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BEVEZETES

A ndvényi sejt sok szempontb6l legfontosabb alkotorészei a plasztiszok. A
plasztiszok sajat DNS-sel rendelkeznek, ezért tulajdonsagaik 6rokl6dé modon
megvaltoztathatéak. A plasztiszgenom DNS-tartalma csupan téredéke a
sejtmagénak, mégis elegendé informaciét hordoz ahhoz, hogy biofizikusok,
biokémikusok, genetikusok és névénynemesiték szamara is kihivast jelentsen. Ezt
csak részben magyarazza az, hogy a kloroplasztisz a fotoszintézis kézpontja. A
plasztiszokban torténik (legalabb részben) szamos alapvetd anyagcseretermek
(aminosavak, nukleotidok, vitaminok, zsirsavak) bioszintézise. A sejtszervezédés
mechanizmusa és evolUcidja szempontjabol kilondsen érdekes, hogy a
plasztiszok fehérjéinek tobbsége a sejtmagban irodik at. A sejtplazmabdl erkezd,
valamint magaban a plasztiszban képz6dé plasztiszfehérjék 6sszehangolt
termelédése és finoman szabdlyozott egyuttmikodése, ill. 6sszeépulése a
sejtszervezidés egyik legizgalmasabb és egyben legkevésbé felderitett terulete.
Mezdgazdasagi szemszogbdl nézve a kloroplasztiszoknak elsésorban a
fényenergia megkotése miatt van szerepuk a termésprodukcié meghatarozasaban.
Plasztiszgének mutacibja okozza a fotoszintézisgatlo herbicidekkel (pl. atrazin),
valamint bizonyos gombatoxinokkal (pl. Alternaria tenuis tentoxinja) szembeni
rezisztenciat. Egyre tobb adat bizonyitja a plasztiszok lényeges szerepét a h6- és
hidegttirésben is. Mindezek alapjan a plasztiszok genetikai médositasa szamos
alapkutatasi és novénynemesitési cél eléréséhez nélkilozhetetlen. Hagyomanyos
modszerekkel azonban a plasztiszok genetikai atalakitdsa nem megvalosithato,

mert a legtobb ndvényfajban csak anyai uton 6roklédnek, és azokban a



névényfajokban sem torténik koztik genetikai rekombinacié, ahol a szll6i

plasztiszok keverednek keresztezéskor.

ELOZMENYEK

A plasztiszgenetika fejlédében donté jelentéségl volt a sejt- és szovettenyésztési
technikak kifejlesztése. Lehet6vé valt kulonféle mutansok hatékony elballitasa, és
mesterséges taptalajon fotoszintézisre képtelen ndvényeket is fenn lehetett
tartani.Sejtfalnélkili testi sejtekbdl (hartyassejtekb6l) megfelelé tapkdzegben
sejtkoloniakat, azokbol pedig ujra teljes novényeket lehetett eldallitani. A
novényfajok sejtorganellumait lehetett 6sszekeverni. Az igy eléallitott citoplazmas
hibrid (cibrid) sejtek osztédasakor gyakorinak bizonyult a szil6i sejtmagok és
sejtorganellumok véletlenszerl szétvalasa, mely Uj sejtmag-plasztisz kombinacioju
névények elballitasat is lehetévé tette. A hetvenes években a Szegedi Bioldgiai
Koézpontban Maliga Pal csoportjanak sikerilt olyan plasztiszmutansokat
eldallitania, melyek sejttenyészetben jol szelektalhaté genetikai bélyeget
(antibiotikumrezisztenciat) hordoztak. A mutans sejttenyészetek, ill. csiranovények
z6lduléképesek maradtak az antibiotikum jelenlétében, mig a vad tipustiak
kifehéredtek. Kiderllt, hogy plasztiszok novényfajok kozotti atvitele igen
hatékonyan megvalésithatd, ha a sejtplazmadonor névény antibiotikumrezisztens
plasztiszokat tartalmaz, és sejtfizid utan a sejtek tenyésztése antibiotikum
jelenlétében torténik. A rezisztens (zold) sejtkoloniakbdl ilyen korilmények kozott

el6allitott névények gyakorlatilag csak a sejtplazmadonor szilé plasztiszait



tartalmaztak. Iranyitott plasztiszatvitelt el6szér két dohanyfaj (Nicotiana tabacum és
N. sylvestris) k6zott sikerllt elérni, sztreptomicinrezisztenciara valé szelekci6 és a
sejtfiziéban részt nem vett hartyassejtek kémiai inaktivalasanak kombinaciojaval
(Medgyesy és mtsai, 1980). E munka volt egyetemi doktori dolgozatom témaja. A
kovetkez6kben tézisszerlien foglalom Ossze a plasztiszok molekularis és

sejtgenetikaja terén azota elért eredményeimet.

