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A MUNKA ELOZMENYEI

A sikeres genetikai transzformacios kisérletek alapja a hatékony novény-sejt-novény
regeneracios rendszer, valamint a gyakorlat szamara hasznosithaté génkonstrukcidok. Napjaink
irodalmat attekintve elmondhatjuk, hogy a kiilonb6z6 transzformacios eljarasoknal gyakran
haszndlnak embriogén tenyészeteket. A szomatikus embridk indukcidjara, valamint a
leglényegesebb kiilonbségek az indukalashoz felhasznalt novényi részekbdl és a taptalajok
eltéré hormontartalmabol adddnak. Perrin és mtsai. (2004) embriogén kalluszindukcios
kisérleteikben portokokat, Harst és mtsai. (1995) levélkorongokat, Kikkert ¢s mtsai. (2005)
ovariumokat, Martinelli és mtsai. (1993) pedig levélnyél darabokat helyeztek taptalajra.
Maillot és mtsai. (2006) kisérleteik soran megallapitottdk, hogy a szomatikus embriogenezis
er6sen genotipus fliggd. Embriogén kallusz fejlddés indukélasara koriilbelil 10 féle
novekedésszabdlyozd anyagot hasznalnak a gyakorlatban, a sz6l6fajtdk széles korében
leggyakrabban a 2,4-D és BA kombinaciojat alkalmazzak (Pino-Sintra 2007, Lopez-Pérez et
al. 2005).

Magyarorszagon mar évtizedekkel ezelott megkezdddott az 0j fagytiird és
betegségekkel szemben ellendllo szoélofajtak keresztezéses nemesitése. A keresztezéses
szOlonemesités rendkiviil 1d6- és koltségigényes feladat, és egy 1) szOlofajta piacra keriilését
akar hiszévnyi munka i1s megeldzheti. Figyelembe kell venni azt is, hogy egy 1j
szOlofajtanak, akarmilyen értékes tulajdonsagokkal rendelkezzen is hagyomanyos tarsaihoz
képest, kevés esélye lenne az elterjedésre a borfogyasztast meghatarozd konzervativizmus,
valamint a vildgfajtdk piacmeghatarozo szerepe miatt. A molekularis nemesitési modszerek
azonban lehetdvé teszik olyan 10j genotipusok létrehozasat, amelyek akar csak egyetlen
tulajdonsagban kiilonboznek a kiinduldsi fajtatol. A genetikai transzformacios kisérletek
Magyarorszagon Mozsar és mtsai. (1998) munkéjaval kezdddtek. Kisérleteik sordn riporter
génnel transzformalt ‘Georgikon 28’ novényeket allitottak eld. Olah és mtsai. (2003a) portok
eredetll embriogén kalluszt transzformalva sikeresen allitottak el6 nptll/GUS génekkel
transzformalt ‘Richter 110° és ‘St. George’ vonalakat.

Az abiotikus és biotikus stressz, mint a legfobb limitdlo tényezd jatszik szerepet a
novények produkcidjaban. Stresszhatds kovetkeztében a reaktiv oxigén fajtdk gyors
akkumulécioja figyelhetd meg a sejtekben. A legkarosabb termelddd reaktiv oxigénfajta a

hidroxil gyok (OH"), melynek képzddése a sejten beliil eléforduld szabad vas ionok



jelenlététol fiigg (Halliwell and Gutteridge 1986). A hidrogén-peroxid (H,O,) a Fenton-
reakcion keresztiil szabad Fe*™ jelenlétében hidroxil gyokok forrasa lehet: H,O, + Fe*™ —
OH™ + OH" + Fe’". A Fenton-reakcioban keletkezett hidroxil gydk pedig kart tud tenni a
biologiailag fontos makromolekulak minden csoportjaban, kiilondsen a nukleinsavakban
(Henle and Linn 1997). Mivel az intracellularis vas katalizdlja az oxidativ reakciokat, a
szabad vas koncentraciojanak szabalyozasa egy lehetséges moddja lehet az oxidativ karok
csokkentésének (Dedk et al. 1998). Az ¢l0 szervezetekben széles korben elterjedt fehérje a
ferritin (Theil 1987), amely egy burokba gylijti a vasnak az €l6 sejtekben oldott allapotban
jelenlévd formajat (Fe2+), oxidalja is azt (Fe3+), ezaltal a hidrogén-peroxid (H>O») nem jut
elektronhoz. A ndévényi ferritin a kloroplasztiszban lokalizadlodik. Deak és mtsai. (1998)
lucernabdl szarmazo ferritin génnel transzformalt dohany névényeket allitottak eld.

