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1 .BEVEZETES

Napjainkban a novények genetikai anyagénak
mbédositiasiban egyre nagyobb szerepet kapnak a molekul&ris-
és sejtgenetikai médszerek. Ezek segitségével
megvaltoztathatd mind a nukle&ris, mind az extranukleiris
orokitfanyag, idegen DIS juttathatd a genomba. Az idegen
genetikai informécidt hordozéd névény elallitésénak
alapjéul a szomatikus sejtek novényregeneréicids képessége

o

szolgél. Ez azt jelenti, hogy differenci&lt novényi szovetek

mesterséges Lkorilmények kozt dedifferenci&ltathatdk, ilyen
&llapotban fenntarthaték és ebbdl ujra novénnyé
regeneréaltathatdk. S56t, lehetéség van sejtfaluktdl

megfosztott egyedi sejtjeikbdl, protoplasztjaikbdl is

novényeket kapni. Ezért a sejtgenetilai manipulécids munke

gyakran protoplasztokon +torténik. oz 4ltaliban mutécidk
indulk&léasit, valamint idegen genetikai anyag bejuttatésat

jelenti. A 1leghatékonyabb DNS bevitel jelenleg a kétsziki
novények esetéban egy természetes vektor, az Agrobaktérium
segitségével +torténik. A talajban tzlilhatd Agrobaktériumok
ugyanis rendelkeznek olyan funkcidkkal, melyek lehetdvé

teszik hogy a sériilt novényi feliileten a baktérium genetikai

anyaganak egy része behatoljon a novényi sejtekbe, és
beépilil jon annak orokitd anyagébea. Ezt a természetben

eléforduld jelenséget fel lehet haszn&lni kiilénbozd izolalt
gétnek novényi sejtbe juttatéasidra. A mddositott genetikai
anyagu sejtekbdl ezutén szévettenyészétben megfeleld
hormonkezelésekkel nodvény regeneréltathatd, melynek minden

sejtje a megvéltoztatott DIS-t hordoz:za.
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Az ilyen DNS manipulicids megktzelitések azonban csak
azokon a novényeken alkalmazhatdk, melyeknél
médszertanilag nem jelent problémét a kalluszbdl vagy
protoplasztbdl torténd novényregeneracid. Emiatt ezekben
a nmunkiékban id&aig csak néhény - els8sorban Solanaceae
csalddba tartozd - novényfajt lehetett alkalmazni.

Iunk&m célja az volt, hogy lucern&ra olyan hatékony
szovettenyésztési rendszert dolgozzak ki, melynek
felhasznilasé&val lehetdség nyilik e fontos mezbgazdasagi
novény genetikai anyagénak mbdositéaséara. A megfeleld
szbvettenyésztési rendszer birtok&ban médom volt az
Agrobaktériummal torténd génbevitel és a protoplaszt fuzid
mbddszerét haszn&lni idegen informécidt hordozd lucerna
novény elfadllitéaséara.

Az Agrobaktérium segitségével kanamicin rezisztenciéat

biztositd gént juttattam a lucernédba. Igy ezek a novények

szovettenyészetben szelekté&lhatd tulajdonségggl
rendelkeznek. Nagy elényiik, hogy szomatikus
sejthibridizicids kisérletben kézvetlen  mddon lehet
sejtjeiket szelekté&lni. Igy szomatikus hibridizacidban
fuzids partnerként szolghlhatott egy mezbgazdasagi
szempontbdl fontos, herbiciddel szemben rezisztens,
novényregeneracidra nem képes lucerna sejtvonal

jellemzéséhez. A protoplasztok fuzidja utédn a szomatikus
hibrid sejteket kettds (kanamicin+herbicid) szelekcidval
lehetett kisziirni. Biokémiai markerekkel tanulményoztam a
szelektalt koldbniék fuzids eredetét és a

novényregenerécids képesség helyreidllitésinak lehetdségét.



eredmények megterentettélk

Az eddig elért
lucerndn tovaAbbi genom manipullcids munkéak
melyekltel 1lehetdség nyilik sz&mos biolébgiai
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Roviditések

2,4-D: 4-dikloro-fenoxi
NES naftil-ecetsav

IES indolecetsav

BA benzil-adenin

Km kanamicin

PPT foszfinotricin

GS glutamin szintaz

PEG poli-etilén glikol



2.IRODALHI ATTEKINTES

2.1.5zomatikus sejtek regenericidja novénnyé

A nbovények specilis sajhtosséga szomatikus sejtjeik
totipotenciija. Ez a képesség lehetdvé teszi, hogy
differencialt sejtjeik megfeleld koriilmények kozt,
mesterségesen kivaltott sejtosztddésok révén uj

egyedfejlddési programot kezd jenek. E folyamat eredményeként
a szomatikus sejtekbdl névények fejlddhetnek.

