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Összefoglalás 

Az elmúlt évtizedben a növényi biotechnológiában bekövetkezett módszertani fejlıdés 

eredményeként lehetıvé vált gyökeresen új növénynemesítési programok tervezése és 

elindítása. A transzgénikus növények elıállítása komplex folyamat, ami magában foglalja az 

idegen DNS molekulák bejuttatását a sejtekbe, ezen nukleotid szekvenciák integrációját a 

gazdasejt DNS-ébe és a bevitt gén követhetı kifejezıdését. A transzformáció módszere 

lehetıséget kínál többek között olyan gazdaságilag fontos gének bevitelére a búzanövénybe, 

melyekkel növelhetı a rezisztencia biotikus és abiotikus stresszel szemben, a felhasználói 

igényeknek megfelelıen változtatható a tészta technológiai minısége, javítható a 

búzafehérjék táplálkozástani értéke, továbbá amelyekkel növelhetı a növényekben a 

vitaminok, vagy olyan mikroelemek mennyisége is, mint pl. a vas, vagy a cink. A számos 

módszertani nehézség és a fogyasztói reakciók miatt, a növényi transzformáció módszerében 

még további jelentıs fejlıdés várható a közeljövıben. Ez a szemle a szerzık angol nyelven 

megjelent összefoglalójának (Rakszegi et al. 2001) a legújabb eredményekkel bıvített 

változata. 

CORE Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repository of the Academy's Library

https://core.ac.uk/display/11857207?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


 2 

Wheat transformation: review 

 

MARIANN RAKSZEGI*-PÉTER SZŐCS*-CECÍLIA TAMÁS*-LÁSZLÓ TAMÁS** 

*Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvásár 

**Department of Plant Physiology, Eötvös Loránd University, Budapest 

 

Summary 

Plant biotechnology offers many new opportunities for breeders to solve certain breeding 

problems at the molecular level. The tissue culture methodology and the molecular genetic 

modification of economically important monocotyledons have undergone a revolution in the 

last decade. As the production of transgenic plants is a complex procedure including the 

uptake of DNA molecules into the cells, the integration of these nucleotide sequences into the 

host DNA and the expression of new genes in a controlled way and as there are still many 

unsolved questions, further development is necessary. The methodology opens up the 

possibility of introducing novel genes that may induce resistance to diseases and abiotic 

stresses, allows the modification of dough quality and the dietetic quality of proteins, and 

increase the levels of micronutrients such as iron, zinc, and vitamins. The present review is 

the updated Hungarian version of the English summary of the most important advances in 

wheat transformation published by the authors (Rakszegi et al. 2001). 
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1. Bevezetés 

A búza (Triticum aestivum L.) genetikai változatosságát és a vele könnyen keresztezhetı 

közeli rokon fajokat felhasználva, a nemesítık javítani tudják a búza agronómiai 

tulajdonságait (Bedı et al. 1998, McIntosh 1998). Napjainkban a versenyképes búzafajták 

elıállítása egyre inkább igényli a klasszikus nemesítési és modern biotechnológiai módszerek 

kombinációját. A növényi biotechnológia fejlıdésével lehetıvé vált olyan gének bevitele is a 

genetikai állományba, melyek búzával nem keresztezhetı szervezetekbıl származnak. A 

géntechnológiával segített nemesítés célul tőzte ki többek között, hogy megváltoztassa a búza 

táplálkozástani és feldolgozás-technológiai minıségét, csökkentse a gyomok és kártevık 

következtében fellépı termésveszteséget, növelje a környezeti hatásokkal szembeni 

ellenállóképességet (Lazzeri et al. 1997, Vasil 1998, Pellegrineschi et al. 2000). Az elsı 

sikeres búza transzformációs eredményeket Vasil et al. (1992) publikálta. Azóta több csoport 

számolt be újabb és újabb transzgénikus genotípus elıállításáról. A sütıipari minıség 

javítására HMW (high molecular weight) glutenin alegység fehérjéket kódoló génekkel 

transzformált búzát Barro et al. (1997), Blechl et al. (1998), He et al. (1999) és Rooke et al. 

(1999). A búzakeményítıben az amilóz/amilopektin arányt Baga et al. (1999b) változtatta 

meg géntechnológiai módszerrel. Különbözı génekkel sikerült növelni a rezisztenciát gombák 

(Pellegrineschi et al. 2000), rovarok (Alpeter et al. 1999, Stoger et al. 1999) és vírusok 

(Karunarate et al. 1996) ellen, illetve gyomirtó szerekkel szemben (DeBlock et al. 1997). A 

jelenlegi módszereknél a transzformáció stabilitása erısen függ a módosítandó genotípustól, a 

növény szövettenyésztésbe vont részétıl és a szövettenyésztés körülményeitıl (Potrykus 

1991). A búza transzformáció hatékonysága az irodalmi adatok szerint általában kisebb, mint 

1 százalék (Alpeter et al. 1996b), bár néhány genotípussal 4-17 százalékot is elértek (Xia et al. 

1999, Rasco-Gaunt et al. 2001). A sikeres, bizonyított transzformációknál sokszor komoly 

probléma a transzgén instabilitása (Cannell et al. 1998, Barro et al. 1998) és a részleges 

génexpresszió (Blechl et al. 1998, Alvarez et al. 2000). A búza transzformálására a génágyús 

(biolisztikus) módszer napjainkban a legelterjedtebb. Vasil et al. (1992) elsı sikeres kísérlete 

óta számos laboratórium kísérletezik különbözı eredető búzakallusz belövésével (Weeks et al. 

