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BuUza transzformacio6: irodalmi attekintés
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Osszefoglalas

Az elmult évtizedben a novényi biotechnoldgiabarkdvetkezett modszertani féfdés
eredményekeént lehdté valt gyokeresen Uj ndvénynemesitési programakezése és
elinditasa. A transzgénikus névényeéadlitasa komplex folyamat, ami magaban foglalja az
idegen DNS molekuldk bejuttatasat a sejtekbe, erddeotid szekvencidk integracidjat a
gazdasejt DNS-ébe és a bevitt gén kovétHefejezodését. A transzformacié maodszere
lehetséget kinal tobbek k6zott olyan gazdasagilag fogtawek bevitelére a bazanévénybe,
melyekkel novelhét a rezisztencia biotikus és abiotikus stresszeinbem, a felhasznaldi
igényeknek megfeléen valtoztathatd a tészta technoldgiai désége, javithatd a
buzafehérjék taplalkozastani értéke, tovabba arkkdte nbvelhed a novényekben a
vitaminok, vagy olyan mikroelemek mennyisége isptnpl. a vas, vagy a cink. A szamos
modszertani nehézség és a fogyasztoi reakciok,miatbvenyi transzformacié modszerében
még tovabbi jelerss fejlodés varhatd a kozeljében. Ez a szemle a székzangol nyelven
megjelent Osszefoglalojanak (Rakszegi et al. 208llegujabb eredményekkelovdtett

valtozata.
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Summary

Plant biotechnology offers many new opportunities lireeders to solve certain breeding
problems at the molecular level. The tissue cultnethodology and the molecular genetic
modification of economically important monocotyledgohave undergone a revolution in the
last decade. As the production of transgenic pl@&ta complex procedure including the

uptake of DNA molecules into the cells, the inteigraof these nucleotide sequences into the
host DNA and the expression of new genes in a obbetk way and as there are still many

unsolved questions, further development is necgssEne methodology opens up the

possibility of introducing novel genes that may und resistance to diseases and abiotic
stresses, allows the modification of dough quadihd the dietetic quality of proteins, and

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

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

wheat transformation published by the authors (Rediset al. 2001).



1. Bevezetés

A buaza {Triticum aestivumL.) genetikai valtozatossagat és a vele konnyerszéezhet
kozeli rokon fajokat felhasznalva, a nemdsitjavitani tudjdk a buza agrondomiai
tulajdonsagait (Betl et al. 1998, Mcintosh 1998). Napjainkban a verképgs buzafajtak
eléallitasa egyre inkabb igényli a klasszikus nemsség modern biotechnoldgiai modszerek
kombinaciojat. A névényi biotechnoldgia f@jlésével lehévé valt olyan gének bevitele is a
genetikai allomanyba, melyek buzaval nem keresetézhzervezeteldd szarmaznak. A
géntechnoldgiaval segitett nemesités céiztiet ki tobbek kozo6tt, hogy megvaltoztassa a buza
taplalkozastani és feldolgozas-technologiai ée@ygét, csokkentse a gyomok és kéikev
kovetkeztében fellép termésveszteséget, novelje a kornyezeti hatdsoldz@mbeni
ellendlioképességet (Lazzeri et al. 1997, Vasil8 9Pellegrineschi et al. 2000). Az @ls
sikeres buza transzformacios eredményeket Vasil €1992) publikalta. Azota tdbb csoport
szamolt be UGjabb és UGjabb transzgénikus genotipédligasarol. A siflipari mindség
javitasdra HMW (high molecular weight) glutenin ggleég fehérjéket kodolé génekkel
transzformalt buzat Barro et al. (1997), Blechhkt(1998), He et al. (1999) és Rooke et al.
(1999). A buzakemeényiben az amiléz/amilopektin aranyt Baga et al. (199@&idtoztatta
meg géntechnoldgiai moédszerrel. Kulonb@gnekkel sikerllt ndvelni a rezisztenciat gombak
(Pellegrineschi et al. 2000), rovarok (Alpeter &t 2999, Stoger et al. 1999) és virusok
(Karunarate et al. 1996) ellen, illetve gyomirt@ekkel szemben (DeBlock et al. 1997). A
jelenlegi modszereknél a transzformacio stabilig&gsen fllgg a modositand6 genotipustol, a
novény szovettenyésztésbe vont r&dzés a szoOvettenyésztés kortlméngleifPotrykus
1991). A buza transzforméacié hatékonysaga az inodadlatok szerint altaldban kisebb, mint
1 szazalék (Alpeter et al. 1996b), bar néhany dpassal 4-17 szazalékot is elértek (Xia et al.
1999, Rasco-Gaunt et al. 2001). A sikeres, bizottyftanszformacioknal sokszor komoly
probléma a transzgén instabilitdsa (Cannell etl888, Barro et al. 1998) és a részleges
génexpresszid (Blechl et al. 1998, Alvarez et @0@. A blza transzformalasara a génagyus
(biolisztikus) modszer napjainkban a legelterjedtedasil et al. (1992) elssikeres kisérlete
Ota szamos laboratdrium kisérletezik kilortbéredel buzakallusz belévesével (Weeks et al.
1993, Becker et al. 1994, Nehra et al. 1994, Alpeteaal. 1996a, Srivastava et al. 1996). A
biolisztikus modszeren kivil mas eljarasokkal lelegabonaféléket transzformalni. Cheng et
al. (1997) szamoltak bedslzdr Agrobacterium tumefaciensdzvetitette stabil génatvitélr
buzaba. A kozlemény ellenére ez a modszer nemdtegle bar tobb laboratériumban is
prébéaltak megbizhaté eljarast kifejleszteni, debtifire csak atmeneti génexpressziot