A pillangds viridgu novények esetében kevésbé ismertek

azok a szovettenyésztési Lkoriilmények, - téptalaj makro- és
mikroelem vagy hormon Osszetétele—, amelyek optimalizéléasa
sziikséges a ndvényregenerécidhoz. Szemben més,

szovettenyészetben kénnyen kezelhetd, ezért a vizsgédlatokban

gyakran haszn&lt novényfajjal, - mint a Nicoti-ana tabacum,
Petunia hibrida, Daucus carota - &a gazdasigilag fontos
pillangéds viraguak mir t6bb nehézséget témasztanak. A

szovettenyésztési lehet8ségek korlatozottsighra utal, hogy
legtobbjlik esetében a novény felnevelés csak
kallussztvetekb8l kiindulva sikeres. Protoplaszt eredetii
sejtekb8l mindezid&ig c¢sak Trifolium és Medicago fajokon
irtak 1le névenyregeneréciét 1,2

A  szomatikus sejtek regeneré&cids képessége a lucernénél
is, akarcsak sok mis novényfaj esetében 3,4) nem csak
fajtatdl, hanem ezen Dbeliil genotipustdl is Tfiligg. Ezért

kiilonboz8 1I. sativa egyedek vizsg&latakor akér 0-100% kozt

valtozhat a regenerécids gyakoriség, teljesen azonos
tenytsztési feltételek mellett (5). Ennek  az eltérd
viselkedésnelk az alapjét a vopulbcid genetilkai

hetecrogenitisa adja.
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A  lucerna wugyanis tetraploid kromoszdma A&llomanyu és
idegen megporzéasu novény, ezért sokféle kombin&cid

alakulhat ki a kiilonbozd egyedek 6rokitd anyagiban.

Szovettenyészetben jél regenerild, valamint
.3 -z ra . . | .
regenerécraa nem lcépes lucernik ivaros utddaiban

vigscbtltal: e saiftsébr mermvilvAnulasé
L0 0 Cvas PDCy v O Qs A Gty == Vi L oy

t. A kavott eredmények
alapjén azt a kovetkeztetést lehetett levonni, hogy a
szomatikus regenericids képesség az adott kisérletben két
dominéns gén jelenlétéhez kapcsolhatd (6.) MNas novényfajok

esetében is a regenerécids képesség ivaros keresztezésekben

dominans jellegként viselkedett (103.).

Az  eddig megjelent kisérleti eredmények alapjén
megillapithatd, hogy & novényi sejtek totipotenci&janak

megnyilvinulasit meghatirozd genetikai tényezdkrdl még igen
kevés informécid &1l rendelkezésiinkre.

”

Az elsGdlegesen fontos genetikai adottsidg mellett kiilsé

tényezlk - taptalaj, hormontsszetétel, ezek id8beni
viltogatidsa - Dbefolyhsoljak a szomatikus sejtbd8l wvald

novényregeneracid folyamatét.
A szovettenyészetben vald ndévényregenerécidnak két

alaptipusa van: a) organogenezis, b) szomatikus embrid

a) A dedifferenciadlt kallusszovetben az egyes szervek -
hajtés, gyokér - kialakulasa egyméastdl elkiiloniilten megy

végbe. A téaptalaj hormontartalma, valamint a citokinin/ auxin

tipus hormonok arédnya hatérozzidk meg, hogy hajtis vagy
gyokér differenci&lébdasa kivetkezzen-e be. iz a tipusu
regencrbcid e¢lsGsorban a Solanaceae csalid tagjaira

jellemzé.



b) A szomatikus embriogenesis sorin a zigotikus

embridhoz hasonld struktura jelenik meg a kallusz vagy

protoplaszt eredetii szovetben. A igy fejlddd embridk
alakja jé1 defini&lt: globularis, sziv, mejd torpedd

sthidiumai vannak. Feltehetden ez a struktura egyetlen sejtbdl

alakul ki (9,84). Az ilyen tipusu regeneracid szimos
novényfajra jellemzé, koztiik a lledicago ¢&és Trifolium ..

fajokra is (10).

