatban szerepld értékek a fejlodott tumorok/sebzési helyek ardnyit mutatjadk. A 21
fiiggetlen vonal mintegy harmada bizonyult egyértelmiien rezisztensnek az A348 torzzsel
szemben (32. 4bra), és ezek koziil 3 vonalon az AT torzs sem tudott tumorfejlédést
indukélni. A C58, Tm4 és S4 Agrobacterium torzsekkel valo fert6zés a vizsgalt vonalak
nagy részén tumorfejlédést eredményezett.

Az A. tumefaciens A348 torzzsel vald fertdzés sordan kapott negativ eredmények
valészinlileg azzal magyardzhatéak, hogy a pJP17 konstrukcié elkészitésénél ennek a
torzsnek az iaaM és ipt szekvencidit hasznaltak fel. Az A. vitis S4 torzzsel vald fertdzés
mindegyik vizsgilt novényen tumorfejlédést eredményezett, ami az A348 és S4 torzsek
tavoli rokonsédgi kapcsolatival magyardzhat6. Eredményeink alapjdn valdsziniisithetd,
hogy az alkalmazott eljardassal lehetséges Agrobacterium rezisztens sz6l0 vonalak
létrehozasa, de az is bebizonyosodott, hogy a patogén torzsekben 1€v6 iaaM szekvencidk
kozotti eltérések miatt nem lehet egyetlen "védd" szekvencidt tartalmazo, minden torzsnek
ellendll6 transzgenikus novényt 1étrehozni. Az A. vitis S4 iaaM szekvencidt is tartalmazé
pJP17-S4 konstrukcidval transzformalt novények teszteléseit az akklimatizacidt kdvetden
kivanjuk elvégezni, valamint szeretnénk a pJP17 konstrukcidval transzformalt novények
fert6z€sét is megismételni, hogy egyértelmii kovetkeztetéseket tudjunk levonni arra
vonatkozdéan, hogy a konstrukciok eredményesen felhaszndlhatéak-e sz6lében

Agrobacterium rezisztencia kialakitasara.
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8. tablazat: Az EHA101(pJP17) vektorral transzformdlt ‘Richter 110’ novények A348,
C58, Tm4, AT1 és S4 Agrobacterium torzsekkel szembeni ellendllésdganak vizsgalata.

Vonal A348 | C58 | Tm4 | ATI | S4
Richter 110° | +2/3 | +3/3 | (1) 2/3 | +2/3 | +2/3
pIP17/3 “0i3 |33 +33 | -03 | +3/3
pIP17/4 | (922 | ()33 | (1) 13| (+)3/3| +3/3
pIP17/5 | +3/3 | +3/3 | +3/3 | (+)3/3| +2/3

pIP17/6 S0i3 | (1033 +33 | (933 +2/3
pIP17/9 S0/3 | (133 +33 | (933 +33
pIP1721 | -0/3 | (123 | +2/3 | (#)3/3| n
pIP17/22 | +3/3 | (133 | (1) 13| (+)3/3 | (v 212
pIP17/23 | -0/3 | (1)3/3| +3/3 | -0/3 | +3/3

pIP17/35 | +3/3 | +3/3 | +2/3 | (9)3/3| +3/3
pIP17/38 | +3/3 | (133 | (1) 22| +2/13 | (+)2/3
pIP17/42 | (#) 13| +3/3 | (+)3/3 | (+) 2/3 | (+) 3/3
pIP17/43 | +2/3 | (1)3/3| +3/3 | (+) 1/3| +3/3
pIP17/44 | (023 | (1) 33| +2/3 | (9 13| (0212
pIP17/46 | ()33 | (1) 33| +1/3 | (+)3/3| +2/3
pIP17/48 | (#) 13 | (1)3/3] -03 | (9 2/3| +2/3
pIP17/50 | (#) 13| ()33 | +2/2 | (+)3/3 | (+)3/3
pIP17/57 | -0/3 | (023 | +2/3 | (9 23| +2/3
pIP17/58 | -0/3 | (1)3/3| +2/3 |(+)1/3| +1/3
pIP17/61 | +2/2 | (1)3/3] +3/3 | (+) 1/3| +3/3
pIP17/62 | -0/3 | +3/3 | +3/3 | -03 | +3/3
pIP17/63 | +1/3 | (1)3/3| +3/3 | +3/3 | +2/3