1993, Becker et al. 1994, Nehra et al. 1994, Alpeter et al. 1996a, Srivastava et al. 1996). A 

biolisztikus módszeren kívül más eljárásokkal is lehet gabonaféléket transzformálni. Cheng et 

al. (1997) számoltak be elıször Agrobacterium tumefaciens közvetítette stabil génátvitelrıl 

búzába. A közlemény ellenére ez a módszer nem terjedt el, bár több laboratóriumban is 

próbáltak megbízható eljárást kifejleszteni, de többnyire csak átmeneti génexpressziót 

mutattak ki, illetve a transzgénikus kalluszból nem tudtak növényt regenerálni. Az 
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Agrobacterium közvetítette búza transzformációt befolyásoló paramétereket Amoah et al. 

(2001) vizsgálták részletesen tranziens expresszióban. Weir et al. (2001) négy független 

transzgénikus búza növényt kaptak szkutellumból Agrobacterium közvetítette 

transzformálással. Az Agrobacterium közvetítette módszer bár több egyszikő növénynél 

hatékonynak bizonyult, búzánál még további fejlesztésre van szükség. Közvetlen 

géntranszferrıl számolt be He és Lazerri (1998), akik az elektroporáció körülményeit 

optimalizálták búzára. Serik et al. (1996) szilicium-karbid tőkkel transzformált érett 

búzaembriót. Pollentömlı eljárással is próbáltak már idegen gént bejuttatni búzába (Chong et 

al. 1998). Ez az áttekintés a magyar kutatók és laboratóriumok munkáját külön kiemelve 

foglalja össze a búza transzformációban eddig elért eredményeket. 

 

2. Szövettenyésztés 

A géntranszformációhoz jól mőködı in vitro növényi rendszer szükséges. A kiindulási anyag 

ivarsejt, szomatikus sejt, növényi szövet és szerv lehet. Legtöbbször könnyebb a testi 

sejtekhez hozzájutni, mint az ivarsejtekhez. Növényi sejttenyészet létrehozható osztódó, még 

nem differenciálódott merisztéma szövetekbıl, vagy már differenciálódott sejteket tartalmazó 

szövetbıl is. Ez utóbbinál a különbözı növényi részek hormonkezeléssel (általában 2,4-

diklórfenoxi-ecetsav) dedifferenciációra késztethetık. Legtöbbször az így keletkezett kallusz 

a géntechnológiai beavatkozás célpontja. Újabb in vitro hormonkezelésre a transzformált 

totipotens sejtbıl osztódáson és redifferenciáción keresztül (regeneráció) növény fejlıdik. A 

regeneráció alternatív módon, vagy organogenezissel, vagy szomatikus embriógenezissel 

zajlik. Organogenezisnél a kalluszszövet több sejtje közremőködésével gyökér és/vagy hajtás 

fejlıdik a hormonkeverék citokinin/auxin arányától függıen. Szomatikus embriogenezisrıl 

akkor beszélünk, amikor egyetlen totipotens sejtbıl embriószerő képzıdményen keresztül 

fejlıdik ki az új növény. Ha a transzformált sejt szomatikus embriogenezissel fejlıdik tovább, 

akkor a géntechnológiával módosított növény minden sejtje hordozza az idegen DNS 

molekulát. A kalluszok jó in vitro regenerálódó képessége elsıdleges követelmény a búza 

transzformációban. A búzakallusz regenerálódó képessége mennyiségi jelleg, az ezért felelıs 

gének különbözı kromoszómákon helyezkednek el a genomban (Ben Amer et al. 1997, 

Galiba et al. 1986). A regenerációs kísérletekben gyakran felmerülı probléma a 

regenerálódóképesség, vagy a termıképesség elvesztése és a rendellenes fenotípusok 

(albinizmus, mozaikosság) gyakori megjelenése (Gordon-Kamm et al. 1999). A 

regenerálódóképesség, és így a transzformáció hatékonysága is nagymértékben függ a 
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genotípustól, a kalluszképzésre felhasznált növényi résztıl és a szövettenyésztés 

körülményeitıl. 

 

A genotípus elsıdleges faktor a gabonafélék sikeres transzformációjában. Intenzíven 

fejlesztik az agronómiailag fontos nemesítési vonalakra és a kereskedelmi forgalomban levı 

fajtákra is hatékony regenerációs módszereket (Iser et al. 1999, Zhang et al. 1999). Tesztelték 

számos kereskedelmi forgalomban levı búzafajta kalluszindukciós képességét és sikerült 

növelni néhány fajtánál a növény regeneráció hatékonyságát (Fennell et al. 1996, Machii et al. 

1998, Barro et al. 1999). 

 

Regenerálható búza szövetkultúra többféle növényi rész felhasználásával is létrehozható. 

Ilyen növényi rész a teljes szem, érett és éretlen embrió, izolált szkutellum, éretlen virágzat 

(Rasco-Gaunt és Barcelo 1999), éretlen levél, mezokotil, hajtáscsúcs merisztéma (Zhang et al. 

1999), koleoptilcsomó és gyökér. Jelenleg éretlen embrióból kiindulva érik el a legjobb 

eredményeket. Sikeresen regeneráltak növényeket búza és rizs sejtszuszpenziós kultúrákból 

elıállított protoplasztokból is (Ahmed és Sági 1993, Pauk és Szarka 1991). 