Az agrobaktérium okozta golyvas megbetegedés vilagszerte komoly problémakat okoz
szamos noveényfaj esetében (pl. malna, sz610, fas novények). A betegség kialakulasaért az A.
tumefaciens vagy az A. vitis a felelds. A hidegebb klimaj termesztd tertileteken -mint példaul
a magyarorszagi sz0l6termesztd vidékek- a sz016 agrobaktériumos megbetegedése kiilondsen
fontos. A probléma valamelyest csokkenthetdé Agrobacterium-mentes szaporitdbanyag
telepitésével, valamint rezisztens alanyfajtak felhasznalasaval, azonban még nincs egy
rutinszeriien alkalmazhat6 és hatékony eljaras a sz6lotermesztok kezében, amivel a betegség
megelézhetd lenne (Burr et al. 1998).

A tumorképzddésért €s az opinszintézisért az Agrobacterium sejtekben talalhatd Ti-
plazmid felelos (Weising and Kahl, 1996; Zupan and Zambryski, 1995). A baktériumfertdzés
soran a Ti-plazmid egy része, az un. transzfer vagy T-DNS atkeriil a ndvényi sejtekbe, és
stabilan integralodik a sejtmag DNS allomdnydba. A folyamatban a Ti plazmidon 1évd
virulencia (virA - virG) régionak van meghatarozo szerepe. Az A. tumefaciens VirEl fehérjéje
kolcsonhatasba 1ép az Agrobacterium virulencidjaban alapvetd szerepet jatszo VirE2
fehérjével. A VIrEl és VirE2 fehérje komplex kialakulasarol Deng és munkatarsai (1999) azt
feltételezik, hogy ez a kolcsonhatas a sejt aggregacid kialakuldsat és a VirE2 molekuldk T-
DNS-hez valo kotdédését hivatott megsziintetni a baktériumsejten beliil. Szegedi ¢s mtsai.
(2001) azt feltételezik, hogy ha a VirEl fehérjéje mar az Agrobacterium fertézés eldtt jelen
van a novényben, akkor a transzportalodo VirE2 fehérjék megkotése miatt a ndvényi sejtbe
érkez0 T-DNS hozzaférhetdé lesz a novényi nukleazok szaméra. A két fehérje kozotti
kapcsolat megfelelé hatékonysaga esetén pedig a tumorok kialakuldsa elmarad és az

Agrobacterium elleni rezisztencia kialakulhat.



A tumorok kialakulasaért harom integralodé onkogén (iaaH, iaaM és ipt) altal
kivaltott auxin €s citokinin tultermelés a felelds (Winans 1992). Két onkogén olyan enzimet
hataroz meg, amelyek a triptofant indol-3-ecetsavva (Inzé et al. 1984) alakitjak at: iaaM
(triptofdn-mono-oxigenaz) €s iaaH (indol-3-acetamid hidrolaz). Az iaaH és iaaM onkogének
altal kodolt enzimek barmelyikének hidnya meggétolja az auxin termelést. A harmadik
onkogén (ipt) pedig AMP-izopentenil-transzferazt kodol, amelyik izopentenil AMP-t
(citokinint) allit eld (Winans 1992). Az ipt és iaaM vagy iaaH inaktivalasa kikapcsolja a
tumorgenezist (Lee et al. 2003). Az Agrobacterium esetében specialisan alkalmazhatoak a
poszttranszkripcionalis génelhallgattatas (posttranscriptional gene silencing, PTGS) vagy
RNS interferencia mddszerei is, hiszen az Agrobacterium altal beépitett gének mRNS

termékei megjelennek a baktérium altal transzformalt sejtekben (Burr et al. 1998).

CELKITUZES

1. Embriogén kallusz indukalésa ¢€s felszaporitasa kiilonb6z0 fajtak esetében.
2. A regeneracio hatékonysaganak novelése.

3. Genetikai transzformaciods kisérletek kiilonbozé génkonstrukcidkkal agrobaktérium és
oxidativ stressz rezisztens novények eldallitasara:

e Lucerna ferritin génnel transzformalt ‘Richter 110’ novények eldallitasa az
EHA105(pRok2Ferr) vektorkonstrukci6 felhasznalasaval.

o Agrobacterium rezisztens transzgénikus ‘Richter 110’ novények eldallitdsa az
EHA101(pTd93virEl) vektorkonstrukcid felhasznalasaval, az Agrobacterium
tumefaciens virEl génjének expresszaltatdsaval;, valamint az EHA101(pJP17)
vektorkonstrukci6 felhasznalasaval a géncsendesités mechanizmusdnak
aktivalasa.

4. A kiilonboz6 génkonstrukciok expressziojanak €s hatdsanak tesztelése a transzformalt

vonalakban.