nt: nem tesztelt

+ intenziv tumorfejlédés

(+) gyenge tumorfejlodés

- nincs tumorfejlédés

fejlodott tumorok/sebzési helyek

32. abra: Agrobacterium tumefaciens A348 torzzsel szemben ellendlld (a) és fogékony (b)
EHA101(pJP17) vektorral transzformdlt ‘Richter 110’ ndvények mdasfél hénappal a
fert6zés utan.
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Az EHAI101(pTd93virE1l) vektorral transzformalt novények Agrobacterium
rezisztencia vizsgdlatai sordn az akklimatizalt novények esetében 8 novény rezisztensnek 5
novény pedig fogékonynak bizonyult az A. vitis Tm4 torzzsel szemben. A fényszobabdl
szarmaz6 novények esetében a rezisztens és fogékony névények megoszlasa 17:9 volt (33.
abra). Az in vitro koriilmények kozott nevelt és fertozott novényeknél megfigyeltiik, hogy
a tumorfejlodés a fogé€kony novényeken sokkal egyértelmiibb volt (morfoldgiailag
egyértelmilen meghatarozhat6), mint az akklimatizdlt novényeken. Ez a kiilonbség
valészinlileg az eltéré szoveti struktdrdval magyardzhaté. Mivel a novények csokkent
életképessége miatt nem tudtuk azokat felszaporitani és igy csak egy Agrobacterium
torzzsel végeztilkk el a fertdzéseket, ezért egyértelmii kovetkeztetéseket nem tudtunk
levonni arra vonatkozélag, hogy EHA101(pTd93virE1l) vektor alkalmas-e a szdlében
Agrobacterium rezisztencia kialakitdsdra. Ehhez egy 1j transzformacids kisérlet

elvégzésére lenne sziikség.

33. abra: Az EHA101(pTd93virEl) vektorral transzformadlt, in vitro koriillmények kozott
nevelt és fert6zott fogékony (a) és ellendlld (b) ‘Richter 110° névények az Agrobacterium
vitis Tm4 torzzsel valé fertézés utdn masfél honappal.

A V. amurensis eredetll, tanszéki nemesitési fajtdk Agrobacterium rezisztencia
vizsgdlatainak eredményeit a 9. tdbldzat tartalmazza. A tdbldzatban feltiintettem az adott
torzzsel fert6zott novények szamaét, az érzékenység fokat (,,+”: fogékony, ,,(+)”: gyengén
fogékony, ,,-”: rezisztens), a zardjelben szerepld értékek pedig a fejlédott tumorok / sebzési
helyek ardnyit mutatjdk. A tesztelt fajtdk koziil a ‘Korai bibor’ és ‘Orpheus’ az A.
tumefaciens C58 torzzsel szemben; az ‘Odysseus’ €s ‘Pannon frankos’ az A. tumefaciens
C58, A. vitis AT1 és S4 torzsekkel szemben bizonyult rezisztensnek. A ‘Taurus’ mind az 5

Agrobacterium torzzsel szemben egyértelmiien rezisztensnek bizonyult. A kisérletet ezen a
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fajtdn a kovetkezd évben is megismételtiik, kibovitve még néhany djabb Agrobacterium
torzzsel (A. tumefaciens A348, A. vitis AB4 és Szl) és ekkor is egyértelmii rezisztenciat
tapasztaltunk. Ezutdn elvégeztik a ‘Taurus’ Ontermékenyitésébdl szarmazd utédok
vizsgalatét, és a kapott 33 rezisztens : 20 fogékony hasadasi ardnybdl arra kovetkeztetésre

jutottunk, hogy a tulajdonsdg monogénesen Oroklodik €s a rezisztencia kialakuldsaért

dominans allél felelOs.

9. tablazat: A Vitis amurensis eredetii tansz€ki nemesitésii fajtak Agrobacterium

rezisztencia vizsgdlatainak eredményei.

Kontroll | A. tumefaciens A.vitis | A.vitis | A.vitis | A. vitis
Fajta 0) C58 Tm4 AB3 AT1 S4
‘Kékfrankos’ 3-
(+ kontroll) (O/7) 3-(1/7) 3+(89) 3+(@8/9) 3+(9/9) 3+ (9/9)
‘Sziirkebarat’ 3+ 3(+)
(+ kontroll) 3-(0/9) 3-(1/9) (10/10) | 3+(9/9) 3+(6/9)| (8/8)
‘Kunbarat’
(- kontroll) 3-(0/8) 3-(0/8) 3-(0/6) 3-(0/9) 3-(0/9) 3-(0/7)
3
‘Pegazus’ (0/6) 3+(9/9) 3+(9/9) |24 (6/6) 3+(9/9) 3+ (9/9)
‘Csépi
muskotaly’ 2 -(0/5) 3 (+) (3/8) 34+(8/8) 2+4(5/6) 3+(9/9) 2+ (4/6)
‘Borostyan’ 3-(0/9) 3 (+) (6/9) 3+(8/8) 2+(6/6) 3+(9/9) 3+ (9/9)
‘Odysseus’ 3-(0/9) 3—(0/8) 3+@&/7) |3+09/9) 3-(0/9)  3-(0/9)
3(4) 3(+)
‘Orpheus’ 3-(0/7) 3—(0/8) 3+ (8/9) 8/9) |3+(@8/9) (4/8)
‘Taurus’ 3-(0/9) 3 - (0/8) 3-(0/8) 3-(0/9) 3-(0/8) 1-(0/3)
3(4) 3(+)
‘Korai bibor’ 3-(0/9) 3—(0/7) 3+(7/8) |3+(8/9) (1/9) (6/9)
3(+)
‘Pannon frankos’ 3 - (0/9) 3-(1/9) 3(+)@/8) (9/9) | 3-(0/9) 3-(0/9)

