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ABSTRACT - Bases of functional genomic research: Transfer of marker gene into wheat (Triticum
aestivum L.)

At the Department of Biotechnology of the Cereal Research Non-profit Company successful wheat
transformations with different constructions have been carried out in recent years by using both the biolistic
and the Agrobacterium-mediated methods. Successful transformation results of our laboratory invite us to
spread our transformation work to a new area of research: the functional genomics of plant resistance. To
base this research here we report a useful and efficient transformation method. The efficiency shows us: this
method can be useful in functional genomic research. In our experiments the bar marker gene was introduced
by particle gun into siill immature embryos after five days pre-culture in 2 mg/t 2,4-D containing media
followed by marker gene selection, plant regeneration and seed production. The integration of the foreign
gene into the wheat genome and its expression was confirmed by PCR method with specific primers and
Finale 14 SL treatment. In the present genetic transformation the pAHC20 plasmid bearing bar gene was
used. The bar gene — originating from Streptomyces hygroscopicus - lends herbicide (phosphinothricin, PPT)
resistance to the recipient organism. After bombarding 4000 embryos followed by PPT-selection 19
independent transformants were planted into soil 70 days post-bombardment. This 0.47% efficiency suggests
that this can be a useful and quick method for application in functional genomic research.
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BEVEZETES

Napjainkban a névényi funkciondlis genomikai kutatds egyik kulcsmddszerévé a genetikai
transzformécié valt, ami izolalt gének beépitését és igy transzgénikus ndvények eloallitasat
jelenti. Az ezredforduld elétti idészak kutatdsai a kozvetlen és kozvetett génbeviteli
eljardsokat rutin médszerré fejlesztették, ezéltal egyes gazdasigilag hasznos gének
gyakorlati hasznositisdn tul lehetdség nyilt a névényi genom eddig tisztdzatlan funkciéji
génjeinek alaposabb elemzésére. A gének szerepérdl végleges, megbizhaté informdciét
nyerhetiink a gének megvéltoztatott formdinak a genomba torténd beépitésével és a
megvaltoztatott tulajdonsdgok jellemzésével. A stabil géntranszformdiciés rendszerek
kifejlesztéséig hosszi €s rogos ut vezetett. Sok, kezdetben biztaté prébdlkozds mara mér
szinte feledésbe meriil. A rutinszerilen alkalmazott, gének szdzait bizonyos szempontbol
elemezni képes DNS chip és tranziens expresszids transzformécids rendszerek a tesztelt
gének szdmdhoz képest olcsGbbak és sokkal gyorsabbak, a gének valédi funkciéjat tekintve
viszont kevésbé informativak. Ahhoz, hogy a kivant géneket stabilan kifejeztessiik, illetve
elhallgattassuk, valéban hatékony transzformdciés mdédszerekre van sziikség. Ezek csak
akkor vdlhatnak a funkciondlis genomika effektiv eszk6zévé, ha id6ben €s hatékonysdgban
jelentos fejlesztéseket hajtunk végre. Jelen cikkiinkben a részecske-belovéses moddszer
elonyeir6l, hdtranyair6l, hatékonysdgirél €s felhaszndlhat6sdgar6l értekeziink. Az
emberiség egyik legfontosabb élelmiszernovénye a biotechnoldgiai és szovettenyésztési
' szempontb6l viszonylag nehezen kezelhetd biza (Triticum aestivum L.) a humdn
taplalkozasban és gazdasagban betdltott fontos szerepe miatt keriilt a kdzéppontba és lett
funkcionélis genomikai ill. transzformdacids kisérleteink célpontja.
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Ha rovid torténeti attekintést tesziink, lathatd, hogy az els6 biza transzformdiciés
eredmények (KLOTIET AL., 1993; ZHOU ET AL., 1993) — amelyek a gének protoplasztokban
torténod sikeres tranziens expressziéjat és transzformalt kalluszok el6dllitdsat jelentették —
az 1990-es évek elején meglehetdsen nehezen sziilettek meg. A genetikailag transzformalt
novények sordban a biza nem tartozik a konnyen kezelhetd novényfajok kozé, a
gazdasdgilag jelentés novények koziil az utolsék kozott jelent meg (VASIL, 1992).