ANYAG ES MODSZER

Embriogén kallusz indukcio és felszaporitas

Embriogén kallusz indukcios kisérleteinkhez a viragzas eldtt begytijtott viragzatokbol
kipreparalt portokokat hasznaltuk fel. A viragbimbdkat 10%-0s NaOCI oldatban (Clorox) 15
percig fertdtlenitettiik, majd hdromszor 10 percre desztillalt vizbe meritettiik. A ‘Chardonnay’
vesszOkrol begytijtott virdgzatok sterilizaldsa soran kiprobaltuk a 7%-os Ca(OH), oldatot is. A
kipreparalt portokokat portoknyéllel egyiitt helyeztiik a taptalajra. Az embriogén kallusz
indukalasat 12 kiilonb6zo széléfajta portok tenyészetein kiséreltiik meg. Az ‘Arany sarfehér’,
‘Cabernet franc’, ‘Odysseus’, ‘Orpheus’, ‘Taurus’, ‘Richter 110’ fajtadk embriogén kapacitasat
két kiilonbozo taptalajon (MSE, MST); a ‘Chardonnay’, ‘Kékfrankos’, ‘Korai Bibor’,
‘Pannon frankos’, ‘Rajnai rizling’, ‘Teleki 5C’ fajtdk embriogén kapacitasat pedig négy
kiilonboz6 taptalajon (MSE, MST, MSE/2, NNE) teszteltiik. A felhaszndlt MS alapu
taptalajok (1. tablazat) a Murashige ¢és Skoog (1962) altal leirt komponensek mellett 20 g/l
szachar6zt, 70 mg/l Fe-EDTA-t és 7 g/l Oxoid agart tartalmaztak (pH 5,8). Az (1.) MSE
taptalaj (Mozsar and Siile 1994) 0,1 mg/l BA-t és 1,1 mg/l 2,4-D-t, az (2.) MST téptalaj (Olah
et al. 2003a) 0,05 mg/l TDZ-t és 1,1 mg/1 2,4-D-t tartalmazott. Az (3.) MSE/2 egy modositott
MSE taptalaj, amely fele koncentracidban tartalmazta a makroelemeket. Az (4.) NNE taptalaj
a Nitsch és Nitsch (1969) altal leirt taptalaj, amely a 1,1 mg/l 2,4-D ¢és 0,1 mg/l BA
hormonkombinaciot tartalmazta.

Az embriogén kallusz indukcios kisérleteket 6 ismétlésben végeztik el, egy
Petri-csészébe kb. 50 db portok kertilt. A kulturdkat inditas utan 26°C-on s6tétben inkubaltuk.
A harom hénapos inkubacios i1d6t kdvetden a portokon megjelent kalluszt értékeltiik.

Oldh ¢és munkatarsai (2008) kisérleteikben az MSE taptalajt talaltak
legmegfeleldbbnek a portokon fejlddott embriogén kallusz felszaporitasara, ezért mi is ezt a
taptalajt hasznaltuk erre a célra. Emellett a ‘Richter 110’ alanyfajta esetében kiprobaltuk az
1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BA-t tartalmazd CP taptalajt (Chée and Pool 1987) embriogén
kallusz felszaporitasara (CPE taptalaj, 1. tablazat).



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 szacharo6z fél teljes BA, 2,4-D
Murashige
MST & Skoog szachar6z teljes teljes TDZ, 2,4-D
Murashige maltdz,
MSNOA & Skoog glicerin teljes teljes NOA
Nitsch &
NNE Nitsch szacharo6z teljes teljes BA, 2,4-D
Chée &
CPE Pool szacharo6z teljes teljes BA, 2,4-D

A ‘Teleki 5C°, ‘Richter 110° ¢és ‘Chardonnay’ fajtdk esetében a portok eredetii
embriogén kalluszt folyékony MSNOA taptalajban (1. tablazat) kivantuk homogenizalni. A
kisérletben az 5 pM NOA hatdsat teszteltiik, a taptalaj a Mauro és mtsai (1995) altal leirt
mennyiségli maltdzt és glicerint tartalmazta. A folyékony téptalajban felszaporitott homogén
kalluszt 2 hét sotétben torténd razatast kovetden hormonmentes MS/2 helyeztiik (1. tablazat).
A kisérlethez kontrollként az 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BA-t tartalmazo szilard MSE
taptalajrol szdrmazo embriogén kalluszt hasznaltuk, mindharom fajtanal MS/2 taptalajon
vizsgaltuk az embriogén anyag tovabbi fejlodését, Osszevetve a folyékony MSNOA

taptalajban homogenizalt embriogén kallusz regeneréaciojaval.

Szélotranszformacio az MsFerr, iaaM és virE1 gének felhasznalasaval

A ‘Richter 110° portokokon fejlodott és felszaporitott embriogén kalluszt hasznaltuk
fel a transzformacios kisérletekhez. Az embriogén kallusz tenyészeteket 2 hétre MS/2
taptalajra helyeztiik (1. tablazat), hogy szomatikus embriofejlédést indukaljunk.