+ intenziv tumorfejlédés
(+) gyenge tumorfejlodés
- nincs tumorfejlodés

fert6zott novények szdma, az érzékenység foka, (fejlodott tumorok/sebzési helyek)
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6.10. Uj tudomanyos eredmények

. Els6ként sikeriilt embriogén kallusz fejlddést indukdlnunk a ‘Korai bibor’,
‘Odysseus’, ‘Orpheus’ és ‘Pannon frankos’ fajtdk tenyészeteiben

. Elséként prébaltuk ki és sikeresen alkalmaztuk az 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BA-t
tartalmazé Cheé és Pool (1987) éltal leirt, sz6l6re optimalizalt taptalajt, embriogén
kallusz felszaporitdsara a ‘Richter 110’ alanyfajta esetében.

. Bizonyitottuk, hogy az 0,22 mg/l BA haszndlata a szelekcids taptalajban noveli az
EHA105(pRok2Ferr) vektorral transzformélt ‘Richter 110° embriogén kultirdk
regeneracidés hatékonysdgdt az abnormalis fejlodésti embridk ardnydnak
csokkentése 4ltal.

. Megallapitottuk, hogy a ‘Richter 110’ fajta szdmdara a perlitben torténd
gyOkereztetés a legmegfelelobb eljards az akklimatizacié hatékonysdganak
novelése érdekében.

. Transzgénikus ‘Richter 110’ névényeket éllitottunk elé az EHA105(pRok2Ferr) és
EHA105(pRok2FerrFLLAG) vektorkonstrukciok felhaszndldsaval a sz6l6 oxidativ
stressztlir képességének novelésére irdnyulo kisérleteinkben.

. Két transzgénikus vonalrél bebizonyitottuk, hogy a nem-transzformalt ‘Richter
110’ kontroll vonalhoz képest nagyobb oxidativ stressz tolerancidval rendelkeznek.
. Transzgénikus ‘Richter 110’ novényeket allitottunk el6 az EHA101(pTd93virEl),
EHA101(pJP17) és EHA101(pJP17-S4) vektorkonstrukciok felhasznaldsaval az
Agrobacterium rezisztens sz016 novények eldallitasat célzd kisérleteinkben.

. Megallapitottuk, hogy a pJP17 konstrukcié csak azon torzzsel szemben biztosit
rezisztenciat, amelynek iaaM és ipt szekvencidit a konstrukcié elkészitésénél
felhasznaltak.

. A tanszéki nemesitésti fajtdk Agrobacterium rezisztencia vizsgdlatai sordn
megallapitottuk, hogy a ‘Korai bibor’ és ‘Orpheus’ az A. fumefaciens C58 torzzsel
szemben; az ‘Odysseus’ és ‘Pannon frankos’ az A. tumefaciens C58, A. vitis AT1 és
S4 torzsekkel szemben; a ‘Taurus’ pedig mind az 5 Agrobacterium torzzsel

szemben rezisztens.
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7. EREDMENYEK MEGVITATASA

Embriogén kallusz indukcié és felszaporitas

A transzformdciés mddszerek alkalmazasinak lehetdsége a regenerdcids rendszer
meglétén, illetve a fajtdk regenerdcids hatékonysdgan mulik. A szO6l6 regenericids
rendszerek koziil szdmos fajtdndl a portokon indukélt embriogén sejttenyészeteket
alkalmazzdk és sajat kisérleteink is ezen a teriileten bizonyultak a legeredményesebbnek.
Az MSE taptalaj haszndlata a legtobb fajta (9) esetében sikeresnek bizonyult az embriogén
kallusz indukcids kisérletekben, ami egyértelmiien jelzi a 2,4-D és BA hormonkombindci6
hatékonysdgat, melyet kordbbi kisérletek is alditimasztanak: Mozsar és Siile (1994), Perrin
és mtsai. (2004), Lopez-Pérez és mtsai. (2005) és Pino-Sintra (2007). Az MST téptalaj
alkalmazdsdval a ‘Richter 110’ és a ‘Teleki 5C’ alanyfajtdk portoktenyészetein 8-, ill.
6,67%-ban sikeriilt embriogén kallusz fejlodést indukdlni. A kapott értékek jelentOs
mértékben kiilonboznek a ‘Chardonnay’ és ‘Kékfrankos’ V. vinifera fajtdk eredményeitdl
(0,25% ill. 1,25%). Oldh és munkatarsai (2003a) a TDZ (0,05 mg/l) tartalmu taptalajt
szintén eredményesen haszndltdk tobb alanyfajta esetében is (‘Borner’, ‘Richter 110°,
‘S04°, ‘St. George’, ‘Teleki 5C’). A ‘Pannon frankos’ fajta esetében csak az NNE
taptalajon tapasztaltunk embriogén kallusz fejlodést, ezért véleményiink szerint a taptalaj
hatdsa er6sen genotipus fiiggd. Yang ¢és munkatirsai (2006) 2,4-D és BA
hormonkombinéciét tartalmazé (Mauro et al. 1986) szilard NN taptalajt alkalmazva
sikeresen indukdltak embriogén kalluszt kiilonbozdé V. vinifera fajtdkrdl szarmazd
portokokon; valamint csak 2,4-D-t tartalmazé NN taptalajon, éretlen zigotikus embridkon.
Az MS téaptalajhoz képest a NN tdptalaj egyes mikroelemekbdl (Mn, Mo, Zn, B) tobbet
tartalmaz, makroelem tartalma viszont csokkentett. A sz0l6fajtdk esetében megfigyelt
kiilonbségek radvilagitanak arra, hogy a makro-, és mikroelemek mennyiségének illetve
mindségének viltoztatdsa a tdptalajban, valamint a kiilonb6z6 novényi nodvekedés
szabalyozé anyagok jelentds mértékben befolyasoljak az embriogén kallusz indukciot.