 

Számos tanulmány foglalkozik az in vitro szövettenyésztés körülményei közül a kallusz- és 

embrióindukcióra, valamint a növény regenerációra használt táptalajok összetételével (Perl et 

al 1992, Rasco-Gaunt et al 1999a, Zhang et al. 1999). Az MS (Murashige és Skoog 1962) és 

ennek változatai a leggyakrabban használt táptalajok a Triticeae nemzetségbe tartozó fajok 

szövettenyésztésében. A kallusz képzıdés indukálására rendszerint az auxin hatású 2,4-

diklórfenoxi-ecetsavat (2,4-D) használják, esetenként kiegészítve kis mennyiségő 

citokininnel. Fiatal hajtás regenerációjához nagyobb citokinin koncentráció szükséges 

auxinnal, vagy a nélkül (Barro et al. 1998). A táptalajban 5-10 mg/l zeatin szintén pozitív 

hatással lehet a regenerációra (Barro et al. 1999), míg a gyökér regenerálás hormonmentes 

táptalajon történik. A cukrok illetve cukoralkoholok nagy koncentrációja (Chen et al. 1998a), 

vagy a különbözı fémion kiegészítık (pl. ezüst) jelenléte a táptalajban (Cho et al. 1999, 

Zhang et al. 1999) növelik a kenyérbúza növény regenerációs hatékonyságát, mely azt 

bizonyítja, hogy ezek a komponensek megvédik a növényi részt a transzformációnál 

bekövetkezı sérülésektıl (Rasco-Gaunt et al. 1999a). Más tanulmányok a különbözı 

szénforrások (Zhang et al. 1999) és a szövettenyésztés idıtartamának (Takumi és Shimada 

1996) szerepérıl számoltak be. Fontos hatása van még a regeneráció hatékonyságára a 

hımérsékletnek és a fényintenzitásnak is. A szövettenyésztés hımérsékleti tartománya 
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általában 20 és 30°C között van. A búzanövény hımérséklet- és fényigénye is változik mind 

in vivo, mind in vitro fejlıdése közben. Míg a kalluszok sötétben fejlıdnek jobban, addig az 

alacsony fényintenzitás (1000 lx) a redifferenciációnak kedvez (Tamás et al. 2000). 

 

3. Transzformánsok szelekciója 

A génbevitel után a transzformált sejteket nem transzformált sejtek veszik körül. A 

transzformáció döntı lépése azon sejtek szelektálása és felszaporítása, melyekben a transzgén 

nemcsak integrálódott a nukleáris genomba, de expresszálódik is. Az ilyen sejtek azonosítása 

markergénekkel lehetséges. Ezek legtöbbször rezisztenciagének, melyek ellenállóvá teszik a 

növényt antibiotikumokkal vagy herbicidekkel szemben. Ezen toxinok a vadtípusú sejtek 

növekedését gátolják, vagy elpusztítják azokat, míg a transzgénikus sejtek életképessége 

megmarad. A rezisztenciagének mellett léteznek egyéb szelekciós gének is. 

 

A rezisztencia szelekciós markergének egyik csoportja az aminoglikozid alapú 

antibiotikumokkal szemben biztosít rezisztenciát. Ide tartozik többek között a kanamicin, 

gentamicinB, geneticin (G418), neomicin, paromomicin és sztreptomicin (Jelenska et al. 

2000, Shaw et al. 1993). Az aminoglikozidok baktériumölı hatása elsısorban úgy valósul 

meg, hogy irreverzibilisen hozzákötıdnek a riboszómákhoz. Különbözı enzimek, pl. az 

aminoglikozid adeniltranszferáz (AadA) és a neomicin foszfotranszferáz (NptII) képesek 

inaktiválni az aminoglikozidokat. A növényvédıszer-komponensekkel szemben kialakított 

rezisztencia jó alternatívája az antibiotikum rezisztencián alapuló szelekciónak. A legtöbbször 

használt herbicid rezisztencia gén a bar (Basta/bialaphos resistance) ami a PAT (foszfinotricin 

acetiltranszferáz) enzimet kódolja (De Block et al. 1995). Ez az enzim a foszfinotricin (PPT) 

alapú gyomírtószerekkel (Basta, Finale, Ignite, Herbiace) szemben ad toleranciát, 

hatástalanítva azok toxikus komponenseit (bialaphos, glufozinát). A PPT alapú szelekciót az 

összes gabonaféle transzformációjánál felhasználták már transzgénikus növények 

azonosítására (Barro et al. 1998, Dennehey et al. 1994, Iser et al. 1999, Kohli et al. 1999, 

Pauk et al. 1998, Rasco-Gaunt et al. 1999b). Széles körben elterjedtek ezek a szelekciós 

markergének, bár negatív mellékhatásaik lehetnek, mivel gátolhatják a sejtosztódást és a 

differentációt, valamint a környezetre gyakorolt hatásuk sem kellıen ismert (Bregitzer et al. 

1998). A gabonafélék transzformációjánál ritkábban használt herbicid rezisztencián alapuló 

szelekciós rendszer a glifozáttal és a szulfonilureával szemben kialakított tolerancia. Ezekkel 

a herbicidekkel szemben rezisztencia mutáns enzimeket kódoló génekkel érhetı el (Wan és 

Lemaux 1994, Zhang et al. 2000). Egy cianobaktériumból (Synechococcus sp.) származó 
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glutamát-1-szemialdehid-aminotranszferáz (GSA-AT) mutáns enzim génje a gabaculin nevő 

fitotoxin ellen nyújt rezisztenciát transzgénikus növényekben (Gough et al. 2001). Weeks 

(1998) ciánamid alapú herbicidet használt transzformáns búzanövények szelekciójára. 