Az oxidativ = stressztlird képesség novelésére iranyuld kisérleteinkben az
EHA105(pRok2Ferr) vektorkonstrukcidt hasznaltuk fel. Az EHA105(pRok2Ferr) plazmid
konstrukcié tartalmazza a neomicin-foszfo-transzferdz (nptll) szelekci6s markergént €s a

lucerna ferritin gént. A ferritin gén mitkodését az elé beépitett karfiol mozaikvirus CaMV 35S



promoter szekvenciaja irdnyitja. Dedk €és munkatarsai (1998) bizonyitottak, hogy a gén kezdd
szakasza felelds a fehérjetermék kloroplasztiszban torténd megnyilvanulasaért.

Az EHA101(pTd93virEl) konstrukci6 hordozza az nptll szelekcids marker gént és a
CaMV 358 promoéter iranyitasa alatt allo A. tumefaciens virEl gént (Szegedi et al. 2001). A
géncsendesités mechanizmusdnak indukaldsdhoz felhasznalt EHA101(pJP17) konstrukcid a
A. tumefaciens A348 iaaM génnek az elsé 1797 bazispar hossza kddold részét, az ipt génnek
pedig a teljes kddold szekvenciajat tartalmazza a CaMV 35S ill. FMV promoterek utan (Lee
et al. 2003, Viss et al. 2003).

Az agrobaktériumos kezelés sordn a kiilonboz6é baktérium torzsekbdl szuszpenziot
készitettiink (kb. 108 sejt/ml), amelyet pipettaval juttattunk r4 a hormonmentes szilard
taptalajon indukdlt 1-2 mm-es embridkbol allo tenyészetek feliiletére, majd két nap
kokultivacid kovetkezett. A baktérium elolése érdekében a kokultivacio utan az embriogén
tenyészeteket 300 mg/l Carbenicillint (carbenicillin disodium) és 300 mg/l Claforant
(cefotaxim) tartalmaz6 szildrd hormonmentes MS/2 tdptalajra helyeztiik at (Olah et al.
2003b). Kisérleteink soran szelekciés agensként 20 mg/l kanamicint hasznaltunk.
Antioxidansnak 4 g/l vizben oldhatatlan polyvinylpyrrolidont (Polyclar AT) és 0,1 g/l
dithioerythritolt (DTE) hasznaltunk (Olah et al. 2003b). A tenyészeteket havonta friss
taptalajra helyeztiik at.

Novényregeneracio és akklimatizacio

A torpedo és korai szikleveles stddiumi embridkat folyamatosan levalasztottuk, és
antioxidansokat mar nem tartalmaz6 szildrd MS/2 taptalajjal toltott tenyészedényekbe
helyeztiik at, majd 24°C-on 16 6ra megvilagitas mellett neveltiik tovabb.

Kisérleteink sordn tobbféle modszert is kiprobaltunk a ndvényregeneracid nehézségeinek
lekiizdése érdekében. Az EHA105(pRok2Ferr) vektorral transzformalt abnormalis fejlodést
mutaté embridk pusztuld gyokérnyaki részének eltavolitdsaval megprobaltunk gyokérfejlodést
indukalni, amely a késdbbiekben kivalthatja a szabalyos hajtasfejlodést; valamint (1.) két év
szelekciot kovetden antibiotikummentes MS/2, illetve (2.) citokinin (0,22 mg/l BA) ¢és
kanamicin tartalmt MS/2 taptalajra helyeztiik a rendellenes fejlédésti embriokat.

A regeneralodott novényeket felszaporitottuk ugy, hogy a hajtascsicsot és az alatta
talalhatd kétriigyes hajtasrészt helyeztilk friss MS/2 taptalajra. Az akklimatizacid soran
kétriigyes mikrodugvanyokat helyeztiink négy kiilonb6z6 gyodkereztetd kozegbe. A kisérlet

soran a tenyészedényekbe 50 ml perlitet, koézetgyapotot (4x4x4 cm-es, Grodan;



www.grodan.com) ¢és eldnedvesitett tézegkockat (3x3x4 cm-es, pit-pot; www.pit-pot.com)

helyeztiink, kontrollként pedig 6 g/1 agarral szilarditott csapvizes agart hasznaltunk. A
kozegeket csapvizzel nedvesitettiik. A tenyészedények tetejét fokozatosan eltavolitottuk, majd
4-5 hét utan az edzett ¢€s begyOkeresedett ndvényeket tdézeg-homok-perlit 1:1:1 ardnyu

keverékébe ultettik ki.