A ‘Chardonnay’ virdgzatok sterilizdcidja sordn alkalmazott két kiillonboz6
sterilizalasi eljards ugyanolyan hatékonysdggal miikodott, ezért a sz610 esetében a NaOCl
oldat helyett a klér-mentes Ca(OH), oldat hasznélatét javasoljuk erre a célra. Chée és Pool
(1987) in vitro szOl6 hajtastenyészeteikben figyelték meg a csokkentett klértartalmu
taptalaj haszndlatanak pozitiv hatasit. A kisérletben felhasznalt négyféle taptalaj koziil az

MSE és CPE tdptalajokon kozel azonos hatékonysdggal sikeriilt embriogén kalluszt
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indukdlnunk. Bouamama és munkatéarsai (2009) szintén sikeresen indukéltak embriogén
kalluszt CP tdptalajon, azzal a kiilonbséggel, hogy az altaluk felhaszndlt tiptalaj a 2,4-D és
TDZ hormonkombinéciét tartalmazta. Az antioxiddnssal és fenolkotd vegyiilettel
kiegészitett MSE tdptalaj haszndlata negativ hatdssal volt az embriogén kallusz indukcidra,
ezért ezekben a kisérletekben nem javasoljuk a haszndlatat. Az aktiv szénnel kiegészitett
MSE téptalaj szintén gitld hatdssal volt az embriogén kallusz indukcidra. Ez a hatds
valészinlileg azzal magyardzhatd, hogy az aktiv szén alkalmazisdnak van egy olyan
mellékhatdsa, hogy lecsokkenti a hormonok és mas szerves anyagok szintjét a taptalajban
(Ebert and Taylor 1990).

Az embriogén kallusz indukcié a kiilonb6z6 kornyezeti tényez6k miatt nem minden
évben miikodik azonos hatékonysaggal, ezért fontos a mar meglévd kallusz tenyészeteinket
a lehetd legjobb mindségben megdrizni és fenntartani. Az embriogén tenyészetek
fenntartdsa €s felszaporitdsa azonban szdmos fajta esetében problémat jelentett. A ‘Richter
110’ alanyfajta esetében kiprobdlt, és sikeresen alkalmazott 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l
BA-t tartalmaz6, Cheé és Pool (1987) altal leirt, sz6l6re optimalizalt tdptalaj hasznélata

megoldast jelenthet ezekre a problémékra.

Sz6l6 organogenezis

Munkank sordn a portok indukciés kisérletek mellett megprobaltunk direkt
organogenezissel a riigyalapb6l novényregeneraciot eldidézni. A vizsgalt ‘Richter 110’
fajta esetében azonban ez a médszer nem miikodott megfeleld hat€ékonysiggal. A ‘Richter
110’ fajtanal tapasztalt csekély regenerdciés hatékonysdg ellenére a moddszer
alkalmazasanak lehetdségét abban latjuk, hogy megoldds lehet génbevitelre olyan

fajtaknal, amelyeknél jelenleg nem tudunk embriogén kalluszt 1étrehozni.