Kifejezetten 1lucernéra jellemzd sajhtség azonban, hogy az

z.

embridl: indukilasidhoz 3-10 napig tartd igen magas, (10
ng/l) 2,4-D indukecid sziiliséges (7). Sok mas ndvénynél ilyen
erls auxin kezelés mir toxilus lenne. Az ic  jellegzetes

r a 2,4-D

&
.“\

sajétosséza a lucerné&nzlzr, hogy &z embridk
jelenlétében is kifejlSdhetnek (11).
Ezekx a sajatségok érvényesek a protoplasztbdl vald

névényregenerficibéra is. Tobbféle lledicago faj esetében

M. sativa,M. coerulea, . glutinosa) jelent mir meg

publikécid mind kallusz, mind protoplaszt eredetil anyas

regeneracid jardl (2,12,13). Ennek ellenére a lucernin
szovettenyészetben végzett genetikai manipulécids munkak

széma elenyészd.

2.2.5z6vettenyészetben alkalmazott zenetikai manipullcids
24

mddszerek

A szomatikus sejtekbdl vegy saovetelk
ndévényregenericid lehetdsége mbéot ad ar
ivaros folyamatok megkerilésével ezen az 'uton

génilloményu névényeket 41litsunlz 216. A czorn

genetikai manipulicidjéra leginkébb haszniélt
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1.DNS transzformacid (Agrobaktériummal vagy izol&alt DNS-
sel)

2. szomatikus sejthibridizécid
3. in vitro végzett muténs izolalés.

2.2.1. DS transzformécid Agrobaktériummal

Az izol&alt DNS fizikai-kémiai médszerekkel is
bejuttathatd a novényi sejtbe - elsl8sorban protoplasztba -,
ahol a sejtmagot elérve a genomba is beépiilhet.(Err6l a
teriiletrd8l jé& ©Osszefoglaldk &llnak rendelkezésiinkre, pl.
101). E mbédszer transzformécids hatékonységa (1-2%

azonban jéval kisebb, mint a természetes génvektorral, az

Agrobakteriummal t5rténd génbevitelé. Az utébbi mdbddszer
mésik nagy elénye, hogy nem sziikséges (bar lehetséges)
protoplasztokon dolgozni, elegendd a kalluszbdl vald
ndvényregeneracid a transzforméns novény elfallitaséhoz.
Alkalmazésénak korlatot szab az, hogy segitségével olyan

tulajdonsbgok &tvitelére keriilhet sor, melyekért felelds
gének nint klbnozott DHS szekvenciilk &llnak
rendelkezésiinkre. Tovabb&a &ltal&nosan elfogadott, hogy csak a
kétsziki névények kdrében haszn&hatd.

A talajban el8forduld Agrobaktériumok a kétszikii
novények sériilési feliiletén daganatképz8dést vagy Dburjéanzd
gyokeresedést okoznak (14,15). Az Agrobaktériumok virulens
torzseiben egy nagy (140-240 kb) un. Ti (tumor inducing)
plazmid taldlhaté (16,17). Amikor ezek a baktériumok sérilt
novényi feliilettel keriilnek kapcsolatba, a Ti plezmid
meghatérozott része, &az un. T-DHS transzfer&lddik a novényi

sejtbe és integralddik annak genomjiba (18,19).
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A T-DIiS kiilonbozd séneket kédol, melyek eukaridta
promoterrel rendelkeznek; ezek tehat kifejez8dhetnek a

névényi sejtben, ahol uj enzimek termelddését inditjék meg

(20). A egyik ilyen enzim - amit az un. "tmr" gén kdédol - a
citokininek Dbioszintézisét iranyitja, masik kettd - "tms1" és
"tms2" +terméke auxin tipusu hormon termeléséért - z.0=
felelds (21,22). Ezeknek a ndvényi hormonoknak a

tultermel8dése okozza a jellegzetes szidvetburjénzé&st, tumoros
szdvet kévnzddését (23).