mutattak ki, illetve a transzgénikus kalluszbol nendtak noévényt regeneralni. Az



Agrobacteriumkozvetitette blaza transzformaciét befolyasolé petereket Amoah et al.
(2001) vizsgaltdk részletesen tranziens expresamiokVeir et al. (2001) négy fliggetlen
transzgénikus bluza novényt kaptak szkutellumbdlgrobacterium kozvetitette
transzformalassal. AZAgrobacteriumkozvetitette modszer bar tobb egys$izikGvenynél
hatékonynak bizonyult, buzanal meég tovabbi fejlesm van szikség. Kozvetlen
géntranszfefil szamolt be He és Lazerri (1998), akik az elekirdpié korulményeit
optimalizaltdk buzara. Serik et al. (1996) szilmikarbid fikkel transzformdlt érett
buzaembriot. Pollentorileljarassal is probaltak mar idegen gént bejuttadziaba (Chong et
al. 1998). Ez az attekintés a magyar kutatok ésr#briumok munkajat kulon kiemelve

foglalja 6ssze a blza transzforméacidéban eddig etédményeket.

2. Szovettenyésztés

A géntranszformaciohoz j6l #kodé in vitro ndvényi rendszer sziikséges. A kiindulasi anyag
ivarsejt, szomatikus sejt, névényi szovet és sdehet. Legtdobbszor kdnnyebb a testi
sejtekhez hozz4jutni, mint az ivarsejtekhez. Novéejttenyészet létrehozhatd 0sztd6do, még
nem differencialodott merisztéma szovei@klvagy mar differencialdédott sejteket tartalmazo
szovetldl is. Ez utdbbinal a kilénbézndvényi részek hormonkezeléssel (altaldban 2,4-
diklorfenoxi-ecetsav) dedifferencidciora késztetkel egtobbszor az igy keletkezett kallusz
a géntechnoldgiai beavatkozas célpontja. Ujablvitro hormonkezelésre a transzformalt
totipotens sejtl osztodason és redifferenciacion keresztil (regen@ noveny fefidik. A
regeneracié alternativ modon, vagy organogenezissgly szomatikus embridogenezissel
zajlik. Organogenezisnél a kalluszszovet tobb esdjijzrenikodésével gyokér és/vagy hajtas
fejlédik a hormonkeverék citokinin/auxin aranyatél fidgg. Szomatikus embriogenedisr
akkor beszéliink, amikor egyetlen totipotens $éjdmbrioszell képzdmenyen keresztil
fejlédik ki az Uj ndvény. Ha a transzformalt sejt szakuet embriogenezissel fégik tovabb,
akkor a géntechnolégidval maoddositott névény mindeitje hordozza az idegen DNS
molekulat. A kalluszok jan vitro regeneral6dé képességedeleges kovetelmény a blza
transzformacidéban. A buzakallusz regeneralddoé lsgges mennyiséqi jelleg, az ezért fédel
gének kilénbé& kromoszomakon helyezkednek el a genomban (Ben Aeheal. 1997,
Galiba et al. 1986). A regeneracios kisérletekbegrakigan felmerid probléma a
regeneralodoképesség, vagy a tehépesség elvesztése és a rendellenes fenotipusok
(albinizmus, mozaikossag) gyakori megjelenése (@o#damm et al. 1999). A

regeneralodoképesség, és igy a transzformacio dmtehga is nagymeértékben fligg a



genotipustol, a kalluszképzésre felhasznalt noévengszél és a szovettenyésztés

kordlmeényeiél.

A genotipus elsidleges faktor a gabonafélék sikeres transzformdloadj. Intenziven
fejlesztik az agrondmiailag fontos nemesitési vakia €s a kereskedelmi forgalombanslev
fajtékra is hatékony regeneracios modszereket éisal. 1999, Zhang et al. 1999). Tesztelték
szamos kereskedelmi forgalomban deblzafajta kalluszindukcios képességét és sikerlt
novelni néhany fajtanal a novény regeneracié hatgagat (Fennell et al. 1996, Machii et al.
1998, Barro et al. 1999).

Regenerélhatd buza szovetkultira tobbfiédenyi rész felhasznalasaval is létrehozhato.
llyen néveényi rész a teljes szem, érett és érathabrid, izolalt szkutellum, éretlen viragzat
(Rasco-Gaunt és Barcelo 1999), éretlen levél, n@#phkajtascsucs merisztéma (Zhang et al.
1999), koleoptilcsomd és gyokér. Jelenleg éretlebredbol kiindulva érik el a legjobb
eredményeket. Sikeresen regeneraltak ndvényeket &sizizs sejtszuszpenziés kultarakbol
eléallitott protoplasztokbdl is (Ahmed és Sagi 1998ulPés Szarka 1991).