 

Az antibiotikum és a herbicid rezisztencia markergének mellett megjelentek az úgynevezett 

funkcionális szelekciós gének, melyeket már gabonafélék transzformációjánál is sikeresen 

használták. A pozitív funkcionális szelekció (Haldrup et al. 1998) olyan stratégia, amely a 

transzgénikus sejteknek metabolikus elınyt ad a nem transzformált sejtekkel szemben. Ezt az 

új marker rendszert úgy tervezték, hogy ártalmatlan legyen mind a fogyasztókra, mind a 

környezetre. A búza transzformációnál is használt egyik pozitív szelekciós rendszerben az E. 

coli baktériumból származó foszfomannóz izomeráz (pmi) gén a markergén (Reed et al. 1999, 

Wright et al. 2001). Az enzim átalakítja a növények számára nem hasznosítható mannóz-6-

foszfátot a metabolizálható fruktóz-6-foszfáttá, így a markergént tartalmazó sejtek mannóz-6-

foszfát tartalmú táptalajon is képesek osztódni, ellentétben a nem transzgénikus sejtekkel. A 

pmi gén használatával a transzformáció hatékonysága nagyobb, mint a bar herbicid 

rezisztencia génnel, és csökken a nem transzgenikus sejtek túlélési aránya a szelekciós 

táptalajon. A pozitív funkcionális markerek közé tartozik még az izopentenil-transzferáz (ipt) 

és a rol gén is (Kunkel et al. 1999). Az ipt gén egyike az Agrobacterium tumefaciens 

sejtburjánzást indukáló génjeinek, mely a citokinin bioszintézis egyik enzimét kódolja. A 

bevitt gén hatására a transzgénikus növényi szövet citokinin szintje megnövekszik, így a 

növény elveszíti apikális dominanciáját és gátlódik a gyökérképzıdés is. Az Agrobacterium 

rhizogenes eredető rol gén az úgynevezett „hairy roots” kialakulásáért felelıs, valamint a gén 

hatására a növény levele ráncossá válik, megrövidülnek az internódiumok és csökken az 

apikális dominancia is. Az ipt, vagy a rol génekkel a transzgénikus növények fenotípusa 

megváltozik, így vizuálisan megkülönböztethetık a nem transzgenikus növényektıl. Normál 

fenotípust csak úgy lehet elıállítani, ha az ipt, vagy a rol gént kikapcsolják, vagy 

rekombinációval a növény elveszíti azt. A pozitív funkcionális szelekció mellett léteznek 

negatív szelekciós markerek is. Ilyen gén a bakteriális citozin deamináz (codA) gén, mely a 

nem toxikus 5-fluorcitozint az eukarióta sejtek számára mérgezı 5-fluoruracillá alakítja át. A 

gén hatását és további alkalmazhatóságát transzgenikus rizsben tanulmányozták (Dai et al. 

2001). 

 

Mivel a szelekciós marker szekvenciák jelenléte gyakran nem kívánatos a transzgénikus 

növényekben, napjainkban a figyelem azon technikák fejlesztésére irányul, melyekkel a 
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szelekciós markergének eltávolíthatók a transzgénikus növényekbıl. Ez elérhetı normál 

szegregációval (Komari et al. 1996), de sokkal ígéretesebb a homológ rekombináció 

közvetítette gén kiütés (gene knockout) módszere. Ez utóbbi megvalósítására dolgozták ki a 

MAT (multi-auto-transformation) vektor rendszert. A MAT rendszer egyik változatában a 

kukorica transzpozábilis elemét (AC) használják (Ebinuma et al. 1997), míg a másik 

módszerben az élesztı (Zygosaccharomyces rouxii) hely-specifikus rekombinációs 

rendszerével (R/RS) távolítják el a genomból az ipt gént (Sugita et al. 1999). Az utóbbi MAT 

vektorral sikeresen állítottak elı transzgenikus rizst szkutellumból (Ebinuma és Komamine 

2001). A MAT rendszer használatával lehetıség van szelekciós markergén mentes 

transzgénikus növények elıállítására egy lépésben (Ebimuma et al. 2001). Növényi 

transzformációnál gyakran elıfordul, hogy az idegen gén több példányban épül be a genomba. 

Többek között a stabil expresszió miatt, a transzgént egy kópiában hordozó növények 

elıállítása célszerő. Az extra szekvenciákat pl. a Cre-lox helyspecifikus rekombináción 

alapuló rendszerrel lehet kiiktatni a genomból. Ezzel a módszerrel sikeresen alakítottak át 

négy transzgénkópiát hordozó búza növényeket egy példányt tartalmazó transzformánsokká 

(Srivastava et al. 1999). 

 

A látható markergének, vagy más néven riportergének alkalmasak az átmeneti 

génexpresszió tanulmányozására, szelekciós markerként többnyire nem használják ıket. Ezek 

a riportergének vizuálisan detektálható enzimaktivitással rendelkezı fehérjéket, vagy színes 

pigmentet, illetve fluoreszcens fehérjét kódoló gének. Az enzimaktivitásnak olyan kicsinek 

kell lennie (rövid felezési idıvel), hogy ne befolyásolja a növény fejlıdését. Fontos, hogy az 

enzim a növényi proteázokkal, valamint a hımérséklet és pH ingadozással szemben ellenálló 

legyen. Ha a detektálás alsó határa elég alacsony, a mennyiségi értékelés rendszerint már 48 

órával a transzformáció után elvégezhetı. Ezeknek a kritériumoknak csak néhány riportergén 

felel meg. A növényi transzformáció elsı éveiben a glukuronidáz (uidA/GUS) (Jefferson 

1987) és a CAT (kloramphenicol acetiltranszferáz) (Bruce et al. 1989, Chibbar et al. 1991) 

enzimeket kódoló gének voltak az idegen DNS növényi sejtbe jutásának indikátorai. Késıbb 

gabona transzformációnál is sikerrel használták a luciferáz enzim génjét. A luciferáz enzim 

katalizálja a luciferin ATP függı oxidációját és nincs toxikus hatása a gabonasejtekre 

(Baruah-Wolff et al. 1999). Az antocián akkumulációja a növényi szövetekben jól látható, és 

így a pigment termeléséért felelıs gén eredményesen használható a transzformált növény 

azonosítására, bár a festéknek káros hatása lehet a transzformált sejtekre (Chawla et al. 1999). 