A Ti plazmidon levd T-DNS-t két 25 b&azisp&r hosszuségu
un. direkt ismétlddé szekvencia hatirolja (24,25). Ezek a

ekvenciik kiildnbiztetik mneg a T-DIS-t a plazmid tobbi

részétdl, ugyanis c¢sak ezen hatarrégidk kozt elhelyezked(

DHS szakasz fog transzferadléddni és integrilddni a
novénybe (26). Ezt a folyamatot a 3% | plazmid nemn
transzferdlddd régidjéban levd un. Yyiph gének

termékei, valamint més, a baktérium kromcszdmédjan levs

"ehv" gének miikddése szabilyozzik (27). A kromoszdmélis
gének konstitutivan miikddnek, a "vir" gének aktivalasé&t a
sérilt névényi sejtekben termeldd fenolos vegyiiletek

befolyésoljak (28).

Az utdbbi id8ben valt ismertté,

oy
]
C3
4
N
0

transzferédlddis folyamata sorén intermedierként eldszdr egy
egyszalu, lineAris T-DNS molekula keletkezik (58).

A 8-23 kb hosszu T-DiiS—en a hormontermelésért felelds
géneken kiviil kiilonleges aminosav zdrmazékok, un. opinok
(octopin, nopalin, mannopin stb.) szintéiisét biztositd
gének is vannak (30). Ezek az anyagcsereterméliek normilis

novényi szdvetben nem fordulnak eld, és csak az adott tipusu

Agrobaktérium képes tapanyagforrasként felhaszn&lni (31).



12

Az opinok Jelenlétének kimutatésa a ndvényi szdvetben a

[S3)

transzformbcids esemény egyik bizonyitéka.

A rendkiviil intenziv kutatédsok eredményeként hamarosan
ismertté vAlt, hogy a T-DNS integr&lddésé&hoz a rajta levé
szekvenci&k kozil elegend8 a jobb hatéarrégid jelenléte.
(32.), igy - tobbek- kozt a hormonszintézisért felelds gének

is elimin&lhatdk. Génsebészeti mddszerekkel ezeket a DIS

szakaszokat eltavolitottdk. Az ilyen un. '"disarmed" T-DNS

integrildbdésa nen jar szbvetburjanzéssal, mivel nemn
viltoztatja meg tobbé a sejtek endogén hormonszintjét.

Ezekb8l a szdvetekbdl 1lehetséges a novényregenerédlas (33).
Mivel a "vip" gének transzferild hatauskat "transz"
helyzetben is kifejtik -azaz akkor is hatnak, ha nem a Ti
plazmidon, hanem a bakteri&lis kromoszdmén vagy egy masik
plazmidon vannak - ezért lehetséges volt az un. Dbinaris
velttorok kifejlesztése (34). A binAris vektorokban &ltaléaban
két plazmid van jelen: egyik tartalmazza tébbek kozt a '"vir"
funkcidju géneket, a mhsik a jél lersdviditett T-DHS-t,
valamint a nopalin szinté&z gént. Ezen a kis méretii plazmidon
van még egy olyan faktor is, mely lehetdvé teszi a plazmid
E.coliban vald replilk&lédéasat. Igy a "genetic
engineering" azaz valamilyen génnek a T-DliS-be t&rténd
helyezése a mar jél ismert, konnyen kezelhetd E.coli
rendszerben +tdrténhet, s uténa mobiliz&ljak a plazmidot a

vir funkcidkat is tartalmazd Agrobaktériumba. Izzel

]
S

. A

térténilk majd a nivény transzformicidja. A +transzformélt

<

-}
5"\

sejtek szelekt&llisébra antibiotikummal (kanamicin,
kloramfenilol, higromicin) szembeni rezisztenci&t Thiztositd

balkteriflis eredetii géneket "varrtak" a T-DlS-en levd,
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novényi sejtben konstitutivan miikodd nopalin szintdz gén

promotere miégé (35).