Sza&mos tanulmény foglalkozik &z vitro szovettenyésztés koérilménydiozil a kallusz- és
embridindukciora, valamint a névény regeneraci@szhalt tiptalajok osszetételével (Perl et
al 1992, Rasco-Gaunt et al 1999a, Zhang et al.)1999MS (Murashige és Skoog 1962) és
ennek valtozatai a leggyakrabban hasznalt taptalajoriticeae nemzetségbe tartozé fajok
szovettenyésztéseében. A kallusz Kkifis indukalasara rendszerint az auxin hatdsu 2,4-
diklorfenoxi-ecetsavat (2,4-D) hasznaljdk, esetaebhkékiegészitve kis mennyisgg
auxinnal, vagy a nélkul (Barro et al. 1998). A &afban 5-10 mg/l zeatin szintén pozitiv
hatdssal lehet a regeneraciora (Barro et al. 198f)),a gyokér regeneralds hormonmentes
taptalajon torténik. A cukrok illetve cukoralkoh&loagy koncentracidja (Chen et al. 1998a),
vagy a kulonbod fémion kiegészéik (pl. ezlst) jelenléte a taptalajpan (Cho et 899,
Zhang et al. 1999) novelik a kenyérbluza novény megrcios hatékonysagat, mely azt
bizonyitja, hogy ezek a komponensek megvédik a myivéészt a transzformacional
bekovetke# sérilésekil (Rasco-Gaunt et al. 1999a). Mas tanulmanyok adrkithz
szénforrdsok (Zhang et al. 1999) és a szévettet§gsdtartamanak (Takumi és Shimada
1996) szerepél szamoltak be. Fontos hatdsa van még a regenehatékonysagara a

homérsékletnek és a fényintenzitasnak is. A szovederiés Bmérsékleti tartomanya



altaldban 20 és 3CQ kozott van. A buzandvényimérséklet- és fényigénye is valtozik mind
in vivo, mind in vitro fejlédése kozben. Mig a kalluszok sotétbenstiek jobban, addig az

alacsony fényintenzitas (1000 Ix) a redifferen®aek kedvez (Tamas et al. 2000).

3. Transzformansok szelekcidja

A génbevitel utdn a transzformalt sejteket nem széormalt sejtek veszik korul. A
transzformacié dodtlépése azon sejtek szelektalasa és felszaponitébgekben a transzgén
nemcsak integraldédott a nuklearis genomba, de szpédddik is. Az ilyen sejtek azonositasa
markergénekkel lehetséges. Ezek legtobbszor rensiaigének, melyek ellenalléva teszik a
noveényt antibiotikumokkal vagy herbicidekkel szemb&zen toxinok a vadtipusu sejtek
novekedését gatoljak, vagy elpusztitjdk azokat, migranszgénikus sejtek életképessége
megmarad. A rezisztenciagének mellett |éteznekkegyélekcios gének is.

A rezisztencia szelekcios markergének egyik csoportia az aminoglikozid alapu
antibiotikumokkal szemben biztosit rezisztenciéle kartozik tobbek kozott a kanamicin,
gentamicinB, geneticin (G418), neomicin, paromomiés sztreptomicin (Jelenska et al.
2000, Shaw et al. 1993). Az aminoglikozidok baktérdks hatasa efssorban ugy valosul
meg, hogy irreverzibilisen hozzakdinek a riboszémakhoz. Kulonkbznzimek, pl. az
aminoglikozid adeniltranszferazA@dA és a neomicin foszfotranszferakipfll) képesek
inaktivalni az aminoglikozidokat. A noveénywésrer-komponensekkel szemben kialakitott
rezisztencia jo alternativaja az antibiotikum retaacian alapul6 szelekcidnak. A legtdbbszor
hasznalt herbicid rezisztencia géhaa (Basta/bialaphos resistance) ami a PAT (foszficiotr
acetiltranszferaz) enzimet kodolja (De Block et1#195). Ez az enzim a foszfinotricin (PPT)
alapu gyomirtdoszerekkel (Basta, Finale, Ignite, bitare) szemben ad toleranciat,
hatdstalanitva azok toxikus komponenseit (bialapplgozinat). A PPT alapu szelekciot az
0sszes gabonaféle transzforméaciéjanal felhasznaltAlar transzgénikus noévények
azonositasara (Barro et al. 1998, Dennehey et984,1lser et al. 1999, Kohli et al. 1999,
Pauk et al. 1998, Rasco-Gaunt et al. 1999b). Szdidsen elterjedtek ezek a szelekcids
markergének, bar negativ mellékhatasaik lehetnakelngatolhatjak a sejtosztédast és a
differentaciot, valamint a kdrnyezetre gyakoroltdsak sem keblen ismert (Bregitzer et al.
szelekcios rendszer a glifozattal és a szulfordluaé szemben kialakitott tolerancia. Ezekkel
a herbicidekkel szemben rezisztencia mutans enatrigdold génekkel érhetel (Wan és

Lemaux 1994, Zhang et al. 2000). Egy cianobaktépin{Synechococcus 3pszarmazo



glutamat-1-szemialdehid-aminotranszferaz (GSA-ATitans enzim génje a gabaculin tiev
fitotoxin ellen nyujt rezisztenciat transzgénikugvényekben (Gough et al. 2001). Weeks

(1998) cianamid alapu herbicidet hasznalt transzéms buzandvények szelekcidjara.