Akkor még tugy gondoltuk, az izoldlt protoplasztokba (PAUK ET AL., 1994) torténd
génbeépités hozza majd meg a médszertani attorést a biiza genetikai transzforméaciéjaban.
Mint azt ma mdér tudjuk, a biuza transzformdcié kulcsa a génbelovésre alapozott és az
agrobaktérium (Agrobacterium tumefaciens) altal kozvetitett moddszer lett. A magyar
transzforméciés eredmények megalapozdsa viszont jéval kordbbra tehetd.

A hazai kutaték mir a kezdeti transzformdicids kisérletet megelézéen is meghatdrozo
szerepet jatszottak a buza sejt- és szovettenyésztési moddszereinek kidolgozasiban.
Elegendd, ha DUDITS ES MTSAI (1975), HESZKY ES MESCH (1976) alapvetden meghatirozé
munkdira utalunk. Ezek a szomatikus és haploid szdvettenyésztési eredmények alapvetden
hozzdjarultak  ahhoz, hogy ma differencidlatlan, szomatikus ¢és  haploid
szovettenyészetekbdl fertilis novényeket el tudunk allitani. E nélkiil a médszertani hattér
nélkiil nem lehetne napjainkban a buza genetikai transzformdcidjarél beszélni, mert
médszertani hattérként feltétlen sziikséges a steril tenyésztés.

A buza genetikai transzformécidja jelentds kihivds elé A4llitotta a kutatékat. A
legegyszeribb médszernek a pollentomlébe torténd DNS-bevitel 14tszott (CHONG ET AL.,
1998), de ez az eljards nem hozott maradand6an nagy eredményeket. Az elsd publikaciok
a kozvetlen génbevitel kezdeti sikereirdl szdltak (LORZ ET AL. 1985). Idegen gének
bejuttatidsira az egyszikleknél hosszi ideig a protoplaszttechnika igérkezett a
leghatékonyabb mddszernek. Az elsd buza transzformécids irodalmi adatok a polietilén-
glikollal (PEG) kozvetitett génbevitelrol szdmoltak be (VASIL ET AL. 1991, MARSAN ET AL.
1993). A kozleményekbol és sajat tapasztalatokbdl kideriilt, hogy a genetikai
transzforméaciénak ‘ez a moddja rendkiviil nehézkes és iddigényesnek mondhaté. A
protoplasztok izoldldsdn és a polietilén-glikol kezelésen til az eljardst az is nehezitette,
hogy .a protoplaszt eredetli kalluszokbdl a fertilis novények felnevelhetdsége csekély
gyakorisdgy, illetve genotipushoz kotott (Pauk et al., 1994). Mindezek ellenére figyelmet
érdemel, hogy MOROCZ ET AL. (1990) kukoricaval sziiletett eredménye bizonyitotta, hogy a
genetikai transzformdcidnak a protoplaszttechnika is hatékony eszkoze lehet (OMIRULLEH
ET AL., 1993; GOLOVKIN ET AL., 1993). A mddszer jelentds hétrdnya, hogy a novények
regeneracidjara alkalmas szuszpenzié kialakitdsét feltételezi. Sajnos a buzaszuszpenziok
gyorsan elvesztik regeneraléddsi képességiiket (DIMAIO ES SHILLITO, 1989), vagy olyan
jelent6s genetikai viltozast szenvednek, hogy gyakorlati céli felhaszndldsuk jelentdsen
lecsokken. A szegedi Gabonakutaté Kht. is csaknem tiz évet forditott a protoplaszt-névény
rendszer kialakitdsdra. A novényregenerdcidra képes szuszpenzié kialakitisaval szerzett
tapasztalatokat viszont késObb j6l tudtuk alkalmazni a szuszpenzids tenyészetek
génbelovésére.