Bzek az uj konstrukcidk lehetévé teszik Dbarmilyen
izol&alt gén bejuttataséat a novényi sejtbe, S nem
interferélnak a noévényregenericidval sen. Az ilyen

névényekben a T-DNS &a meiozis sordn fennmarad és Hendeli
6roklédést mutat (36,37,38).

Ujabban egy természetben is el&forduld dohinyfajban 1is
sikeriilt kimutatni bizonyos Agrobaktérium eredetil szekvenciik
letet (39).

Bar szémnos kétszikil ndvényen sikeriilt mdr optimalizédlni
az Agrobaktérium mediilt génbevitel mbdszerét,
pillangdbsokon id&ig elenyész8 sikeres kisérletrdl sz&moltak

D . s ’ N i S
be. Szdja esetében transzformins, hormon auxotrof szdvet

»n

o

el8allitéas&t irtak 1le (40). Mivel a szdvettenyészetben vald
novényregenerilés a szbjan&l még nem tekinthetd jd1
kidolgozottnak a nem transzforml&ns szdvetek esetében sem, nem

meglepd, hogy transzformé&ns ndévényt még nem &llitottak eld.

Hasonld a helyzet bab és borsd esetében is.

M. sativa esetében Illariotti et al. 1%84-ben irt le
baktériummal kezelt vagott szarfeliileten torténd
tumorképzddést. A transzforméacid tényét a tumor szdvetekben

octopin 1ill. nopalin jelenlétének kimutatisé&val Dbizonyitotta
Ujabban X. Vebbnek is sikeriilt igen korilményes mddszerrel,
vagott szarfeliiletre torténd baktérium inokulé&léssal
tumorképzést elérni kiilonb&zd8 lledicago és Trifolium fajokon
(42). Tekinettel arra, hogy az &ltzala haszntlt Ti plazmid
hormon szintézisért felelds régidkat tartalmazott, a

novényregenerécidt nem sikeriilt megoldania.



14
Az Agrobaktérium medialt génbevitel felhasznéalé&séaval
egyre tobb érdekes eredmény sziiletik a novényi gének
megnyilvénulésénak tanulminyozisdban és gyakorlati iré&nyu
kutatasokban egyarant (1.abra). Az 1. &br&dn bemutatott
kisérletekben recipiens ndvényfajokként doh&nyt, petuni&t és
napraforgdt haszniltak. Novényregenerélést ezen utdébbi

faj esetében még nem sikeriilt elérni.

izolé&lt gén - eredete expresszid irod.
ovalbumin csirke RNS 43
fazeolin bab fehérje 4La 45

ribulédz 1,5-bifoszfat

karboxiliz kis alegység borsd fehérje 46
B conglycinin szbja fehérje 47
ndévekedési hormon ember RNS 48

kloramfenikol-acetyl-

transzferaz baktérium fehérje 49
neomicin-foszfo-

transzferéaz baktérium fehérje 50,

glyfozat rezisztenciéért

felelds gén baktérium fehérje 97
zein gén kukorica fehérje 99
1.&48bra

Agrobaktérium segitségével novényi sejtekbe juttatott

idegen gének és megnyilvanulésuk
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2.2.2.5zomatikus sejtek hibridizhcidja

2.2.2.1.Protoplaszt fuzid

A  vékony membrannal hatarolt protoplasztok megfeleld
cezeléseklkel (polietilén glikol vagy elektromos erdtér
hatasara) osszetapaszthatdk, majd membranjuk fuzidjat
kbvetden citoplazmijuk és magjuk egyarint Osszeolvadhat.
Ezzel mindkét sziild intra- é&s extra nukleiAris genetikai

anyaght hordozd szomatikus hibrid sejt johet létre.
Ez a médszer lehet8séget nyujt uj, ivaros keresztezéssel
nem megvaldsithat genetikai kombinAcidju novények

z. 1

eldallitéséra. Leggyakrabban a kovetkezd teriileteken

alkalmazziak:

a)természetben nem keresztezddd fajok hibridjeinek

létrehozésa

Kozeli rokon fajok protoplasztjainak fuzidjakor a
hibrid sejtekben z2lz&r mindkét genom jelen lehet anéllkiil, hogy
komolyabb inkompatibilitisi o»problém&k lépnének fel. Tavoli
fajok szomatikus hibridjeinél <c¢sak a genom egy részének

bevitelére és fennmaradiséra van redlis esély (101).