Az antibiotikum és a herbicid rezisztencia markesgeémellett megjelentek az ugynevezett
funkcionalis szelekciosgének, melyeket mér gabonafélék transzformécibj@néikeresen
hasznaltadk. A pozitiv funkcionalis szelekcié (Haldret al. 1998) olyan stratégia, amely a
transzgeénikus sejteknek metabolikuéngt ad a nem transzformalt sejtekkel szemben. Ezt a
0j marker rendszert ugy tervezték, hogy artalmateagyen mind a fogyasztokra, mind a
kornyezetre. A buza transzformacional is haszrjltkepozitiv szelekciods rendszerben &z
coli baktériumbdl szarmaz6 foszfomanno6z izomdpami) gén a markergén (Reed et al. 1999,
Wright et al. 2001). Az enzim atalakitja a ndvéngzidmara nem hasznosithaté mannoz-6-
foszfatot a metabolizalhat6 fruktdz-6-foszfattd, &gmarkergént tartalmazo sejtek mannoz-6-
foszfat tartalmu taptalajon is képesek osztédmenettben a nem transzgénikus sejtekkel. A
pmi gén hasznalataval a transzforméacidé hatékonysaggiobh, mint abar herbicid
rezisztencia génnel, és csokken a nem transzgersi&jiek tulélési aranya a szelekciés
taptalajon. A pozitiv funkcionalis markerek kozé&aaik még az izopentenil-transzferagt)

és arol gén is (Kunkel et al. 1999). Aipt gén egyike azAgrobacterium tumefaciens
sejtburjdnzast indukalé génjeinek, mely a citokibinszintézis egyik enzimét kodolja. A
bevitt gén hatasara a transzgénikus novényi szév@kinin szintie megnoévekszik, igy a
noveny elvesziti apikalis dominanciajat és gatlaaligyokérkép&des is. AzAgrobacterium
rhizogenesereded rol gén az ugynevezett ,hairy roots” kialakulasaélelés, valamint a gén
hatasara a novény levele rancossa valik, megriwedtiibz interndédiumok és csokken az
apikalis dominancia is. Apt, vagy arol génekkel a transzgénikus névények fenotipusa
megvaltozik, igy vizualisan megkulonboztetile nem transzgenikus novény@kiNormal
fenotipust csak ugy lehet ééllitani, ha azipt, vagy arol gént kikapcsoljak, vagy
rekombinaciéval a novény elvesziti azt. A pozitiinKcionalis szelekcié mellett |éteznek
negativ szelekciés markerek is. llyen gén a baMisrcitozin deaminazc6dA gén, mely a
nem toxikus 5-fluorcitozint az eukaridta sejtekraaga mérgez 5-fluoruracilla alakitja at. A
gén hataséat és tovabbi alkalmazhatésagat tran&zgerizsben tanulmanyoztak (Dai et al.
2001).

Mivel a szelekcios marker szekvenciak jelenlétekgya nem kivanatos a transzgénikus

novényekben, napjainkban a figyelem azon technildlesztésére iranyul, melyekkel a



szelekcios markergének eltavolithatoka transzgénikus novényekb Ez elérhei normal
szegregacioval (Komari et al. 1996), de sokkal d@pgsebb a homoldg rekombinacio
kozvetitette gén kiltés (gene knockout) modszereutBbbi megvaldsitasara dolgoztak ki a
MAT (multi-auto-transformation) vektor rendszert. MAT rendszer egyik valtozatdban a
kukorica transzpozabilis eleméA) hasznaljak (Ebinuma et al. 1997), mig a masik
modszerben az éle#$zt (Zygosaccharomyces roukii hely-specifikus rekombinacios
rendszerévelR/RS tavolitjak el a genombdl dpt gént (Sugita et al. 1999). Az utébbi MAT
vektorral sikeresen allitottak cekranszgenikus rizst szkutellumbdl (Ebinuma és Kimina
2001). A MAT rendszer hasznalataval lgfs€ty van szelekcios markergén mentes
transzgénikus noévények odllitAsara egy lépésben (Ebimuma et al. 2001). Nyivé
transzformaciénal gyakransébrdul, hogy az idegen gén tébb példanyban épé genomba.
Tobbek kozott a stabil expresszid miatt, a transzgggy képiaban hordozé novények
eloallitasa célszér Az extra szekvenciakat pl. a doe¢ helyspecifikus rekombinacion
alapul6é rendszerrel lehet kiiktatni a genombol. éizz modszerrel sikeresen alakitottak at
négy transzgénkopiat hordoz6 buza novényeket elglapg tartalmazo transzformansokka
(Srivastava et al. 1999).

A lathatd markergének, vagy mas néven riportergének alkalmasak az &tinenet
génexpresszié tanulmanyozasara, szelekcios markdikgbnyire nem hasznaljéket. Ezek

a riportergének vizualisan detektalhatdo enzimatétssgal rendelkézfehérjéket, vagy szines
pigmentet, illetve fluoreszcens fehérjét kodolo egjénAz enzimaktivitdsnak olyan kicsinek
kell lennie (révid felezési ilel), hogy ne befolyasolja a novény 8gjését. Fontos, hogy az
enzim a névényi proteazokkal, valamint @terséklet és pH ingadozassal szemben ellenéllo
legyen. Ha a detektalas also hatara elég alacsomennyiségi értékelés rendszerint mar 48
oraval a transzformacio utan elvégeshé&izeknek a kritériumoknak csak néhany riportergén
felel meg. A novényi transzforméacié él€veiben a glukuronidaz (uidA/GUS) (Jefferson
1987) és a CAT (kloramphenicol acetiltranszfer&u¢e et al. 1989, Chibbar et al. 1991)
enzimeket kodolé gének voltak az idegen DNS ndvésjtbe jutdsanak indikatorai. Kb
gabona transzformacional is sikerrel hasznaltalcddraz enzim génjét. A luciferaz enzim
katalizalja a luciferin ATP flgy oxidacidjat és nincs toxikus hatasa a gabonasejtek
(Baruah-Wolff et al. 1999). Az antocian akkumulaid névényi szdvetekben ol lathato, és
igy a pigment termeléséért fdisl gén eredményesen hasznalhaté a transzformalnyové
azonositasara, bar a festéknek karos hatasa |étagisaformalt sejtekre (Chawla et al. 1999).