A medúzaeredető GFP (green fluorescent protein) egyre gyakrabban használt marker a 
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növényi transzformációban. Ez a fehérje roncsolásmentesen teszi lehetıvé a transzgénikus 

sejtek vizuális azonosítását fluoreszcens mikroszkóppal. A rendszer kis toxicitású, szövettıl 

és genotípustól független, és széles körően használt a gabona transzformációban (Vain et al. 

1998, Tamás et al. 1999, Stewart 2001). A korallból származó vörösen fluoreszkáló fehérje 

génjét (pDsRed, Clontech) elıször baktériumokban használták riporterként, de sikeresen 

azonosítottak vele transzgenikus dohány növényeket is (Jach et al. 2001). 

 

4. Promóterek 

Az eukarióta sejtekbıl származó promóterek teszik lehetıvé a többnyire bakteriális eredető 

markergének és a különbözı élılényekbıl származó hasznos gének átíródását a transzgénikus 

növényben. A különbözı promótereken keresztül térben és idıben is szabályozható a 

transzgének megnyilvánulása. 

 

A konstitutív promóterek biztosítják a folyamatos átíródását a transzgénikus sejtek in vitro 

azonosítására használt szelekciós és vizuális markergéneknek. A bevinni kívánt hasznos gén 

szabályozására is használható konstitutív promóter, ha a növény minden szövetében, illetve 

valamennyi fejlıdési állapotában magas szintő génexpresszió elérése a cél. Gabonafélék 

transzformációjánál a leggyakrabban használt konstitutív promóterek a dohányt fertızı 

karfiol-mozaikvírus (CaMV) 35S rRNS promótere (CaMV 35S) (Odell et al. 1985), a rizs 

Act1 promótere (Barro et al. 1998, Mc Elroy et al. 1991), a kukorica ubiquitin (Ubi1) 

promótere (Barro et al. 1998, Christensen et al. 1992, Stoger et al. 1999, Weeks et al. 1993) 

valamint a kukorica Adh1 promóterébıl készült kiméra promóter, az Emu (Chamberlain et al. 

1994, Last et al. 1991). A génexpresszió fokozható különbözı intronokkal is, mint pl. a rizs 

Act1 (Mc Elroy et al. 1991), vagy Adh1 (Barro et al. 1998, Chibbar et al. 1993) intronjai. A 

cukornádból izolált ScBV promóter szintén ígéretes konstitutív promóter (Tzafrir et al. 1998). 

 

A szövetspecifikus promóterek a transzgén kifejezıdését csak specifikus szövetekben, 

illetve meghatározott fejlettségi állapotban engedélyezik. Endospermium-specifikus 

expressziót eredményeznek a HMW glutenin alegységgének (1Ax1, 1Dx5) promóterei a 

transzgénikus kenyérbúzában (Alpeter et al. 1996a, Barro et al. 1997) és durum búzában is 

(He et al. 1999). A GBSS (granule-bound starch synthase) promóterekkel az 

endospermiumban és a pollenben is transzgén expresszió figyelhetı meg (Russell et al. 1997). 

A rizs szacharóz-szintetáz (RSS) génje és a rizs tungro bacilliform vírus (RTBV) promótere a 

háncsszövetben aktívak (Bhattacharyya-Pakrasi et al. 1993). A fény által szabályozott 
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promóterek, mint pl. a klorofill-a/b kötı fehérje (LHCP), a foszfoenol-piruvát-karboxikináz 

(PEP-CK), piruvát-ortofoszfát-dikináz (PPDK) és a ribulóz-1,5-biszfoszfát-karboxiláz-

oxigenáz (RUBISCO) enzimeket kódoló gének promóterei, a merisztéma sejtekben és a 

klorofillt tartalmazó szövetekben aktívak (Baga et al. 1999a, Kyozuka et al. 1993, Matsuoka 

et al. 1994). 

 

Az indukciós promóterek speciális külsı változás hatására indítják el a génexpressziót. Így 

léteznek patogének által, sérüléssel, valamint kémiailag indukált promóterek. A szılıbıl 

származó Vst1 promóter (Leckband és Loerz 1998) gombafertızés hatására génexpressziót 

idéz elı. A rizs egyik kitináza (RC24) és az egyik glicin gazdag sejtfal fehérjéje (OSGRP1) 

sérülésre indukálódó promóterekkel szabályozott (Xu et al. 1995, 1996). Kémiai indukciót 

idézhetnek elı növényvédıszerek, vagy etanol is (Greenland et al. 1997, Caddick et al. 1998). 

A különbözı stresszindukált promóterek hımérséklet-sokkal, anaerob környezettel, valamint 

patogénekkel kapcsolhatók be (Kyozuka et al. 1991, Lyznik et al. 1995, Molina et al. 1996, 

Vasil et al. 1992). Ezek a promóterek szabályozzák a növényben azoknak a fehérjéknek a 

génjeit, melyek részt vesznek a stressz káros hatását csökkentı élettani folyamatokban. 

 

5. Transzformációs módszerek és nemzetközi eredmények 

A génbeviteli módszerek közvetlen és közvetett eljárásokra csoportosíthatók. A közvetett 

génátvitelnél az idegen DNS bejuttatása közvetítı organizmussal (pl. Agrobacterium sp.) 

érhetı el. 

 

Az elsı közvetlen génbeviteli technika a polietilén-glikolos (PEG) módszer volt, mellyel 

számos hátránya ellenére sikerrel transzformáltak gabonaféléket világszerte (Lörz et al. 1985). 