b)citonlazna alkotdrészek bevitele protoplaszt fuzidval

Ez 1lehetdsé~get nyujt a mitokondrium és a kloroplaszt DNS-
e altal kddolt, sajatsagoknak (pl.himsterilitas) uj
nukle&ris h&ttérbe helyezésére (100.).

d)sejtvonalalk muticidjénak genetikai analizise

Amennyiben nem sikeriil névényt regeneré&lni a
szovettenyészetben 1izolalt ismeretlen sajatségu mutécidt
hordozd anyagbdl, akkor a mutécid genetikai jellemzésére
(dominéans, vagy recessziv jelles,) csak szomatikus

hibridizé&cidval nyilil: lehetdség.
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e) A regenericids képesség helyredllit&sa szomatikus

hibridizacidval

A novényi szovettenyészetben 1izo0ldlt muténs sajétosségu
sejtvonalak gyakran a tul hosszu ideig tarté
dedifferenci&lt &llapot miatt nem képesek ujra novényt
regenerédlni. Az ilyen sejtvonalak protoplasztjait vele
azonos vagy rokon faj regeneréabilis protoplasztjaival
fuzion&lva sok esetben sikeriilt szomatikus hibrid novényt
kapni, melyek mutattéak mindkét kiindulési szilé
jellegzetességeit (5,52,53). Arra is van példa, hogy két,
onmagukban regeneracidra nem képes répa sejtvonal
protoplasztjainak fuzid jabdl szhrmazd szomatikus
hibridek névényt regeneréltak (93). Ezek a kisérleti
eredmények arra utalnak, hogy az eddig vizsgélt
novényfajokban a szovettenyészetben vald regenerécids
képesség dominéns sajitséag. Leirtak azonban olyan esetet is,
(két paradicsom faj protoplasztjainak fuzidjit,) amikor a
szomatikus hibrid koldnidk nem fejl8dtek novénnyé (54).
Feltehet8leg ilyenkor a dedifferenci&lt sejtekben tortént
valtozadsok olyan mértékiiek, hogy a regenericibra képes
genetikai anyag miikddését is meggitoljék.

2.2.2.2.Pilllangds virdguakon végzett szomatikus

hibridizAicids kisérletek

A legtsbb pillangds novényfaj esetében
szovettenyésztési nehézségek miatt nem végeztek protoplaszt
fuzids kisérleteket. Lucernén végzett protoplaszt
fuzidérdl 1is alig van informécid.Teule Eveline személyes
kozlése szerint (Laboratire d'Ameliorattion des Plantes,

Orsay, France)
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M. sativa é&s M. falcata levélprotoplasztok fuzidja utéan
szelekecid nélkiil sikeriilt szomatikus hibrid ndvényeket
kapnia, melyek virdgszinben és levéel morfolédgéaban
kiilonbdztek a sziildktdsl.

2.2.3.Mfutansok izol&lAsa szovettenyészetben

Az in vitro szovettenyészetekben spontén kialakuld vagy
induk&lt genetikai vaAltozékonysé&g lehetdséget nyujt muténsok
izolalasara. Ezideig a novények széles korének Dbevonéséval,
nagy szému sejtmagi és extrakromoszom&lis mutanst izoléltak
és jellemeztek. Errdl jé& &ttekintést add irodalom &ll
rendelkezésre (98).

2.2.3.1.Lucern&bdl szdvettenyészetben izol&lt muténs

sejtvonalak

A lucern&bdl izolalt nmutéansok sz&ma ezzel szemben igen
alacsony. A 2. &bradn 1lathatd, hogy -elsdsorban aminosav
analbgokkal, bazis analdbgokkal szemben rezisztenciét
mutatd sejtvonalakat allitottak eld.

2.&4bra
Szovettenyészetben el8&llitott muténs fenotipusu

Medicago sative sejtvonalak

fenotipus irodalom
etionin rezisztens 99,
8-azaguanin rezisztens 56.
bromdeoxy-uridin rez. 56 .
sétiird 57

foszfinotricin rez. 58

5-metil-triptofé&n rez. 93.
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A 2. adbré&n felsorolt esetekben az izolaléas
sejtszuszpenzidbdl tortént, nem protoplaszt eredetii

anyagbdl. Ezekb6l a rezisztens fenotipusu sejtvonalakbédl

egyetlen esetben sem sikeriilt novényt
regenerélni.(A.Atanassov -Inst.Genetics, Sofia- személyes
kdzleménye szerint laboratdriumukban sikeriilt etionin

rezisztens M. sativa novényt elS&llitani.)