A meduzaeredét GFP (green fluorescent protein) egyre gyakrabbaszmalt marker a



noveényi transzformacioban. Ez a fehérje roncsolasesen teszi leh&té a transzgeénikus
sejtek vizualis azonositasat fluoreszcens mikrgsgéb A rendszer kis toxicitasu, szovétt

€s genotipustdl figgetlen, és széledi&iirhasznalt a gabona transzforméaciéban (Vain et al.
1998, Tamas et al. 1999, Stewart 2001). A koraldzdrmazo vorosen fluoreszkald fehérje
génjét (pDsRed, Clontech) éskzér baktériumokban hasznaltak riporterként, desrssgen

azonositottak vele transzgenikus dohany névénysKéach et al. 2001).

4. Promoterek

Az eukaridta sejtekid szarmazd promoterek teszik letwed a tobbnyire bakterialis eredet
markergének és a kulonkHalslenyekldl szarmazo hasznos gének atirodasat a transzgénikus
novényben. A kulonbdz promotereken keresztul térben éshbien is szabalyozhaté a

transzgének megnyilvanulasa.

A konstitutiv promoterek biztositjak a folyamatos atirodasat a transzgéndgjiekin vitro
azonositdsara hasznélt szelekcios és vizualis mygnkeknek. A bevinni kivant hasznos gén
szabalyozasara is hasznalhato konstitutiv prombter@ névény minden szévetében, illetve
valamennyi fejpdési allapotaban magas szingenexpresszid elérése a cél. Gabonafélék
karfiol-mozaikvirus (CaMV) 35S rRNS promoéter€aMV 353 (Odell et al. 1985), a rizs
Actl promotere (Barro et al. 1998, Mc Elroy et al. 1994 kukorica ubiquitin Jbil)
promotere (Barro et al. 1998, Christensen et @21%toger et al. 1999, Weeks et al. 1993)
valamint a kukorica Adhl prométe@tkésziilt kiméra prométer, &mu(Chamberlain et al.
1994, Last et al. 1991). A génexpresszi6 fokozhkéldnbosd intronokkal is, mint pl. a rizs
Actl (Mc Elroy et al. 1991), vagidhl (Barro et al. 1998, Chibbar et al. 1993) intronjai

cukornadbadl izolalScBVpromoter szintén igéretes konstitutiv promoéteafiizet al. 1998).

A szovetspecifikus promoétereka transzgén kifejémlését csak specifikus szdvetekben,
illetve meghatarozott fejlettségi allapotban endyE®k. Endospermium-specifikus
expressziot eredményeznek a HMW glutenin alegysesig€1Ax1, 1Dx5) promoterei a
transzgénikus kenyérbuzaban (Alpeter et al. 198&a;0 et al. 1997) és durum buzaban is
(He et al. 1999). A GBSS (granule-bound starch t@asd) promoterekkel az
endospermiumban és a pollenben is transzgén exprdgg/elhety meg (Russell et al. 1997).
A rizs szacharéz-szintetaz (RSS) génje és a rimgroubacilliform virus (RTBV) promotere a

hancsszovetben aktivak (Bhattacharyya-Pakrasi et1@93). A fény altal szabalyozott



promoéterek, mint pl. a klorofill-a/b kétfehérje (LHCP), a foszfoenol-piruvat-karboxikindz
(PEP-CK), piruvat-ortofoszfat-dikinaz (PPDK) és #&uféz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz-
oxigendz (RUBISCO) enzimeket kédoléo gének promdteaemerisztéma sejtekben és a
klorofillt tartalmazé szévetekben aktivak (Bagaakt1999a, Kyozuka et al. 1993, Matsuoka
et al. 1994).

Az indukciés promoterek specialis kiilé valtozas hatasara inditjak el a génexpresszigt. ig
léteznek patogének altal, sériléssel, valamint &iéag indukalt promoterek. A 8bol
szarmazoVstl promoter (Leckband és Loerz 1998) gombéfe¥s hatasara génexpressziot
idéz eb. A rizs egyik kitindza (RC24) és az egyik gliciazglag sejtfal fehérjéje (OSGRP1)
sérilésre indukalédd promoterekkel szabélyozott €Kwal. 1995, 1996). Kémiai indukcidt
idézhetnek €l novenyvedszerek, vagy etanol is (Greenland et al. 1997, {Ckdd al. 1998).

A kilonbod stresszindukalt promotereléméerséklet-sokkal, anaerob kérnyezettel, valamint
patogénekkel kapcsolhatok be (Kyozuka et al. 1892nik et al. 1995, Molina et al. 1996,
Vasil et al. 1992). Ezek a promoéterek szabalyozalbvényben azoknak a fehérjéknek a

geénjeit, melyek részt vesznek a stressz karosdtataskkeri élettani folyamatokban.

5. Transzformacioés modszerek és nemzetkdzi eredméaky
A génbeviteli mddszerek kdzvetlen és kozvetettr&fjékra csoportosithatok. A kozvetett
génatvitelnél az idegen DNS bejuttatasa kdz¥editganizmussal (plAgrobacterium sp.

érheb el.

Az el kdzvetlen génbeviteli technika aolietilén-glikolos (PEG) mddszer volt, mellyel
szamos hatranya ellenére sikerrel transzformakdlogaféléket vilagszerte (Lorz et al. 1985).
A modszer gyenge pontja, hogy a protoplaszt regdddd képessége nagyon alacsony, igy
csak néhany genotipusndl hasznélhat6. A sejtsznminge kultirdk koénnyen elveszitik
csirazéképességiket (DiMaio és Shillito 1989) ésved akkumuldljak a genetikai
rendellenességeket (Karp 1991). Ezen limitalo kbéilyek miatt jelerdisebb eredményeket a
gabonaféléek kozil csak rizzsel és kukoricaval édekBarcelo et al. 1998, Golovkin et al.
1993).