Szivetek és sejtek elektroporacidjaval is jelentek meg kozlemények egyes gabonafajok
felhaszndldsdval (LAURENSEN ET AL., 1994; XU ES LI, 1994), de biiza esetében ez a médszer
nem vezetett sikerre. Ismert egy olyan megoldds, ami a génbelévéshez hasonléan szildrd
hordozékkal (pl.: szilicium-karbid) juttatott be bizasejtekbe rekombindns DNS-t (SERIK ET
AL., 1996; PETOLINO ET AL., 2000), de kiterjedtebb alkalmazasat az elsé pozitiv
eredmények 6ta nem taldljuk. Az eddig emlitett médszerek elterjedését bizonyos mértékig
akadalyozta a génbelovéses médszer biztos elterjedése.

Kozismert, hogy a kozvetett génbevitel az egyszikli fajokndl hosszi évekig nem johetett
szamitdsba annak a feltételezésnek koszonhetden, hogy az Agrobacterium csak kétszikii
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novényeket képes fertdzni. HIEI ES MTSAI (1994) rizsben tett felfedezése 6ta azonban nagy
valtozds 4allt be. Az els6 sikeres Agrobacterium-kdzvetitett rizs transzforméacids
eredmények (HIEI ET AL., 1994; TINGAY ET AL., 1997) az 1990-es évek elejére tehetdk. A
szegedi Gabonakutaté Kht. is elkezdte a mddszer adaptilasat. Mindeddig azonban a
SANFORD (1988) 4ltal szabadalmaztatott részecskebelovés elvén alapulé médszer bizonyult
a leghatékonyabbnak buzdban. Az eddigi eredmények tilnyomé tobbsége is ezzel a
modszerrel sziiletett. A gének mesterséges bejuttatdsdban mddszertani szempontbdl nagy
jelentdségii volt a Cornell Egyetemen kifejlesztett részecskebelové berendezés, ismert
nevén a génpuska. Az els6 fertilis, transzgénikus biiza novényeket ezzel a mddszerrel
hoztdk 1étre VASIL ET AL. (1992), valamint WEEKS ET AL. (1993). Két kiilonboz6 eredetii
(Streptomyces hygroscopicus — bar, Escherichia coli — uidA) mikrobélis gént jutattak be
buzdba, melyek jelenlétét és mitkodését hitelesen bizonyitottdk. Esetilkkben a tavaszi biza
éretlen embridinak génbelovésétdl a transzgénikus novények virdgzasiig mindossze 168
nap telt el, azaz kevesebb, mint fél év. A transzformaciés eredményt NEHRA ET AL. (1994)
€s BECKER ET AL. (1994) is sikeresen megismételték, kisebb mdédszertani fejlesztéseket
kozolve.

Valamennyi idézett eredményben k6z0s vonds, hogy bar herbicidrezisztencidt kédold gént
jutattak be bizadba. Ezt a gént — mint marker gént — névénytranszforméciékban ma mar
széles korben haszndljak kiilonbozd foszfinotricin hatéanyagi szelekcids rendszerekben.
Tobb kutatécsoport is megerOsitette a transzformécids eredmények alapjédn, hogy az
agronémiai szempontbdl fontos herbicidrezisztencia-bevitelnek nincs technikai akaddlya a
biza esetében (VASIL ET AL., 1992; NEHRA ET AL., 1994; JORDAN ET AL., 1995; ALTPETER
ET AL., 1996; WITRZENS ET AL., 1998).

A szegedi GK Kht. Biotechnoldgiai Osztdlyédn, az utébbi években sikerrel transzformaltuk
a buazét kiilonbozé konstrukcidkkal (FEHERNE ET AL. 2006). Mind a kozvetlen biolisztikus,
mind az Agrobacterium-kozvetitett génbeviteli médszert rutinszeriien alkalmaztuk. Eddig
sikeresen transzformalt (HALASZ ET AL., 2007) gének (ALR, ferritin, stb.) djabb irdnyra
engednek minket attérni, ez a rezisztencia kutatis funkciondlis genomikai teriilete. Az
aldbbiakban ismertetett mddszer lehetové teszi a kordbbi évekhez képest nagyszdmu gén,
génanal6g hatdsdnak hatékony, célirdnyos elemzését.