A novényregeneracio hatékonysaganak optimalizalasa

Tapasztalataink szerint az embriogén tenyészetek kora jelentésen befolydsolja a
regenerdcids képességet és a sejttenyészetek homogenitdsit. Mivel a homogén sejtkultdrak
nagyobb regeneracids potencidllal rendelkeznek (Jayasankar et al. 2003), mint a kiillonb6zd
sejtaggregatumokat tartalmazdé heterogén tenyészetek, a ‘Richter 110°, ‘Teleki 5C° és
‘Chardonnay’ fajtdk esetében sikeresen alkalmazott folyékony MSNOA tédptalaj hasznélata
megoldést jelenthet a legoptimdlisabb allapotd, kis vakuolumokkal rendelkezd, gyorsan
osztodo sejtek felszaporitisara. Az embriogén szuszpenzidk haszndlatdnak eldnyeire

szamos publikicié hivja fel a figyelmet (pl. Coutos-Thévenot et al. 1992, Amar et al.
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2007), Vidal és munkatirsai (2003) pedig a genetikai mddositdsok leghatékonyabb
kiindulasi anyagénak tartjdk a szuszpenzids kulturdkat.

A hormonmentes CP tiptalaj haszndlata a ‘Chardonnay’ fajta esetében pozitiv
hatdssal volt a szomatikus embridok regenerdcidjara. A téptalaj kedvezd hatdsa a sz6l0 in
vitro tenyészetekre valdsziniisithetéen annak koszonhetd, hogy a kdlciumot nem kalcium-
klorid hanem kélcium-nitrdt forméban tartalmazza, emellett a j6d és a mangédn csokkentett
koncentraciéban van jelen a taptalajban. Cheé és Pool (1987) a két elem koncentracidjanak
megvaltoztatdsaval tomeges hajtds differencidciét tapasztalt, amely mindkét ionnak az
auxin metabolizmusban és transzportban betoltott szerepével magyarazhato.

Az EHA105(pRok2Ferr) vektorral transzformalt rendellenes fejlodésii ‘Richter
110’ szomatikus embridk esetében a 0,22 mg/l BA hasznilata a szelekcids tdptalajban
alkalmasnak bizonyult az abnormadlis fejlodésti transzformdlt embridk regeneracios
hatékonysdganak novelésére. Valerii és munkatarsai (2003) az IAA és a BA hormonok
hatdsdnak sz016 regeneracios kisérletekben torténd vizsgdlatakor szintén azt tapasztaltak,
hogy a BA kedvezd hatdssal van a sziklevéllel rendelkez6 szomatikus embrioidok tovabbi
fejlédésére. A transzformdcids kisérletekben gyakran tomegesen el6forduldé rendellenes
fejlodésii embridk regeneracids idejének leroviditésében az embridk pusztuld gyokérnyaki
részének eltavolitdsa, vagy a szelekcids dgens tdptalajb6l valé megvondsa (megfeleld
hosszisagu szelekcids periddus utdn) nyujthat segitséget. A rendellenes fejlodésti embridk
pusztuld gydkérnyaki részének eltavolitdsat Perl és munkatarsai javaslatira végeztiik el,

elmondésaik szerint ez a médszer naluk is hasonlé erdménnyel miikodott.

AKKlimatizaci6

A transzformalt novények akklimatizaciés hatékonysdganak novelése érdekében
végzett kisérleteink sordn megtaldltuk a ‘Richter 110 fajta szdmara legmegfelelobb
gyOkereztetési eljarast. A moédszer eldnye, hogy olcsd, egyszerlien kivitelezhetd, valamint a
kitiltetés el6tti tovabbi felszaporitds és akklimatizacio egy 1épésben megoldhatd, amely
gazdasdgossa teszi. A perlit inorganikus, leveg6s kozeg, akklimatizacidkor nem fert6zodik.
Az iiveghazi kiiiltetés sordan nem kell a novény gyokereirdl eltavolitani a kdzeget, mint az
agaros taptalajok esetében, amikor sok gyokér leszakadhat, és a novény is sériilhet. A
megfeleld mindségli gyokérzet megléte esetén pedig né az adapticié hatékonysaga az

akklimatizacio soran.
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Szélétranszformacio

A regenerdcids rendszer hatékonysiganak novelése érdekében végzett kisérleteink
eredményeit felhaszndlva mind a hat konstrukci6 esetében sikeriilt a tovabbi kisérletekhez
sziikséges (min. 20) transzformalt vonalat regenerdlnunk. A transzgének jelenlétét PCR
reakcidval igazoltuk. Horvath V. Gabor és munkatarsai a pRok2Ferr transzformans
‘Richter 110° vonalak levélmintdinak mRNS ¢és fehérje szinti vizsgdlatait is elvégezték

(Zok et al. 2009a., b).

A transzformansok oxidativ stressztiiré képességének tesztelése

A vizsgalt pRok2Ferr transzformans ‘Richter 110’ vonalak fizioldgiai jellemzése
sordn a két transzgénikus vonal esetében tapasztalt megndvekedett oxidativ stressz
tolerancia valdszinlisiti a szdja ferritin fehérje szélélevelekben kifejtett pozitiv hatésat,
ahogy azt Dedk és munkatarsai (1999) kordbban, dohdny transzformaciés kisérleteikben is

megfigyelték.