Sejt és szovetelektroporaciondl a DNS a puffer oldatbél a sejtmembranon at
nagyfeszultség elektromos impulzusok hatasara jut be a sejteRbenddszer valamennyi

gabonafélére Kkodik, de a transzforméacié hatékonysaga csak ko&oél és rizsnél
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elfogadhatd mérték (Laursen et al. 1994, Xu és Li 1994). Az elektndpoban a
célobjektum rendszerint a megtermékenyitett pdtekejluszszovet, éretlen embrid, vagy
éretlen viragzat. He et al. (2001) transzformaitémyeket allitottak éltritordium (bdza-arpa
hibrid) éretlen viragzatanak elektroporaciojavalm@dszer kritikus pontja a névényi részek
elokészitése. Az atvihetDNS mennyisége kisebb, mint génagyuval, de a nebdszPEG

protoplaszt transzforméacidéhoz képesingiisebb.

Egy kevésbé jelefis kozvetlen génbeviteli eljarasbaseilicium-karbid (SiC) tiket
hasznalnak transzformalashoz. A mddszeiszir szuszpenzios kultirakon tanulmanyoztak
(Frame et al. 1994), majd kiésb embriot és embridbdl szd&rmaz6 kalluszt is siame
transzformaltak vele (Petolino et al. 2000, Seti&le1996). A modszer egys#sége ellenére
sem terjedt el. Az embriogén szuszpenzidéakitasa nehéz és dajényes feladat, a
mikroszkopikus mérétSiC tik pedig karosak az emberi egészségre. A szintééskévismert
pollentémlé eljardssalChong et al. (1998) préobaltak buzéat transzformé@nijdaig nem sok
sikerrel.

A biolisztikus transzformaciét, mely jelenleg is a legelterjeftekbzvetlen génbeviteli
modszer, Sanford (1988) fejlesztette ki. A méds#apja, hogy nagynyomasu gaz (eredetileg
puskaporrobbands) juttatja a mikrohordozokra feDINS-t az intakt sejtekbe, szdvetekbe,
illetve szervekbe. Kilondsen éalyds ez a mobdszer olyankor, amikor biolégiai gatak
akadalyozzdk mas hatékony modszerek, mint példauRhgrobacteriumkozvetitette Ti
plazmid vagy a protoplaszt transzforméacié hasznalatatleBétiséget kinal a rendszer a
hosszadalmas szdvettenyésztési folyamatok lerégiéi¢ is. A hélium gazzalikddé agyu
(Kikkert 1993) széles korben elterjedt standardzéték. Ujabb fejlesztds (Chaure et al.
2000) a keézi részecskeagyu, mely léhét teszi a transzgén atvitelét az intakt novény
szOveteibe is. A biolisztikus technika jelenleg egrhegbizhatébb és a leghatékonyabb
modszer termékeny, transzgénikus egyszikbvények dlallitdsara (Alpeter et al. 1996b,
Barro et al. 1997, Blechl és Anderson 1996, De Bleical. 1997, Rasco-Gaunt et al. 2001).
Ezzel a modszerrel allitottak éelaz el$ kereskedelmi forgalomba kerilt genetikailag
modositott (GM) gabonafajtakat (Reppelin et al. B0@Gabonaféleknél vagy régton izolalas
utdn juttatjidk be a DNS-t a ndvényi részekbe (Batoal. 1997), vagy a kalluszokat
transzformaljadk (Vasil et al. 1992). A transzgénpressziojat disen befolyasoljdk a
biolisztikus eljaras fizikai és kémiai paramétetednyeges az aranyszemcse mérete (0,4-1,2

um) és mennyisége (29-23/16vés), valamint a mikrohordozéra felvitt oldatsiaetétele. Az
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oldat altaldban 2,5-2Qg plazmidot vagy linearis DNS-t, 8-16 mM spermidést 0,2-1,9 M
Ca(ll) iont tartalmaz. A génagyuikbdési paraméterei kozil fontos a He gaz nyomaga [4
7,6 MPa (650-1100 psi)], a vakuum a kamraban [684gihm (27-28 inchesHQ)] és a lovési