A beépitett DNS jelenlétének ellenérzése PCR analizissel

A DNS izolalashoz a fényen nevelt ndvények hajtasairol begyiijtott leveleket
dolgoztuk fel. A levelekbdl a Qiagen cég DNEasy Plant System Mini Kit DNS-kivoné
rendszer segitségével vontuk ki a genomialis DNS-t. A PCR reakcid soran az nptIIR (5°-
AGGCGAGGCGGCTATGACTG-3’) és nptlIF (5’-ATCGGGAGCGGCGATACCGTA-3’)
primereket hasznaltuk a szelekcios markergén jelenlétének ellendrzésére (Hoffmann et al.
1997), amellyel az nptll 700 bp hosszusagu szakaszat amplifikaltuk. Az Agrobacterium
novényben valo esetleges jelenlétének ellendrzésére a VCR (5’-AGCTCAAACCTGCTTC-
3’) és VCF (5’-ATCATTTGTAGCGACT-3") primereket hasznaltuk, amely a T-DNS-en
kiviil elhelyezkedd 730 bp hosszusagu virC régiot (Sawada et al. 1995) amplifikalja. A
vizsgalat negativ eredménye bizonyitja, hogy a ndvényi DNS mintdban nincs vektor DNS
szennyezOdés.

A lucerna ferritin  gén  jelenlétének  ellendrzésére a  FerrFwl  (57-
GTCACGGTGTGTGGCACTTTGA-3’) és FerrRev2 (5°-
AGACAGAGCCAATTCCATGGCA-3’) primereket hasznaltuk, amelyekkel a gén 513 bp
hosszusagl szakaszat amplifikaltuk (Olah 2005). Az iaaM gén jelenlétének ellendrzésére az
(5'-GAACCAAGCGGTTGATAACAGCC-3") és (5'-
CTGCGACTCATAGTCCAGGAATAC-3") primereket hasznaltuk, amelyekkel a gén 150 bp
hosszisagli szakaszat amplifikaltuk (Viss et al. 2003). A virEl gén jelenlétét pedig az (5'-
CCATCATCAAGCCGCA-3") ¢és (5-CTCCTTCTGACCAGCAAGA-3")  primerekkel
ellendriztiik (Szegedi et al. 2001).

A transzformansok oxidativ stressztiiré képességének vizsgalata

A paraquat hatdsara fényen oxigén szabadgyokok képzddnek a kloroplasztiszokban,

ezért az pRok2Ferr transzformansok oxidativ stressztlird képességének vizsgalatahoz 0,5 uM,

I uM, 2 uM, 3 uM, 4 uM koncentracioji paraquat-diklorid (1,1-dimetil-4,4-bipiridilium-



diklorid) oldatot hasznaltunk. A kezelés soran a transzformans és kontroll novények leveleit 3
mintékat 1 6ran keresztiil 35 pmol m™ s™ fotoszintetikusan aktiv fénnyel vilagitottuk meg. A
kezelés elotti és utani  klorofillfluoreszcencia-méréseket pulzus amplitido-modulalt
fluoriméter, Imaging PAM (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Germany) segitségével végeztiik a
Schreiber €s mtsai. (1986) altal leirt protokol szerint.

Agrobacterium rezisztencia vizsgalatok

Az EHA101(pTd93virEl) vektorral transzformalt in vitro ‘Richter 110° ndvényeket az
A. vitis Tm4 torzzsel fertdztiik steril koriilmények kozott. Az EHA101(pJP17) vektorral
transzformalt akklimatizalt ¢és {iveghazba kiiiltetett ‘Richter 110’ ndvények ellenallosagat az
A. tumefaciens A348 és C58, valamint az A. vitis Tm4, AT1 és S4 torzsekkel szemben
teszteltiik. A kisérletekben pozitiv kontrollként nem-transzformalt ‘Richter 110’ novényeket
hasznaltunk. A fertézéshez a kiilonbozd torzsekbdl steril desztilldlt viz felhasznalasaval
baktérium szuszpenziot készitettiink (ODgoo = 0,5-1,0), majd a ndvények hajtasain a ndduszok
kozelében landzsati segitségével ejtett sebzésekbe pipettaval vittiik fel az 1 pl baktérium
szuszpenzidt, €s azt a landzsatiivel be is dolgoztuk a sebbe. Novényenként hdrom fertdzést
végeztiink. A novényeken az eredményeket 6 hét elteltével értékeltiik.