A módszer gyenge pontja, hogy a protoplaszt regenerálódó képessége nagyon alacsony, így 

csak néhány genotípusnál használható. A sejtszuszpenziós kultúrák könnyen elveszítik 

csírázóképességüket (DiMaio és Shillito 1989) és idıvel akkumulálják a genetikai 

rendellenességeket (Karp 1991). Ezen limitáló körülmények miatt jelentısebb eredményeket a 

gabonafélék közül csak rizzsel és kukoricával értek el (Barcelo et al. 1998, Golovkin et al. 

1993). 

 

Sejt és szövet elektroporációnál a DNS a puffer oldatból a sejtmembránon át 

nagyfeszültségő elektromos impulzusok hatására jut be a sejtekbe. A módszer valamennyi 

gabonafélére mőködik, de a transzformáció hatékonysága csak kukoricánál és rizsnél 
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elfogadható mértékő (Laursen et al. 1994, Xu és Li 1994). Az elektroporációban a 

célobjektum rendszerint a megtermékenyített petesejt, kalluszszövet, éretlen embrió, vagy 

éretlen virágzat. He et al. (2001) transzformált növényeket állítottak elı tritordium (búza-árpa 

hibrid) éretlen virágzatának elektroporációjával. A módszer kritikus pontja a növényi részek 

elıkészítése. Az átvihetı DNS mennyisége kisebb, mint génágyúval, de a módszer a PEG 

protoplaszt transzformációhoz képest elınyösebb. 

 

Egy kevésbé jelentıs közvetlen génbeviteli eljárásban szilicium-karbid (SiC) tőket 

használnak transzformáláshoz. A módszert elıször szuszpenziós kultúrákon tanulmányozták 

(Frame et al. 1994), majd késıbb embriót és embrióból származó kalluszt is sikeresen 

transzformáltak vele (Petolino et al. 2000, Serik et al. 1996). A módszer egyszerősége ellenére 

sem terjedt el. Az embriogén szuszpenzió elıállítása nehéz és idıigényes feladat, a 

mikroszkópikus mérető SiC tők pedig károsak az emberi egészségre. A szintén kevésbé ismert 

pollentömlı eljárással Chong et al. (1998) próbáltak búzát transzformálni, ez idáig nem sok 

sikerrel. 

 

A biolisztikus transzformációt, mely jelenleg is a legelterjedtebb közvetlen génbeviteli 

módszer, Sanford (1988) fejlesztette ki. A módszer alapja, hogy nagynyomású gáz (eredetileg 

puskaporrobbanás) juttatja a mikrohordozókra felvitt DNS-t az intakt sejtekbe, szövetekbe, 

illetve szervekbe. Különösen elınyös ez a módszer olyankor, amikor biológiai gátak 

akadályozzák más hatékony módszerek, mint például az Agrobacterium közvetítette Ti 

plazmid, vagy a protoplaszt transzformáció használatát. Jó lehetıséget kínál a rendszer a 

hosszadalmas szövettenyésztési folyamatok lerövidítésére is. A hélium gázzal mőködı ágyú 

(Kikkert 1993) széles körben elterjedt standard készülék. Újabb fejlesztéső (Chaure et al. 

2000) a kézi részecskeágyú, mely lehetıvé teszi a transzgén átvitelét az intakt növény 

szöveteibe is. A biolisztikus technika jelenleg a legmegbízhatóbb és a leghatékonyabb 

módszer termékeny, transzgénikus egyszikő növények elıállítására (Alpeter et al. 1996b, 

Barro et al. 1997, Blechl és Anderson 1996, De Block et al. 1997, Rasco-Gaunt et al. 2001). 

Ezzel a módszerrel állították elı az elsı kereskedelmi forgalomba került genetikailag 

módosított (GM) gabonafajtákat (Reppelin et al. 2001). Gabonaféléknél vagy rögtön izolálás 

után juttatják be a DNS-t a növényi részekbe (Barro et al. 1997), vagy a kalluszokat 

transzformálják (Vasil et al. 1992). A transzgén expresszióját erısen befolyásolják a 

biolisztikus eljárás fizikai és kémiai paraméterei. Lényeges az aranyszemcse mérete (0,4-1,2 

µm) és mennyisége (29-235 µg/lövés), valamint a mikrohordozóra felvitt oldat összetétele. Az 
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oldat általában 2,5-20 µg plazmidot vagy lineáris DNS-t, 8-16 mM spermidint és 0,2-1,9 M 

Ca(II) iont tartalmaz. A génágyú mőködési paraméterei közül fontos a He gáz nyomása [4,5-

7,6 MPa (650-1100 psi)], a vákuum a kamrában [68-71 Hgmm (27-28 inchesHg)] és a lövési 

távolság (2,5-5,5 cm). Az említett paraméterek optimalizálásáról több tanulmány is beszámolt 

(Rasco-Gaunt et al. 1999a, Harwood et al. 2000). 

 

A talajlakó Agrobacterium tumefaciens és A. rhizogenes prokarióta mikroorganizmusok 

képesek genetikailag transzformálni növényi sejteket. Az A. tumefaciens tumor-indukáló 

plazmidjának (Ti plazmid), illetve az A. rhizogenes gyökér-indukáló plazmidjának (Ri 

plazmid) egy darabja (transzfer DNS, vagy T-DNS) be tud épülni a növény genetikai 