Agrobakérium rezisztencia vizsgalatok

Az EHA101(pJP17) vektorral transzformalt ‘Richter 110’ vonalak Agrobacterium
fertdzése sordn leggyakrabban az A348 torzzsel szemben tapasztaltunk rezisztenciat. Mivel
a géncsendesités mechanizmusdnak alapja a szekvencia specifikusan torténd felismerés, az
Agrobacterium iaaM szekvencidk pedig nagyon eltéréek még a kozeli rokon torzsek
esetében is (Galambos 2007), ezért valdszinlsithetd volt, hogy ez a konstrukcié nem
biztosithat rezisztencidt minden Agrobacterium torzzsel szemben. A szO6l6 esetében
jelentds A. vitis S4 torzzsel szemben - amelynek iaaM szekvencidja nagymértében eltér a
tobbi Agrobacterium torzsétdl — a Galambos Aniké (2007) altal elkészitett pJP17-S4
konstrukcié biztosithat rezisztencidt, melynek hatdsossdgat kalanchoe koinokuldcids és
dohany transzformacids kisérletek segitségével bizonyitottdk. Ream és munkatarsai (2003)
szintén az iaaM és ipt onkogének elhallgattatisahoz sziikséges transzformdacidval A.
tumefaciens A348 torzzsel szemben ellendllé alma (Malus domestica) vonalakat, Escobar
és munkatarsai (2001, 2002) pedig az A. tumefaciens 20W-5A, K12, 53-1B torzsekre
rezisztens ludfli (Arabidopsis thaliana), paradicsom (Lycopersicon esculentum) és did
(Juglans regia) novényeket dllitottak eld.

A V. amurensis eredetll, tanszéki nemesitési fajtadk Agrobacterium rezisztencia
vizsgélatai sordn a ‘Korai bibor’ és ‘Orpheus’ az A. tumefaciens C58 torzzsel szemben; az

‘Odysseus’ €s ‘Pannon frankos’ az A. tumefaciens C58, A. vitis AT1 €s S4 torzsekkel
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szemben bizonyult rezisztensnek. A ‘Taurus’ mind az 5 Agrobacterium torzzsel szemben
egyértelmilen rezisztensnek bizonyult. Szegedi (1981) és munkatirsai kiilonbozd Vitis
genotipusokat teszteltek agrobaktérium fertézéssel szembeni fogékonysdgra. A tesztelt
fajtdk koziil a V. riparia cv. ‘Portalis’ alanyfajtan, a V. amurensis eredetli ‘Kunbariton’,
valamint a ‘Szultdn’ fehér sz616n nem képzodott tumor az A. fumefaciens €s A. vitis
torzsekkel torténd fert6zés utdn. Ezt kovetden a golyvasoddssal szembeni rezisztencidt
kimutattdk a V. amurensis fajtin és szdmos hibridjén, tovabba bizonyitottak Mendeli,
dominans 6roklédését (Szegedi and Kozma, 1984). Az Agrobacterium-rezisztens szol6
genotipusok, a betegséggel szemben ellendllé fajtak 1étrehozdsa mellett felhasznalhatéak
az ellenalloképesség természetének megismerésére; valamint a természetesen eléforduld,
ismeretlen funkciéji rezisztenciagének izoldldsa és vizsgdlata fontos informdacidkkal

szolgélhat a modern, molekularis alapi nemesités szamara.
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8. OSSZEFOGLALAS

A sikeres genetikai transzformacids kisérletek alapja a hatékony novény-sejt-
novény regenerdcids rendszer. Napjaink irodalmét attekintve elmondhatjuk, hogy a
kiilonbozo transzformacids eljarasokndl gyakran indulnak ki szomatikus embridkbol. A
szomatikus embriok indukcidjira, valamint a transzgénikus novények regenerdcidjira
tobbféle eljards létezik. Kiilonbség mutatkozhat a fajtdk kozoétt, a felhasznalt novényi
részben, a tdptalaj Osszetételében €s a kisérleti koriilményekben. A portokokon végzett
embriogén kallusz indukcids kisérletekben a tesztelt 12 sz016fajtdbol 11 esetben kaptunk
embriogén kalluszt. A ‘Korai bibor’, ‘Odysseus’, ‘Orpheus’ és ‘Pannon frankos’ fajtdknal
elséként szamolhattunk be sikeres embriogén kallusz indukciérél. A portokon megjelent
kallusz embriogén kapacitdsat novényregeneraciéval bizonyitottuk.

A portok indukcids kisérletek mellett megkiséreltiink direkt organogenezissel a
riigyalapbdl ndovényregeneracidt el6idézni a ‘Richter 110’ fajta esetében, azonban ennél a
fajtandl ez a médszer nem miikodott megfeleld hatékonysaggal. Ennek ellenére a modszer
alkalmazdsa azon fajtak esetében jelenthet egy lehetséges megoldast génbevitelre, amelyek
portok tenyészetein jelenleg nem tudunk embriogén kalluszt 1étrehozni.