Kisérleteinkben a tanszéki nemesitésti fajtdk Agrobacterium ellendllosagat is
teszteltilk. A tesztelés sordn az A. tumefaciens CS8, az A. vitis Tm4, AB3, ATI1 ¢és S4
torzsekkel fertéztikk a ‘Pegazus’, ‘Csépi muskotaly’, ‘Borostydn’, ‘Odysseus’, ‘Orpheus’,
‘Taurus’, ‘Korai bibor’ €s ‘Pannon frankos’ fajtdkat. Pozitiv kontrollként a fogékony
‘Kékfrankos’ és ‘Sziirkebarat’, negativ kontrollként pedig a rezisztens ‘Kunbarat® fajtat

hasznaltuk (Szegedi 1981).
EREDMENYEK
Embriogén kallusz indukci6 és felszaporitas
A sz616 embriogén kapacitdsa erdsen genotipus-fliggd, ezért az embriogén kallusz
indukcids kisérleteinkben 12 kiilonb6zd szo6lofajtat vizsgaltunk. A téptalajra helyezett

portokokon 3 hénap inkubacids id6t kovetden 0,25-12%-o0s hatékonysaggal (3. €s 4. tablazat)

11 genotipus esetében kaptunk embriogén kalluszt. Az ‘Arany sarfehér’ fajtanal nem sikeriilt



embriogén kallusz fejlodést indukalnunk az MSE téptalajon. A ‘Korai bibor’, ‘Odysseus’,
‘Orpheus’ ¢és ‘Pannon frankos’ fajtdknal elsoként sikeriilt embriogén kallusz fejlodést
indukalnunk. Az embriogén kallusz indukcids kisérletek eredményeit a taptalajra helyezett
portokokon fejlodott embriogén struktardji kallusz szdzalékos értékében adtuk meg.
Kisérleteinkben tobbféle tipusu kallusz jelent meg, ezek koziil csak a vilagossarga,
keményebb 4llagli, proembrionalis szerkezetet mutatd, gombszerli képletekbdl felépiild
kalluszcsomok bizonyultak késébb embriogén jelleglinek. Kalluszindukci6 tekintetében az
MSE téptalaj bizonyult a legsikeresebbnek, alkalmazdsaval 9 fajtan kaptunk embriogén
kalluszt. Az MST taptalaj 4, a NNE taptalaj 5, az MSE/2 téptalaj pedig csak 1 fajtanal adott

pozitiv eredményt.

2. tablazat: Az embriogén kallusz indukcios kisérletek eredményei MSE ill. MST taptalajon.

Az embriogén kallusz indukci6 eredményei (%)

Fajtak Taptalaj Atlag Szoras
‘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 sikertilt portokon embriogén kalluszt indukalni

3. tablazat: Az embriogén kallusz indukcios kisérletek eredményei (%) négy kiilonbozo
taptalajon atlag és szoras értékekkel feltiintetve.

Fajtak MSE MSE/2 NNE MST
‘Chardonnay’ 4,46 +7,08(9,17 £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 0 213,26 0
‘Pannon frankos’* 0 0 11,08 £ 7,81 0
‘Rajnai rizling’ 4,2 +3,75 0 2,5 0
‘Teleki 5C° 5 0 0 6,67 + 5,2

* Azok a fajtak, amelyeknél els6ként sikeriilt portokon embriogén kalluszt indukalni

Az embriogén kallusz indukcios kisérletek céljara begytijtott ‘Chardonnay’ viragzatok

sterilizacidja soran alkalmazott két kiilonbozd eljaras vizsgalatakor arra a kovetkeztetésre



jutottunk, hogy a NaOClI oldat helyett ugyanolyan jo eredménnyel hasznalhaté a klor-mentes
Ca(OH); oldat is, melynek létjogosultsaga a sz610 klorérzékenységével indokolhato.

Az MSE ¢és CPE taptalajokon felszaporitott ‘Richter 110° embriogén tenyészetek
vizsgalatakor mindségbeli eltéréseket figyeltiink meg. A CPE téaptalajon fenntartott kallusz
morfologiailag eltért az MSE taptalajon fenntartott kallusztol, ami valosziniisithetben az
embriogén jellegli strukturdk szelektalodasabol és felszaporodasabol, valamint a nem-
embriogén struktirak nekrdzisabol adodott.

A novényregeneracid hatékonysaga nagymértékben fligg a kiindulasi anyag
mindségétdl. A ‘Richter 110°, ‘Teleki 5C° és ‘Chardonnay’ fajtdk esetében a foly€kony
MSNOA téptalajt hasznaltunk a szdmunkra kedvezobb Aallapotu, kis vakuolumokkal
rendelkezd, gyorsan oszt6dod sejtek felszaporitdsara. A folyékony MSNOA téptalajban
homogenizalt embriogén tenyészetek a két hetes sotétben torténd razatdst kovetden
hormonmentes MS/2 taptalajon gyorsabban regeneralodtak, mint a szilard MSE téptalajrol

szarmazo0, ugyancsak hormonmentes MS/2 taptalajra helyezett embriogén tenyészetek.