állományába. Más transzformációs módszerrel összevetve az Agrobacterium közvetítette 

génbevitel elınye az egyszerőség, hatékonyság és gazdaságosság. Az eljárással nagy mérető, 

meghatározott végő DNS fragmentumokat lehet kis kópiaszámban a növény kromoszómájába 

integrálni. Az így transzformált egy- és kétszikő növények általában jó termıképességgel 

rendelkeznek. A technika kezdetben csak kétszikőeknél volt sikeres, de a 90-es években már 

rizs (Hiei et al. 1994), kukorica (Ishida et al. 1996), árpa (Tingay et al. 1997) és búza (Cheng 

et al. 1997) stabil transzformációjáról is beszámoltak. Az Agrobacterium közvetítette búza 

transzformációt befolyásoló paramétereket Amoah et al. (2001) vizsgálták tranziens 

expresszióban és Xia et al. (1999), valamint Weir et al. (2001) is leírtak Agrobacteriummal 

végzett sikeres búza transzformálási módszert. Az Agrobacterium fajok ígéretes 

génközvetítınek számítanak, de további módszerfejlesztésre van szükség, hogy búzánál is 

elterjedten használják ıket. Rizsnél és kukoricánál a transzformáció hatékonysága 5-25% 

(Cheng et al. 1998, Ishida et al. 1996, Toki 1997), míg árpánál és búzánál 2-6% (Tingay et al. 

1997, Xia et al. 1999) volt ezzel a módszerrel. Fontos azonban megjegyezni, hogy az egyes 

genotípusok több faktor befolyásolta regenerálódó képessége erısen meghatározza a 

transzformáció hatékonyságát (Hiei et al. 1997, Gheysen et al. 1998, Hansen et al. 1999). A 

transzformáció megkezdése elıtt ezen faktorok hatását célszerő optimalizálni a módosítandó 

genotípusra, különösen a termesztett fajtáknál. Jelenleg az Agrobacterium közvetítette búza 

transzformáció hatékony alkalmazása (>1%) csak néhány kivételesen jól regenerálódó 

genotípusra korlátozódik. Modell genotípus a Bob White, melyet az Agrobacterium a 

búzafajták közül talán a legnagyobb mértékben képes fertızni. A sikeresen transzformált 

gabonafélék célszövete legtöbbször az éretlen embrió szkutelluma (Ishida et al. 1996, Cheng 

et al. 1997, Tingay et al. 1997), illetve a belıle származó kallusz volt (Hiei et al. 1994). 
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6. Gabona transzformáció Magyarországon 

A növénynemesítési célokat szolgáló géntechnológiai módosítások elengedhetetlen feltétele a 

jól mőködı növény-sejt-növény rendszer, így a transzformációs kutatások hazánkban is a 

szövettenyésztés körülményeinek vizsgálatával kezdıdtek. Felföldi és Purnhauser (1992) 

vizsgálták a szövettenyésztés hatékonyságát a genotípus függvényében. Karsai et al. (1993) 

megállapították, hogy a növény regeneráció erısen függ a környezeti körülményektıl, 

valamint a genotípus és a környezet kölcsönhatásától. Puolimatka és Pauk (1999) 

kísérleteikben tanulmányozták a búza különbözı részeinek (magház, toklász, virág, portok, 

illetve a belılük képzett társkultúrák) hatását a növény regenerációra. A társkultúrák 

embriószerő képzıdményeket (embrioidokat) hoztak létre, valamint pozitív társkultúra hatást 

figyeltek meg a mikrospóra embriogenezisekor. Karsai et al. (1994a) ıszi búzafajták in vitro 

androgenezisénél optimalizálták az indukciós táptalaj összetételét, és így 9,1% regenerációs 

hatékonyságot értek el. Puolimatka és Pauk (2000) vizsgálták a búza androgeneziséhez 

szükséges optimális inkubációs idıt is. A legnagyobb mértékő zöldnövény regenerációt akkor 

kapták, amikor a portok izolálása után 7 héttel rakták át az embrioidokat az indukciós 

táptalajról a regenerációsra. A búza in vitro szövettenyésztésében a portokkultúráknak 

kiemelkedı szerepük van (Barnabás et al. 2001), de sikeresen regeneráltak növényeket búza 

és rizs sejtszuszpenziós kultúrákból elıállított protoplasztokból is (Pauk és Szarka 1991, 

Ahmed és Sági 1993, Pauk és Purnhauser 1993). Bizonyos mikroelemek, elsısorban a 

biológiailag aktív nehézfém ionok, szignifikánsan növelik a növények regenerációját. Az 

etilén inhibitor ezüst(I), vagy a réz(II) ionok, különösen az eredeti MS táptalaj összetételéhez 

képest nagyobb koncentrációban, hatékonyan növelik a nehezen regenerálódó búza kallusz 

tenyészetek és más gabonafélék regenerációját is (Purnhauser et al. 1987, Purnhauser 1991, 

Purnhauser és Gyulai 1993). Alumínium(III) ionokkal kezelt búza x tritikálé 

csíranövényekbıl származó in vitro portokkultúrák szignifikánsan nagyobb számú embrioidot 

adtak és kissé nagyobb növény regenerációs arányt mutattak a kontroll populációval 

összehasonlítva (Karsai et al. 1994b). Barnabás et al. (2000) megállapították, hogy az in vitro 

búza szövettenyésztésben használt alumínium-szelekció jelentısen növelte az alumínium 

toleráns dihaploid vonalak gyakoriságát. Fekete és Pauk (1989) vizsgálatában a növényi 

hormonok közül a 2,4-D (1-1,5 mg/l) és a kinetin (0,5-4 mg/l) kombinációja növelte a 

kalluszképzıdést a GK Öthalom búzafajtánál. A hajtást regeneráló táptalajban 4 mg/l kinetin 

szignifikánsan javította a növény regenerációt, így a kalluszok 86 százalékából kaptak búza 

növényt. Tamás et al. (2000) kísérleteikben az auxin típusú molekulák közül az indolecetsavat 

elınyösebbnek találták termesztett ıszi búzafajták éretlen embrió eredető kalluszainak hajtás 
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regenerációjára, mint a naftilecetsavat. Az eredeti MS táptalajhoz képest felére csökkentett 

makroelem koncentráció szintén növelte a regenerációs képességet. Növény regenerációs 

vizsgálataikban az optimális inkubációs hımérséklet 23/22°C, a fényintenzitás pedig 1000 lx 

volt. Az alacsony fényintenzitás lassította a sejtosztódást, de elısegítette a kallusz sejtek 

redifferenciációját. 