A kiilonb6z6 indukciés kisérletekben nyert embriogén kalluszt fel kell
szaporitanunk, hogy megfelel6 mennyiségli kiinduldsi anyag dlljon rendelkezésiinkre a
transzformdacids kisérletekhez. Az embriogén tenyészetek fenntartidsa és felszaporitasa
azonban szdmos fajta esetében problémadt jelentett. A ‘Richter 110’ alanyfajta esetében
kiprobaltuk, €s sikeresen alkalmaztuk az 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BA-t tartalmazé CPE
tdptalajt embriogén kallusz felszaporitisira. A CPE a Cheé és Pool (1987) 4ltal leirt
szO0l6re optimalizalt tiptalaj hormonokkal kiegészitett véltozata, valdsziniisithetben mas
fajtakndl is eredményesen alkalmazhaté embriogén kallusz felszaporitdsara.

A ndvényregenerdcié hatékonysdgat jelentdsen befolydsolja a kiinduldsi anyag
mindsége. Az 5 pM NOA tartalmi folyékony kultdrdk alkalmazasaval célunk a kis
vakuolumokkal rendelkezd, gyorsan osztédd sejtek felszaporitdsa volt, kisérleteink a
‘Richter 110°, ‘Teleki SC’ és ‘Chardonnay’ fajtik esetében eredményesnek bizonyultak.
Ezen kiviil a ‘Chardonnay’ fajta esetében a hormonmentes CP tiptalajt is eredményesen
alkalmaztuk a regenerdacids hatékonysidg novelésére. Kisérleteinkben a CP taptalajt a
szintén hormonmentes MS/2 téptalajjal 6sszehasonlitva az embriogén anyag regeneracios

idejének hosszaban mutatkozott jelentds eltérés a CP taptalaj javara.
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A transzformdlt és mikroszaporitott novények akklimatizaciés hatékonysdginak
novelése érdekében kiilonbozd kisérleteket végeztiink el a ‘Richter 110’ fajta kétriigyes
dugvényain. Munkdnk sordn hdromféle nedvesitd-, és négyféle gyokereztetd kozeget
teszteltiink, valamint kétféle eljarast alkalmaztunk a tenyészedények zardsdra. A ‘Richter
110’ fajta szdmdra a csapvizzel nedvesitett perlitben torténé gyokereztetés bizonyult a
legmegfelelobbnek, ezért a kiillonb6z6 vektorkonstrukcidkkal transzformalt ndvények
akklimatizacidja soran ezt az eljarast alkalmaztuk.

Genetikai transzformdcids kisérleteink sordn sikeresen dllitottunk eld lucerna
ferritin génnel transzformdlt ‘Richter 110" novényeket az EHA105(pRok2Ferr) és
EHA105(pRok2FerrFLAG)  vektorkonstrukcidk — felhasznéldsdval.  Agrobacterium
rezisztens  ndvények  eldallitdsdt  célzé  transzformdicids  kisérleteinket  az
EHA101(pTd93virEl) vektorkonstrukcid felhasznalasaval, az Agrobacterium tumefaciens
virEl génjének expresszaltatdsdval; valamint az EHA101(pJP17) és EHA101(pJP17-S4)
vektorkonstrukciok felhaszndldsdval, a géncsendesités mechanizmusédn keresztiil kivantuk
megvaldsitani. A 0,22 mg/l BA haszndlata a szelekcios taptalajban, illetve az abnormalis
fejlédésti embridk pusztulé gyokérnyaki részének eltdvolitdsa alkalmasnak bizonyult a
transzformdcids eljarasnak koszonhetéen nagy mennyiségben el6fordulé abnormalis
fejlédési transzformdlt embridk hajtisfejlodésének helyredllitisara.

A hat pRok2Ferr transzforméns ‘Richter 110” vonal fizioldgiai jellemzése soran két
transzgénikus vonal esetében megnovekedett oxidativ stressz tolerancidt tapasztaltunk, ami
a lucerna ferritin fehérje szol6levelekben kifejtett pozitiv hatasat valdsziniisiti.

Agrobacterium rezisztencia vizsgalataink sordn a 21 fiiggetlen EHA101(pJP17)
vektorral transzformalt ‘Richter 110’ vonal harmada bizonyult egyértelmiien rezisztensnek
az A348 torzzsel szemben. Az EHA101(pTd93virEl) vektorral transzformalt ‘Richter 110’
novények csokkent életképessége miatt csak egy Agrobacterium torzzsel tudtuk elvégezni
a fertdzéseket, ezért egyértelmii kovetkeztetéseket nem tudtunk levonni arra vonatkozolag,
hogy ez a vektorkonstrukcié alkalmas-e a sz6ldben Agrobacterium rezisztencia
kialakitdsara. A tanszéki nemesitést fajtdk Agrobacterium rezisztencia vizsgélatai sordn a
‘Korai bibor’ és ‘Orpheus’ az A. tumefaciens C58 torzzsel szemben; az ‘Odysseus’ és
‘Pannon frankos’ az A. tumefaciens C58, A. vitis AT1 és S4 torzsekkel szemben; a
‘Taurus’ pedig mind az 5 Agrobacterium torzzsel szemben egyértelmiien rezisztensnek