ANYAG ES MODSZER

Alapanyag, elékezelés

A transzformdicié alapanyagdul a mexikdi szdrmazdsi (CIMMYT), de szovettenyésztési
alkalmassédgra hazankban szelektdlt (FELFOLDI ES PURNHAUSER 1992), CY-45 tavaszi biiza
genotipus éretlen — virdgzastol szdmitott 12-14 napos — embridit haszndltuk.

El6kezelésként 5-10 napos tenyésztést alkalmaztunk 2 mg/l 2,4-D tartalmui
kalluszindukciés MS téptalajon (MURASHIGE ES SKOOG 1962). A bel6vés elotti 4, illetve a
belovés utdni 20 6rds ozmotikus kezelés 63,75 g/l mannitollal kiegészitett indukcids
tdptalajon tortént.

Transzformdécids vektorként a pAHC20 (CHRISTENSEN ET AL. 1992.) plazmidot hasznéltuk,
mely a bar herbicid-rezisztencidt kolcsonzo szelekciés markergént tartalmazza, a kukorica
ubiquitin-prométerének (Ubi-1) irdnyitdsa alatt.

Részecskebelovés

A plazmidvektorok rogzitése a mikrohordoz6 arany részecskék (1 um) feliiletén ALTPETER
ET AL. (1996) alapjén tortént: 5 ul mennyiségii plazmid-oldatot (1 pg/pl) adszorbesltunk az
arany részecskék (30 pl a 60 mg/ml torzs-szuszpenziébodl) feliiletére. Az arany-DNS
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szuszpenzié végkoncentraciojat abszolut etanollal Aallitottuk be. A makrohordozdék
feliiletére 3,5 pl arany-DNS-etanol szuszpenzidt vittiink fel, ezek az etanol elpdrolgdsa utidn
alkalmasak voltak a belovésre. A mikrohordozon rogzitett plazmidvektorokat a BioRad®
PDS-1000/He részecskebelovo segitségével juttattuk be a célszovetekbe (He-nyomads: 1100

psi).

Novényregeneracio, szelekcio

A belovés utan 20-24 ordaval a kalluszokat indukcids tdptalajra (MS, 2 mg/l 2,4-D,
szachar6z helyett 3% maltéz, 5 uM CuSO, kiegészitéssel) helyeztiik, és 10-14 napig,
sOtétben, 25-25°C-on tartottuk.

Ezt kovetéen az inkubdcidt regenerdld tdptalajon (hormonmentes MS, 3 mg/l PPT, 3%
szachar6z, S uM CuSOy kiegészitéssel) 2 hétig, fényen, 24-25°C-on végeztiik.

A regenerélt novénykéket (>2 cm) gyokereztetd taptalajra (V2MS, 2% szacharéz, 5 mg/l
PPT kiegészitéssel), egyedi iiveg csovekbe helyeztiik 4t (fény, 24-25°C).

A j6l gyokeresedd novényeket talajba iiltettiik és iiveghdzi zart rendszerben neveltiik.
Megfelel6 akklimatizaci6 és fejlodés utdn a névényeket praktikus (herbicides permetezés
Finale 14 SL-lel) és molekuldris médszerekkel (PCR) teszteltiik. A bar génre specifikus
primrekkel (5’CGAGACAAGCACGGTCAACTTC 3’ - forward és 5
AAACCCACGTCATGCCAGTTC 3’ reverse) PCR vizsgdlattal bizonyitottuk a bevitt
herbicid rezisztencia gén jelenlétét. Vizsgdljuk a bejuttatni kivant gén expresszidjat,
integral6dédsét a genomba.