EREDMENYEK

1. Plasztiszok sejtfuzidval torténé atvitele olyan novényfajok kozott
lehetséges, melyek rendszertanilag mérsékelt tavolsagban vannak

egymastol

A plasztisz-DNS-re jellemzé a torzsfejlédés soran megbrzédott genomaosszetétel,
génelrendez6dés és nukleotidsorrend. A plasztiszok tehat altaldaban hasonlo
génkészletet tartalmaznak rendszertanilag tavoli névényfajokban. A plasztisz-DNS-
re a nukleotid-sorrendet tekintve is jellemz6 a lassu valtozas.Ugyanakkor a
plasztiszok fehérjéinek nagyrésze a sejtmagban irédik at, és a sejtplazmaban
torténd szintézis utan kerll a plasztiszokba. A plasztiszok (és az egész sejt)
hatékony mukoddésének feltétele a k6zos fehérjegyitteseket alkotd, de kilonbozé
genomokban atirod6 fehérjék dsszehangolt szintézise, céliranyos szallitasa és
pontos Osszeéplilése. A szabalyozas bonyolultsagat fokozza, hogy annak finoman
kell alkalmazkodnia a novény fejlédése és a kornyezeti hatasok altal megkovetelt

igényekhez is. Mindezek alapjan nehezen volt megitélhetd, hogy a plasztiszok



sejtfuzion alapuld iranyitott atvitele mennyire széleskorlien hasznalhato.
Kisérleteinkben a burgonyafélék csaladjan beltl kilonb6z6é rendszertani
tavolsagban |évé novényfajok kozott probaltunk meg plasztiszatvitelt elérni. A
donor plasztiszok szelekciéjat antibiotikumrezisztencidjuk vagy egyszer(
zoldul6képességik alapjan értik el, mely utébbi esetben a sejtmagdonor
novényfaj albin6é plasztiszmutansat hasznaltuk (Medgyesy és mtsai, 1985a). A
plasztiszdonor novényfaj sejtmagjanak kizarasat a cibrid sejtekbdl gy értuk el,
hogy e hartyassejteket sejtfizio elétt a kromoszéméakat erésen karositd mértékben
besugaroztuk. N. tabacum és az ugyanabba az alcsaladba, de masik
nemzetségcsoportba tartozé Salpiglossis sinuata k6zott mindkét iranyban lehetett
plasztiszatvitelt elérni, és az Uj sejtmag-plasztisz kombinacioju névények normalis
zoldulési és novekedési képességet mutattak (Thanh és mtsai, 1988). Ugyanezen
munka soran N. tabacum és a masik alcsaladba tartozé Solanum nigrum kozott is
megprébaltunk plasztiszatvitelt elérni, azonban nem sikerilt z6ld sejtkoloniakat
kapnunk a sejtfuziokb6l szarmazé tenyészetekben. Nem kozolt, késGbbi
eredményeink szerint e tavoli kombinacioban is lehet cibrid névényeket elballitani,
de ezek gyengén novo, zoldulésképtelen novénykék, melyek a két faj sejtmagja és

plasztiszai k6z6tt fellépé nagyfoku dsszeférhetetlenséget bizonyitjak.
2. Plasztiszok sejtfuziét kovetd genetikai rekombinacidjaval a
plasztiszgenom részleges atvitele érheté el, rendszertanilag tavoli

novényfajok kozott is

A hartyassejtek egyesitésével létrehozott sejtekben a két szil6 plasztiszai kozott



létrejdhet véletlenszerli osszeolvadas, amit DNS-kicserélédés kovethet. Az igy
létrejott DNS-molekulak, ill. az ezeket tartalmazé plasztiszok a sejtosztodasok
soran a véletlenszer(i szétvalas szabalyait kovetik, ezért elvileg lehetséges volt
olyan ndvények elballitasa, melyek minden sejtje genetikai rekombinacioval
dohanyfaj, N. tabacum és N. plumbaginifolia plasztiszmutansait hasznaltuk. Az N.
tabacum mutans sztreptomicin- és tentoxinrezisztens, ugyanakkor albiné volt. Az N.
plumbaginifolia mutans z6lduléképes plasztiszai linkomicinrezisztensek voltak. A
sejtfizié utan sztreptomicin jelenlétében szelektalt zoldal6képes noévények kozott
egy sejtmagi hibridet talaltunk. E névény sztreptomicinrezisztensnek, ugyanakkor
tentoxin- és linkomicinszenzitivnek bizonyult, vagyis az egyik, ill. a masik szil6
plasztiszaira jellemzd két-két genetikai bélyeget egyittesen tartalmazta. Restrikcios
endonukleazokkal nyert plasztisz-DNS-fragmentumok mintazata alapjan
kimutathato volt, hogy a rekombinans plasztiszgenom mozaikszer(ien épllt 6ssze a
szll6i plasztiszok DNS-szakaszaibdl (Medgyesy és mtsai, 1985b; Medgyesy,
1990). Genetikai rekombinacié révén részleges genomatvitelt tudtunk elérni
rendszertanilag tavoli névényfajok plasztiszai kozott is. Ebben a kisérletben albino
N. tabacum plasztiszmutanst és zoldiléképes S. tuberosum névényt hasznaltunk,
mely utobbi hartyassejtjeit fuzio el6tt besugaroztuk. A kisérlet soran sikerdlt olyan
z0ldul6kepes dohanyndvényt eldallitanunk (Thanh és Medgyesy, 1989; Medgyesy,
1994), melynek plasztisz-DNS-e a dohany és a burgonya plasztiszgenombol
szarmaz6 részek stabil mozaikjabol allt (,dohagonya” plasztiszgenom). A
plasztiszrekombinans dohanynovény novekedése és zoldulGképessége teljesen