VL L L

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

A talajlak6 Agrobacterium tumefaciensés A. rhizogenesprokariota mikroorganizmusok
képesek genetikailag transzformalni ndvényi sejteke A. tumefaciengumor-indukald
plazmidjanak (Ti plazmid), illetve a?A. rhizogenesgyokér-indukalé plazmidjanak (Ri
plazmid) egy darabja (transzfer DNS, vagy T-DNS) thd éptlni a ndvény genetikai
allomanyaba. Més transzformacios modszerrel Osbaevaz Agrobacteriumkozvetitette
génbevitelelonye az egyszéség, hatékonysag és gazdasagossag. Az eljaragyamneéaeti,
meghatarozott végDNS fragmentumokat lehet kis kdpiaszamban a nokémyoszomajaba
integralni. Az igy transzformalt egy- és kétszikovények altalaban jo tetiképesseéggel
rendelkeznek. A technika kezdetben csak kéliekikél volt sikeres, de a 90-es években mar
rizs (Hiei et al. 1994), kukorica (Ishida et al989, arpa (Tingay et al. 1997) és buza (Cheng
et al. 1997) stabil transzformaciéjarél is beszdatol Az Agrobacteriumkdzvetitette buza
transzformaciot befolyasold paramétereket Amoah akbt (2001) vizsgaltak tranziens
expresszidban és Xia et al. (1999), valamint Weiale(2001) is leirtakldgrobacteriummal
végzett sikeres buza transzformalasi moédszert. Agrobacterium fajok igéretes
génkozvetiinek szamitanak, de tovabbi modszerfejlesztésreszéhkség, hogy buzanal is
elterjedten hasznaljakket. Rizsnél és kukoricanal a transzformacio hatgkaéga 5-25%
(Cheng et al. 1998, Ishida et al. 1996, Toki 1987y arpanal és buzanal 2-6% (Tingay et al.
1997, Xia et al. 1999) volt ezzel a modszerrel.tBsrazonban megjegyezni, hogy az egyes
genotipusok tdbb faktor befolydsolta regeneralodipeksége é&sen meghatarozza a
transzformacié hatékonysagat (Hiei et al. 1997,yGée et al. 1998, Hansen et al. 1999). A
transzformacié megkezdéséttlezen faktorok hatasat célsizaptimalizalni a modositando
genotipusra, kilondsen a termesztett fajtaknagnlisy azAgrobacteriumkozvetitette buza
transzformacié hatékony alkalmazasa (>1%) csak mgéhdvételesen j6l regeneralédd
genotipusra korlatozodik. Modell genotipus a Bob itd/hmelyet az Agrobacterium a
blazafajtak kozll talan a legnagyobb meértékben kdpeaszni. A sikeresen transzformalt
gabonafélék célszbvete legtébbszor az éretlen énsiakutelluma (Ishida et al. 1996, Cheng
et al. 1997, Tingay et al. 1997), illetve adbelszarmazd kallusz volt (Hiei et al. 1994).

12



6. Gabona transzformacio Magyarorszagon

A ndévénynemesitési célokat szolgalé géntechnoldg@ositasok elengedhetetlen feltétele a
jOl miikddd novény-sejt-ndévény rendszer, igy a transzformakidtstasok hazankban is a
szovettenyesztekorulményeinek vizsgalataval kexattek. Felfoldi és Purnhauser (1992)
vizsgaltak a szovettenyésztés hatékonysagat aipaadiiggvényében. Karsai et al. (1993)
megéallapitottak, hogy a névény regeneraciésen fligg a kornyezeti kortlményékt
valamint a genotipus és a kornyezet kolcsonhatasé&dolimatka és Pauk (1999)
kisérleteikben tanulmanyoztadk a buza kulérbidEszeinek (maghaz, toklasz, virag, portok,
illetve a bebluk képzett tarskulturak) hatasat a novény regem@a A tarskultdrak
embriészel képdidményeket (embrioidokat) hoztak Iétre, valamintifpezarskultira hatast
figyeltek meg a mikrospora embriogenezisekor. Kagsal. (1994apszi buzafajtakn vitro
androgenezisénél optimalizaltak az indukcios taptasszetételét, és igy 9,1% regeneracios
hatékonysagot értek el. Puolimatka és Pauk (20@f3galtak a buza androgeneziséhez
sziikséges optimalis inkubaciostids. A legnagyobb mértékzdldnévény regeneraciot akkor
kaptak, amikor a portok izolalasa utdn 7 hétteltdlakat az embrioidokat az indukcios
taptalajrol a regeneraciosra. A buma vitro szovettenyésztésében a portokkultiraknak
kiemelked szerepik van (Barnabas et al. 2001), de sikeneggmeraltak ndvényeket bluza
€s rizs sejtszuszpenzios kulturdkbdbadlitott protoplasztokbdl is (Pauk és Szarka 1991,
Ahmed és Sagi 1993, Pauk és Purnhauser 1993). Wizomikroelemek, elsorban a
etilén inhibitor ezist(l), vagy a réz(lipnok, kiléndsen az eredeti MS taptalaj 6sszetédelé
képest nagyobb koncentracidban, hatékonyavelik a nehezen regeneralédd buza kallusz
tenyészetek és mas gabonafélék regeneraciéjaurah@user et al. 1987, Purnhauser 1991,
Purnhauser és Gyulai 1993). Aluminium(lll) ionokkdezelt buza x tritikalé
csirandvenyekdl szarmazan vitro portokkultarak szignifikansan nagyobb szamu eméob
adtak és kissé nagyobb novény regeneracios aramyattak a kontroll populaciéval
0sszehasonlitva (Karsai et al. 1994b). Barnabat €000) megéallapitottak, hogy awvitro
blza szovettenyésztésben hasznalt aluminium-si@lg&lentsen nodvelte az aluminium
tolerans dihaploid vonalak gyakorisagat. FeketePask (1989) vizsgalataban a novényi
hormonok koziul a 2,4-D (1-1,5 mg/l) és a kinetin5(@ mg/l) kombinaciéja novelte a
kalluszképsdést a GK Othalom buizafajtanal. A hajtast regedetdtalajpan 4 mg/l kinetin
szignifikansan javitotta a névény regeneraciét, dgyalluszok 86 szazalékabol kaptak buza
novényt. Tamas et al. (2000) kisérleteikben azratigusu molekulak kézil az indolecetsavat

elénydsebbnek talaltak termesztésizi buzafajtak éretlen embrid ereilé&hlluszainak hajtas
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regeneracidjara, mint a naftilecetsavat. Az ereti taptalajhoz képest felére csokkentett
makroelem koncentracié szintén novelte a regen@saképességet. Novény regeneracios
vizsgalataikban az optimalis inkubacié&rérséklet 23/2ZC, a fényintenzitas pedig 1000 Ix

volt. Az alacsony fényintenzitas lassitotta a szjtddast, de ésegitette a kallusz sejtek