EREDMENYEK, KOVETKEZTETESEK

Kisérletiinkben a fenti mddszerrel 4000 db buza éretlen embriét transzformdltunk. A
szelekcid utolsé fazisdban 707 névényt helyeztiink 4t ivegesébe. A ndvényregeneraciot €s
szelekcidt kovetden 58 db transzgénikus jelolt ndvényt iltettiink ki tiveghdzba, normal
talajba (1. dbra). A novények megerosodését kovetden elvégeztiik a PCR reakcion alapuld
DNS szintli vizsgalatot, mely szerint 19 db transzgénikus novényt allitottunk eld. A belott
embridk izoldldsdt6l a meggyokeresedett transzgénikus-jelolt novények talajba iiltetéséig
kevesebb, mint 70 nap telt el. A belStt embridkra vetitett hatékonysag 0,475%-os volt. Ez
nemzetkozi 6sszehasonlitdsban is jonak ill. dtlagosnak mondhaté.

A B C
1. abra: A szelekci6 (A) és novényregenerdlds (B) folyamata
A talajba kiiiltetett novényeket (C) f6liatakardssal adaptaltuk a tovabbi zart
rendszeri iiveghazi neveléshez.
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El6z0 kisérleteinkbdl és a nemzetkozi kitekintés alapjan lathaté, hogy a transzformécid
hatékonysagat sok tényez0 befolydsolja. Ezek koziil legfontosabb a bevitt gén és a
transzformdlt biza genotipus. Az itt kozolt és a jelen keretek kozott be nem mutatott
kisérletek alapjdn az A&ltalunk rutinszeriien mivelt génbeviteli eljards 0,1-2,1%-os
hatékonysdgot mutatott (transzgénikus novény/transzformalt biza embrid). A rendszer
egyik kritikusnak mondhaté pontja a novényregeneracié és az ezzel egyidejii szelekcid.
Ennek hatékonysdgat nagyban befolyisolja az alapanyag novények kondicidja, fejlettsége,
valamint 1ényeges az in vitro szelekciéra alkalmazott herbicid hatéanyag formdja. Az itt
bemutatott kisérletben PPT (DL-phosphinotricin, gluphosinate-ammonium) hatéanyagot
adagoltunk a szelektiv tdptalajokba. Osszhangban a nemzetkozi eredményekkel, a PPT
alkalmas a szelekcidra, de a kordbban hasznélt, ma mar kereskedelmi forgalomban nem
elérhetd Bialaphos (gluphosinate-ammonium tripeptid) kevesebb megmenekiilt novényt €s
erdteljesebb, vigorosabb novekedést tett lehetové.

A transzgénikus-jelolt novények herbicides permetezéssel torténd tesztelésének eredménye
teljes mértékben Gsszhangban volt a specifikus PCR eredményeivel (2. dbra). Minden PCR
pozitiv novény tilélte a herbicides permetezést. A ndvények, melyekbél DNS szinten nem
volt kimutathaté a bar gén jelenléte, a permetezést kdvetd két héten beliil elpusztultak.

123 4567 8 91011
2, abra: PCR pozitiv (2.,3.,5.,8.,11.) és negativ (nincs jel) ndvények mintéi
A megfelel6 magassdgban a specifikus primerekkel felszaporitott DNS szakaszok
(fehér csik) lathatdk a pozitiv névények mintdiban. 1: molekulasily marker

Az dltalunk fontiekben bemutatott és alkalmazott médszert idobeni €s a belott kalluszokra
vetitett hatékonysdga alkalmassd teszi a funkciondlis genomikai kutatdsokra. A tesztelni
kivant gének szdma még mindig nem vetekszik a tranziens expresszids rendszerekben
tesztelt gének szdmadval, de egy teljes munkaidOben alkalmazott labordns képes lehet évi 4-
5 gén bevitelére, mér tesztelhetd mennyiségli novény eldallitdsdra. Kisérletenként 15-50
fiiggetlen transzformans vonal, mér elegendd lehet a bevitt gén hatdsdnak genetikai,
élettani €s biokémiai elemzéséhez.
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