normalis volt, bizonyitva, hogy plasztiszok kozotti genetikai rekombinacidval



korlatozott génatvitel érhetd el olyan névényfajok kdzott is, amelyek kozétt a teljes
plasztiszgenom atvitele, ill. kicserélése nem lehetséges. Plasztiszrekombinansok
eléallitdsaban a szigorl sejtszintl szelekci6 bizonyult kulcsfontossagunak (Malone

és mtsai, 1992).

3. Plasztiszok kozvetlen genetikai transzformacidja hartyassejtek

egyszerii kémiai kezelésén alapulé DNS-felvétellel is elérhetd

A teljes plasztiszgenom rekombinacidjan alapulé génatvitel hatékonysagat
csokkenti, hogy ilyenkor szamos, véletlenszerl rekombinaciés esemény torténik a
plasztiszgenom teljes hosszaban. A DNS-kicserélédések véletlenszertisége
kovetkeztében tehat a génatvitel mértéke nem iranyithat6. A tul nagy szamu
plasztiszgén atvitele példaul a dohagonya plasztiszrekombinansban nagyon
megneheziti a sejtmag-plasztisz egyittmikodésben donté szerepet jatszo gének
azonositasat. A probléma megoldasat a plasztiszok kdzvetlen genetikai atalakitasa
jelenti. Ennek leghatékonyabb médja az, amikor egy meghatarozott gén homoldg
rekombinaciéval modositott vagy mikodésképtelen valtozatra cserélheté. Ez a
megkozelités az egysejtii-egyplasztiszos zoéldalgakban biolisztikus transzformacios
modszerrel igen eredményesen mikddik. Az un. "génpuska" hasznalatan alapulé
maddszer azonban a soksejti-sokplasztiszos magasabbrendl novényekben
szamos elvi és technikai ok miatt kevésbé hatékony, és a beruhazasi igénye is
jelentés. Célunk az volt, hogy plasztisztranszformaciét lehessen elérni
hartyassejtek egyszer(i, kémiai kezelésen alapulé6 DNS-felvételével, mely lehetéveé

tenné egysejteredetii plasztisztranszformansok hatékony sejtszint(i szelekciojat.



Kisérletinkben egy olyan klénozott plasztisz-DNS-szakaszt hasznaltunk, mely egy
mutans, 16 S Ulepedési allandoval jellemzett riboszomalis RNS-gént tartalmazott.
A génben két pontmutacié sztreptomicin-, ill. szpektinomicinrezisztenciat okozott.
Az egy N. tabacum plasztiszmutansbdl szarmazé klonozott DNS-szakaszt
polietilénglikolos kezeléssel juttattuk be N. plumbaginifolia hartyassejtjeibe. A
kettés rezisztenciajuk alapjan szelektalt novények molekularis analizise is
bizonyitotta, hogy a hartyassejtekbe bejuttatott transzformacios vektor a
plasztiszokba is bejutott, és a rezisztenciat hordozé plasztisz-DNS-szakasz stabilan
beépllt a vad tipusu plasztisz-DNS-be (O’Neill és mtsai, 1993). A kozvetlen
plasztisztranszformacio figyelemre mélté sajatossaga, hogy a plasztiszgének
beépullése mindig hasonlé nukleotid-sorrendl szakaszok kozotti, helyspecifikus
DNS-kicserélodéssel torténik. Ez lehetévé teszi az egyes plasztiszgének nagy

hatékonysagu, célzott atalakitasat.