,,,,,,

A hazai gabondranszformécios kisérletek protoplasztoREG kozvetitette génbevitelével
kezdbdtek, melyekben legtébbszor a GUS volt a riporterg@mirulleh et al. (1993) fertilis
kukorica novényeket neveltek fel transzformalt pptszt eredétembriogén kalluszokbol.
Jenes et al. (1994) arpa protoplasztok izolalagarmanszformalasara dolgoztak ki hatékony
modszert. Bittencourt et al. (1995) rizs, Ahmedakt (1997) kenyérblza protoplasztokat
transzformaltak PEG kozvetitésével, és vizsgéltakdalszer kulonbdyr kémiai és fizikai

paramétereinek hatasat a GUS gén tranziens exij@saz

Gyors és hatékongnikroinjektalasos technikat fejlesztettek ki Ponya et al. (1999) g&o
DNS buzasejtmagba és zigétaba juttatasara. Azchptika egy mechanikus feltarast és egy
magas frekvencigju valtakozé arammal végzett ptasmp rogzitést foglal magaba. A
modszer oranként 15 injektalast tesz |6hét és a bejuttatott gének szignifikansan magasabb
tranziens expressziot mutattak (46-52% petesegireigbtara kilon-kulon), mint amit eddig

néveényi protoplasztoknal megfigyeltek.

Jelenleg abiolisztikus modszer a leghatékonyabb gabona transzformacios eljaras, d
alkalmazasat megneheziti eszkdzigénye. Jenes @98I6) egy olcso és hatékony génagyut
(Genebooster) fejlesztettek ki és szabadalmaztaiaknagyar kutatok és laboratoriumok
eredményei a banan (Sagi et al. 1995), a kukofBoikin et al. 1993, Omirulleh et al.
1993) és a rizs (Jenes et al. 1996, Pauk et ab)Xeres transzformalasaban Iéhéttették,
hogy az egyszikek kozul a buza legyen a kovetkezélpont a hazai transzformacios
kisérletekben. Pauk et al. (1998) szdmoltak bels@izreagyarin vitro modszerrel herbicid-
rezisztenssé alakitott buza genotipusrdl. Kisddmtii abar gént génagyuval juttattak be
eretlen embrié eredéetkalluszokba, majd rezisztens novényeket szelelktal® bar gén
expresszigjat PAT prébaval mutattak ki, igy a daatg koveben hat fluggetlen
transzformanst kaptak. A 0,1 szazalékos bialapheengtezéssel szemben rezisztens
novények terriképes szemeket képeztek. A herbicid rezisztensnygkéeballitasa mellett

egyre fontosabbak a buza rbsggének javitasat célzo transzformacios kutatésakMW
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glutenin alegységfehérjek szignifikansan befolyj@kol a blzaliszt funkciondlis és
technoldgiai tulajdonsagait, igy szamos nemzet&dziazai laboratorium célozta meg a tészta
funkcionalis tulajdonsagainak modositasat gluteranszformans blza létrehozasaval
(D’Ovidio et al. 2000, He et al. 1999, Popineauaét 2001, Shewry 2000). Anglidban
biolisztikus modszerrel sikeresen transzformaltgly ausztral bazavonalat HMW glutenin
génnel (Barro et al. 1997). Az igy létrehozott B5#3-jeli transzgénikus tavaszi buzavonal
extra kopidkat tartalmaz az 1Dx5 HMW glutenin géintEnnek a buzavonalnak a lisztje
nagyobb szazalékos aranyban tartalmaz HMW glutategyseg fehérjeket a kontrollhoz
képest, de az Osszes fehérjetartalom néth szignifikhnsan. Az eredeti €s a transzformalt
bazavonal technologiai és reoldgiai tulajdonsadétkszegi et al. (2000) martonvasari
szantofoldi és laboratdriumi  kisérletekben tanulpoatak. A kisérletek eredményei
alatdmasztottak a korabbi megfigyeléseket (Rooks. 41999), melyek szerint az 1Dx5 HMW
glutenin alegységfehérje megnovekedett expresseidjaebs tésztat eredményezett. A B73-
6-1 jeli transzformdlt buza lisztie 6nmagdban nem alkalkesyérsiutésre, de keveréssel
felhasznalhatd gyengébb misedi lisztek funkcionalis tulajdonsagainak javitasaragy a
blzaliszt végfelhasznalasanak fejlesztésére. Alékfehérjék funkcionalis vizsgalata mellett
nagyon fontos a gének expresszigjat befolyasolinpterek tanulmanyozasa is. Vibok et al.
(1999) transzgénikus rizsben vizsgaltak a bulggliadin génjének szovetspecifikus
kifejezodését. A rizsactinl promoéterldl és a buzay-gliadin génlsl hibrid konstrukciét
készitettek, és ehhez kapcsoltdR-glukuronidaz riporter géng(sA. A hibrid konstrukciot
génagyus modszerrel juttattak a rizsbe, majd tadojymztak a GUS gén expresszidjat a

noveény kulonbo& szoveteiben.

Ez a vazlatos irodalmi &ttekintés is bizonyitjagha gabonafélék hazai géntechnoldgiai

kutatasa nemzetkozi szinvonald.
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