bizonyult.
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9. SUMMARY

The avaiability of an effective plant-cell-plant regeneration system is a basic
prerequisite of genetic transformation. According to the recently published articles it can
be concluded that embryogenic cultures are most frequently used for grapevine
transformation experiments. To induce somatic embryos and regenerate transgenic plants
different methods are used. Among callus initiation conditions, essential differences are
detectable in the medium, genotype and explant of grapevine used for induction. In our
embryogenic callus initiation experiments 12 different cultivars were tested, and anther
derived embryogenic callus was successfully obtained in 11 genotypes. Moreover, this is
the first report on embryogenesis in ‘Korai bibor’, ‘Odysseus’, ‘Orpheus’ and ‘Pannon
frankos’. The embryogenic capacity of anther derived callus was confirmed by plant
regeneration.

Besides producing embryogenic callus on anthers we have studied direct shoot
regeneration from the cells of the base of the bud of ‘Richter 110, but its efficiency was
low. However, this method might be a potential way for gene transfer in case of cultivars
on which anthers embriogenic callus induction has not been solved yet.

The embriogenic callus obtained on anthers should be propagated to have enough
starting material for transformation experiments, but the maintanance and propagation of
embriogenic callus caused a problem in many case of cultivars. CPE medium proved
applicable to propagate embryogenic callus in case of ‘Richter 110’. CPE is the medium
described by Cheé and Pool (1987) supplemented with 1,1 mg/l 2,4-D and 0,1 mg/l BA,
and it might be succesfully used for propagation of embriogenic callus of many other
cultivars.

Effectivity of plant regeneration is highly affected by the quality of starting
material. Using liquid medium containing 5 pM NOA we achieved homogeneous ‘Richter
110°, ‘Teleki 5C* and ‘Chardonnay’ embryogenic cultures propagated rapidly and
contained cells with small vacuoles. Besides, CP medium was successfully used in case of
‘Chardonnay’ to increase the efficiency of regeneration. Comparing CP medium to MS/2
hormon-free medium we found CP that shortens the time of regeneration.

To improve hardening and transfer of regenerated transgenic grapevine, in vitro
grown ‘Richter 110’ plants were multiplied by cutting them into double-node internodes

with the whole leaf. In our experiments microcuttings were tested using three different
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moisturing and four rooting media, and for cover of culture vessels two different method
were tried. When perlite was used and moisted with tapwater proper rooting of ‘Richter
110’ microcuttings was observed, therefore this method was used further to harden
transgenic ‘Richter 110’ plants harbouring the different gene constructions.

We have carried out genetic transformation experiments  using
EHA105(pRok2Ferr) and EHA105(pRok2FerrFLLAG) transformation vectors and have
successfully obtained ‘Richter 110° plants transformed with alfalfa ferritin gene. In the
transformation experiments to introduce enhanced resistance to Agrobacterium,
EHA101(pTd93virEl), EHA101(pJP17) and EHA101(pJP17-S4) transformation vectors
were used. Overexpressing Agrobacterium VirEl proteins may provide resistance to
Agrobacterium by inhibiting VirE2. Applying EHA101(pJP17) and EHA101(pJP17-S4)
vector constructions we aimed to provide Agrobacterium resistance through
posttranscriptional gene silencing.

Shoot formation of transformed ‘Richter 110’ embryos was best restored by using
0,22 mg/l BA in the selection medium and cutting the abnormal embryos under the
hypocotyl. Applying these methods we observed the recovery of shoot development of
embryos that showed developmental disorder due to the transformation process.

For physiological studies 6 pRok2Ferr transgenic lines and the non-transformed
‘Richter 110” plants were used. In case of two transgenic lines we found an increased
tolerance to oxidative stress effects, which suggests the protective role of ferritin in
grapevine leaves.

Agrobacterium resistance of 21 ‘Richter 110’ transgenic lines harbouring
EHA101(pJP17) construction were studied, and 1/3 part of the investigated transgenic lines
was found to be resistant to Agrobacterium tumefaciens A348 strain. Because the
pTd93virE1l-transformed plants showed abnormal shoot and leaf morphology accompained
by weak growth, we could not say if this gene construction is suitable in grapevine for
engineering Agrobacterium rtesistance. These plants were infected only with one
Agrobacterium strain due to propagation problems caused by their abnormal growth. Of
the new cultivars bred at our Department ‘Korai bibor’ and ‘Orpheus’ showed resistance to
A. tumefaciens C58; ‘Odysseus’ and ‘Pannon frankos’ to A. tumefaciens C58, A. vitis AT1

and S4; while ‘Taurus’ was resistant to all of the five tested Agrobacterium strains.
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