4. A nem teljesen homolég (homeoldg) DNS-sel térténé plasztisz-
DNS-transzformacié hatékony, és tobbszoros rekombinacion keresztiil

torténik

A szintestek genetikai transzformacidja magasabb rend(i novényekben egyre
inkabb rutineljarassa valik, mégis nagyon kevés adat van a transzformécié soran
lejatsz6d6 DNS-beépilés sajatossagairdl. A szakirodalomban eddig megjelent
plasztisztranszformécios kisérletekben a bevitt és a transzformalt plasztisz-DNS-ek
telies homolégiat mutattak, és a beépllés helyspecifikusan, homolog

rekombinécidval tortént. Ez akkor is igaz volt, amikor idegen gént vittek be, ui.



ezekben az esetekben homolég hatarolé szakaszokat hasznaltak, tehat a
tényleges rekombinacio teljesen homolég szakaszok koézott tortént. Kisérletinkben
azt vizsgéaltuk, hogy magasabb rendld novényekben részlegesen homoldg
(homeoldg) plasztisz-DNS haszndlata hogyan befolyasolja a DNS-integraciot. A
pSSH1 jelli plasztisztranszformacids vektor egy Solanum nigrum (fekete csucsor)
plasztiszmutansboél szarmazd, 7,8 kbp hosszisagu plasztisz-DNS-szakaszt hordoz.
Ezen DNS-szakasz nukleotidsorrendje, a szelektalhaté szpektinomicin- és
sztreptomicinrezisztenciat okoz6 mutaciok mellett, 6sszesen 2%-nyi fajspecifikus
eltérést mutat a Nicotiana tabacum (kdzonséges dohany) megfelel6 plasztisz-DNS-
szakaszaéval Osszehasonlitva. Ezt a részlegesen homoldg
plasztisztranszformaciés vektort dohany-hartyassejtekbe (protoplasztokba) vittiik be
polietilénglikolos kezeléssel. A feltételezett plasztisztranszformans sejtkoloniakat
szpektinomicinrezisztenciajuk alapjan izolaltuk, majd a regeneralt névényeket
sztreptomicinrezisztenidjuk és a plasztisz-DNS-ik restrikcidés-fragmentmintazata
alapjan azonositottuk. Meglepé médon a homeolég Solanum-plasztisz-DNS-sel
torténd transzformacié gyakorisdga (atlagosan egy plasztisztranszformans 104
sejtkolénia kodzott) nagyon hasonld volt a homolég plasztisztranszformacios
kisérletekben kapott gyakorisdgokhoz. Tizenegy transzformans névény plasztisz-
DNS-ét nukleotidszekvencia-analizissel vizsgaltuk. Osszesen 14, a donor DNS-re
vizsgaltuk meg mindegyik plasztisztranszformansban. Meglepé médon azt mutattuk
ki, hogy a transzformansok 70%-aban a donor DNS helyspecifikus beépulése
szamos belsé rekombinacios esemény kozvetitésével jatszodott le, vagyis a DNS-

integraci6 mozaikszer(ien tortént (Kavanagh és mtsai, 1999). Mas genetikai



rendszerekben a DNS-szakaszok nukleotidsorrendjének 1%-os eltérése a
transzformacio, ill. rekombinacié hatékonysagat 10-100-szorosan csokkenti, és a
homeol6ég DNS-szakaszok leggyakrabban egységes darabként éplinek be. A
homeoldg rekombinacié gatlasat ezen esetekben egy specialis hibajavito
rekombinaciés rendszer (mismatch repair system) miikodése okozza. Ezen
eredmények fényében a magasabb rendl ndvények kloroplasztiszaiban a DNS-
rekombinacié altalunk kimutatott moédja egyedulaliénak tinik, melynek egyik
lehetséges magyarazata az, hogy a citoplazmas organellumokra jellemzé anyai
6roklédés miatt a novényi kloroplasztiszoknak nincs szexudlis életiik. Mivel a
plasztiszgenom integritdsat nem veszélyezteti eltér6 nukleotidsorrendli DNS-ekkel
valé rekombinéacid, feltehetéen az ezt kivédendd specidlis rendszer az evollcio
soran leépilt. Ennek kovetkeztében a mesterségesen bevitt homeoldg DNS
beépllése hatékonyan, kizarolag a RecA-tipusu homol6ég rekombinacios rendszer

hatasa alatt torténik.

5. Korszerli magyar nyelvii szakirodalom

Elkészitettem az els6 magyar nyelvi, végzés hallgatoknak, ill. doktorandusoknak
ismertetd leirdst (Medgyesy, 1999). E munka soran szamottevé eréfeszitéseket
tettem a magyar nyelv, mint ,masodik szakmai nyelv” mivelésére, kdvetkezetesen
magyarra forditva a széleskorlien hasznalt laborszlenget, ill. a magyarul ragozott
angol és mas idegen szavakat. Jelenleg a plasztiszok és a mitokondriumok

klasszikus és sejtgenetikdja targyaban készitek hasonlo konyvfejezetet.
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