Szolotranszformacio

Genetikai transzformacios kisérleteink soran sikeresen allitottunk el lucerna ferritin
génnel transzformalt ‘Richter 110’ ndvényeket az EHA105(pRok2Ferr) vektorkonstrukcio
felhasznalasaval. Agrobacterium rezisztens ndvények eldallitdsat célzo transzformacios
kisérleteink soran az EHA101(pTd93virE1l), valamint az EHA101(pJP17) vektorkonstrukciok
felhasznalasaval allitottunk elé transzformalt ‘Richter 110’ ndvényeket. A transzformacio
sikerességét PCR analizissel ellendriztiik. A vizsgdlt ndvényi mintakban sikeresen
amplifikaltuk az nptll szelekcidos markergént és a hasznos géneket. A virC specifikus
primerek alkalmazasaval pedig bizonyitottuk a ndvényi mintak agrobaktérium mentességét.

A Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Biologiai Kozpontjanak Novénybiologiai
Intézetében Horvath V. Gabor ¢s munkatarsai elvégezték 16 PCR analizissel alatamasztott
pRok2Ferr pozitiv ‘Richter 110 vonal levélmintainak mRNS és fehérje szintli vizsgalatait
qPCR, illetve Western blot analissel (Zok et al. 2009). A vizsgalt ndvényi mintakban fokozott
lucerna ferritin gén expressziot tapasztaltak. A levélmintdk Western blot analizise soran
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 konstrukcid alapjan varhat6 is

volt.



Novényregeneracio és akklimatizacio

A novényregeneraciot addig végeztiikk, amig megfeleld szami novényt kaptunk a
tovabbi vizsgalatokhoz. A 0,22 mg/l BA hasznalata a szelekcids taptalajban (4. tablazat),
illetve az abnormalis fejlddésti embriok pusztuld gyokérnyaki részének eltavolitdsa
alkalmasnak bizonyult a transzformacids eljarasnak koszonhetéen nagy mennyiségben
eléfordulo abnormalis fejlddésti pRok2Ferr transzformalt embridk hajtasfejlodésének

helyreallitasara.

4. tablazat: Az MS/2 és a 0,22 mg/l BA-nel kiegészitett MS/2 szelekcids taptalajok hatasanak
Osszehasonlitdsa az EHA105(pRok2MsFerr) vektorral transzformalt abnormalis fejlédést
mutato ‘Richter 110” embridoknal.

Petri-csésze MS/2 MS/2+0,22 mg/l 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 (szoras) 2,46% (3,95) 24,05% (11,87)

A gyokérrel és hajtassal rendelkezd novényeket felszaporitottuk, gyokereztettiik,
akklimatizaltuk, majd iiveghdzban neveltiik tovabb. A gyokereztetd kdzegek koziil a perlit és
a tozegkocka is megfelelonek bizonyult az agar kivaltasara. A perlit eldnye, hogy a benne

gyokeresitett novények elagazo gyokérzetet fejlesztettek.

A transzformansok oxidativ stressztiiro képességének tesztelése

crocr

kontroll sz616 novényekrdl szarmazd levelek fluoreszcencia indukciés mérése soran 2
fiiggetlen transzformalt vonal (F7 és F9, 1. dbra) esetében tapasztaltunk szignifikans eltérést a
nem-transzformalt kontroll ‘Richter 110° vonalhoz viszonyitva. A kontroll ndvényrdl
szarmaz6 levelek esetében az F./F, arany értéke mar az 1 pM paraquat oldattal torténd
kezelés utan 50%-kal, majd a koncentracidé emelésével folyamatosan tovabb csokkent. Az F7
és F9 lucerna ferritint termeld transzformansok esetében azonban az F,/Fy, arany értékben

bekovetkezd csokkenés kisebb mértékli volt, a transzgénikus vonalak leveleiben a PSII



A PSII potencialis kvantitativ teljesitménye

potencialis kvantitativ teljesitménye még a 4 uM paraquat koncentacidé mellett sem esett

vissza a felére.

(Fv/Fm)

—O— Richter110
|- F7
—A— F9

| | | | |
0 1 2 3 4

Paraquat koncentracio (uM)

1. abra: A nem-transzformalt kontroll és a pRok2Ferr transzformans ‘Richter 110° novények
leveleinek fotoszintetikus teljesitményében bekovetkezett valtozdsok a kiilonbozd

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

110’ vonalak.