 

A hazai gabona transzformációs kísérletek protoplasztok PEG közvetítette génbevitelével 

kezdıdtek, melyekben legtöbbször a GUS volt a riportergén. Omirulleh et al. (1993) fertilis 

kukorica növényeket neveltek fel transzformált protoplaszt eredető embriogén kalluszokból. 

Jenes et al. (1994) árpa protoplasztok izolálására és transzformálására dolgoztak ki hatékony 

módszert. Bittencourt et al. (1995) rizs, Ahmed et al. (1997) kenyérbúza protoplasztokat 

transzformáltak PEG közvetítésével, és vizsgálták a módszer különbözı kémiai és fizikai 

paramétereinek hatását a GUS gén tranziens expressziójára. 

 

Gyors és hatékony mikroinjektálásos technikát fejlesztettek ki Pónya et al. (1999) exogén 

DNS búzasejtmagba és zigótába juttatására. Az új technika egy mechanikus feltárást és egy 

magas frekvenciájú váltakozó árammal végzett protoplaszt rögzítést foglal magába. A 

módszer óránként 15 injektálást tesz lehetıvé, és a bejuttatott gének szignifikánsan magasabb 

tranziens expressziót mutattak (46-52% petesejtre és zigótára külön-külön), mint amit eddig 

növényi protoplasztoknál megfigyeltek. 

 

Jelenleg a biolisztikus módszer a leghatékonyabb gabona transzformációs eljárás, de 

alkalmazását megnehezíti eszközigénye. Jenes et al. (1996) egy olcsó és hatékony génágyút 

(Genebooster) fejlesztettek ki és szabadalmaztattak. A magyar kutatók és laboratóriumok 

eredményei a banán (Sági et al. 1995), a kukorica (Golovkin et al. 1993, Omirulleh et al. 

1993) és a rizs (Jenes et al. 1996, Pauk et al. 1996) sikeres transzformálásában lehetıvé tették, 

hogy az egyszikőek közül a búza legyen a következı célpont a hazai transzformációs 

kísérletekben. Pauk et al. (1998) számoltak be az elsı magyar in vitro módszerrel herbicid-

rezisztenssé alakított búza genotípusról. Kísérletükben a bar gént génágyúval juttatták be 

éretlen embrió eredető kalluszokba, majd rezisztens növényeket szelektáltak. A bar gén 

expresszióját PAT próbával mutatták ki, így a szelekciót követıen hat független 

transzformánst kaptak. A 0,1 százalékos bialaphos permetezéssel szemben rezisztens 

növények termıképes szemeket képeztek. A herbicid rezisztens növények elıállítása mellett 

egyre fontosabbak a búza minıségének javítását célzó transzformációs kutatások. A HMW 
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glutenin alegységfehérjék szignifikánsan befolyásolják a búzaliszt funkcionális és 

technológiai tulajdonságait, így számos nemzetközi és hazai laboratórium célozta meg a tészta 

funkcionális tulajdonságainak módosítását glutenin-transzformáns búza létrehozásával 

(D’Ovidio et al. 2000, He et al. 1999, Popineau et al. 2001, Shewry 2000). Angliában 

biolisztikus módszerrel sikeresen transzformáltak egy ausztrál búzavonalat HMW glutenin 

génnel (Barro et al. 1997). Az így létrehozott B73-6-1 jelő transzgénikus tavaszi búzavonal 

extra kópiákat tartalmaz az 1Dx5 HMW glutenin génbıl. Ennek a búzavonalnak a lisztje 

nagyobb százalékos arányban tartalmaz HMW glutenin alegység fehérjéket a kontrollhoz 

képest, de az összes fehérjetartalom nem nıtt szignifikánsan. Az eredeti és a transzformált 

búzavonal technológiai és reológiai tulajdonságait Rakszegi et al. (2000) martonvásári 

szántóföldi és laboratóriumi kísérletekben tanulmányozták. A kísérletek eredményei 

alátámasztották a korábbi megfigyeléseket (Rooke et al. 1999), melyek szerint az 1Dx5 HMW 

glutenin alegységfehérje megnövekedett expressziója extraerıs tésztát eredményezett. A B73-

6-1 jelő transzformált búza lisztje önmagában nem alkalmas kenyérsütésre, de keveréssel 

felhasználható gyengébb minıségő lisztek funkcionális tulajdonságainak javítására, vagy a 

búzaliszt végfelhasználásának fejlesztésére. A tartalékfehérjék funkcionális vizsgálata mellett 

nagyon fontos a gének expresszióját befolyásoló promóterek tanulmányozása is. Vibók et al. 

(1999) transzgénikus rizsben vizsgálták a búza γ-gliadin génjének szövetspecifikus 

kifejezıdését. A rizs actin1 promóterbıl és a búza γ-gliadin génbıl hibrid konstrukciót 

készítettek, és ehhez kapcsolták a β-glukuronidáz riporter gént (gusA). A hibrid konstrukciót 

génágyús módszerrel juttatták a rizsbe, majd tanulmányozták a GUS gén expresszióját a 

növény különbözı szöveteiben. 

 

Ez a vázlatos irodalmi áttekintés is bizonyítja, hogy a gabonafélék hazai géntechnológiai 

kutatása nemzetközi színvonalú. 
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