Agrobacterium rezisztencia vizsgalatok

Az EHA101(pJP17) vektorral transzformalt, bizonyitottan transzgénikus ‘Richter 110’
novények Agrobacterium rezisztencia vizsgalatai soran 21 fiiggetlen vonalbol 8 bizonyult
egyértelmiien rezisztensnek az A348 torzzsel szemben, €s ezek koziil 3 vonalon az AT1 torzs
sem tudott tumorfejléddést indukalni. A C58, Tm4 és S4 Agrobacterium torzsekkel valod
fertézés a vizsgalt vonalak nagy részén tumorfejlédést eredményezett. Az A. tumefaciens
A348 torzzsel vald fertézés soran kapott negativ eredmények valoszinlileg azzal

magyarazhatoak, hogy a pJP17 konstrukcid elkészitésénél ennek a torzsnek az iaaM és ipt



szekvenciait hasznaltak fel. Eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy az alkalmazott
eljarassal lehetséges Agrobacterium rezisztens szO0l6 vonalak létrehozasa, de az is
bebizonyosodott, hogy a patogén térzsekben 1€v0 iaaM szekvencidk kozotti eltérések miatt
nem lehet egyetlen szekvenciat tartalmaz6, minden torzsnek ellendlld transzgenikus novényt
létrehozni.

Az EHAI101(pTd93virEl) vektorral transzformalt ndvények Agrobacterium
rezisztencia vizsgalata soran 17 vonalbol 9 rezisztensnek bizonyult az 4. vitis Tm4 torzzsel
szemben. A kontroll ndvényekkel szemben, a rezisztens ndvényeken még 6 hét elteltével sem
tudtunk tumor fejléddést megfigyelni. Ezen eredmények valdszinlsitik, hogy a virEl gén
alkalmas lehet a sz0l6ben Agrobacterium rezisztencia kialakitésara.

A V. amurensis eredetli, tanszEéki nemesitésti fajtdk Agrobacterium rezisztencia
vizsgalatai soran a tesztelt fajtak koziil a ‘Korai bibor’ és ‘Orpheus’ az A. tumefaciens C58
torzzsel szemben; az ‘Odysseus’ és ‘Pannon frankos’ az 4. tumefaciens C58, A. vitis AT1 és
S4 torzsekkel szemben bizonyult rezisztensnek. A ‘Taurus’ mind az 5 Agrobacterium torzzsel

szemben egyértelmiien rezisztensnek bizonyult.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. ElsOként sikeriilt embriogén kallusz fejlddést indukdlnunk a ‘Korai bibor’, ‘Odysseus’,
‘Orpheus’ és ‘Pannon frankos’ fajtak tenyészeteiben.

2. Eredményesen alkalmaztuk a klor-mentes Ca(OH), oldatot az embriogén kallusz
indukciods kisérletek céljara begytijtott ‘Chardonnay’ viragzatok sterilizaciojara.

3. ElsOként probaltuk ki és sikeresen alkalmaztuk az 1,1 mg/l 2,4-D-t és 0,1 mg/l BA-t
tartalmazo Cheé és Pool (1987) altal leirt, sz610re optimalizalt taptalajt, embriogén
kallusz felszaporitasara a ‘Richter 110’ alanyfajta esetében.

4. Bizonyitottuk, hogy az 0,22 mg/l BA hasznalata a szelekcios taptalajban noveli az
EHA105(pRok2Ferr) vektorral transzformalt ‘Richter 110’ embriogén kultarak
regeneracios hatékonysagat az abnormalis fejlddésli embriok aranyanak csokkentése
altal.

5. Megallapitottuk, hogy a ‘Richter 110’ fajta szdmara a perlitben torténd gyokereztetés a
legmegfelelobb eljaras az akklimatizacid hatékonysaganak novelése érdekében.

6. Transzgénikus ‘Richter 110’ ndvényeket allitottunk eld az EHA105(pRok2Ferr) és
EHA105(pRok2FerrFLAG) vektorkonstrukciok felhasznalasaval a sz6l6 oxidativ

stressztlird képességének novelésére iranyulo kisérleteinkben.



7. Két transzgénikus vonalrdl bebizonyitottuk, hogy a nem-transzformalt ‘Richter 110’
kontroll vonalhoz képest nagyobb oxidativ stressz toleranciaval rendelkeznek.

8. Transzgénikus ‘Richter 110’ novényeket allitottunk eld az EHA101(pTd93virEl),
EHA101(pJP17) ¢és EHAI1O0I(pJP17-S4) vektorkonstrukciok felhaszndldsaval az
Agrobacterium rezisztens sz010 novények eldallitasat c€lzo kisérleteinkben.

9. Megallapitottuk, hogy a pJP17 konstrukcid6 csak azon torzzsel szemben biztosit
rezisztenciat, amelynek iaaM ¢és ipt szekvenciait a konstrukcid elkészitésénél
felhasznaltak.

10. A tanszéki nemesitésti fajtak Agrobacterium rezisztencia vizsgalatai soran
megallapitottuk, hogy 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

rezisztens.
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