2.2.3.2.Herbicid rezisztens novények izol&lé&sa

szovettenyészetben

A sejt- illetve protoplaszt tenyészetek elénye, hogy kis
térfogatban igen nagy szhmu sejt (melynek mindegyike
rotenci&lis novényt jelent) herbicid érzékenysége
vizsghAlhatd, ezért szivesen alkalmazzik ezt a mdbdszert

rezisztens vonalak szelekté&l&sé&ra. HAtr&nya, hogy csak olyan

vegyliletek esetében haszn&lhaté, melyek hatéasukat
dedifferenci&lt szinten —esetleg zold kalluszban- is
kifejtik. i

B&r nagysz&mu herbicid rezisztens sejtvonalat &llitottak
mar 1igy eld, ezekbdl csak néhé&ny esetben sikeriilt novényt

regenerélni, szinte kizardlag a Solanaceae csalddon beliil

(3.abra).
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3.4bra

Szovettenyészetben el8&llitott herbicid rezisztens novények

Herbicid novényfaj irodalom
Izopropil-li-karbamit N.tabacum 60.
Paragat N 61.

" Lycopersicon e. 63«
Pyridine N.tabacum 62.
Triazine o ok .
Amitrol = 65.
Bentazon N.plumbaginifolia 66.

2.2.3.3.Foszfinotricin rezisztens lucerna vonalak

A szbvettenyészetben eldallitott muténs fenotipusu
lucerna vonalak kozil részletesebben foglalkozom a
foszfinotricin (PPT) rezisztens anyaggal, mivel ezeket

haszn&ltam protoplaszt fuzids kisérleteimben.
Az L-PPT &a glutaminsav analédbgjaz, amit a természetben

néhany Streptomyces viridochromogenes gomba faj termel (67).

Bz a vegyiilet a glutamin szintéz enzim miikddését mind
kompetitiv, mind nem kompetitiv mdédon ghtolja (68). Mivel

legtobb ndvényfajndl a szabad ammonia elimin&lé&sé&nak egyetlen

utja ezen enzim altal végzett glutaminsav-glutamin
dtalakulés, (69) a PPT jelenlétében bekovetkezd ammdénia

felhalmozddas a szervezet pusztulasit eredményezi (70).
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A PPT kivaldban megfelel kornyezetvédelmi szempontoknak
(gyorsan Dbomlik, +természetesen is el8forduld vegyiilet),
ezért szAmos helyen alkalmazzik nem szelektiv herbicidként
7). Ha lennének olyan kulturnévények, melyek joél
tolerédljdk a PPT jélenlétét, szelektiv herbicidként is
haszn&lhatni&k. Ezért a HOECHST AG nagyszabisu programot
inditott PPT rezisztens gazdas&gli novények szelekt&léséra,
rezisztencidjuk jellemzésére, az ebben szerepet jAtszd
gének izol&lasara valamint ennek transzform&lésara a

szenzitiv novények sejtjeibe.

E program keretén beliil I, sativa és M. wvaria
sejtszuszpenzidkbédl kiindulva a PPT mennyiségenek

fokozatos emelésével a kontroll szuszpenzidkhoz képest 20—
100-szoros rezisztenciét mutatd sejtvonalakat sikeriilt
izolalni (58).

Az szelekt&ld dgens koncentracidjénak fokozatos
emelésével +torténé muténs izol&lasi stratégia gyakran ve%et
az érintett mechanizmusban felelds DIS szekvenciilk ol%an
amplifikécidjéhoz, mely rezisztenciat biztosit (87). A G.
Donn &ltal kapott sejtvonalakrdl is az deriilt ki, hogy

rezisztencidjuk az amplifik&ldédott glutamin szintaz gén

kovetkeztében megnovekedett enzimszintnek koszdnhetd.

- - ’” . .. ' 4 ’ .
glutamin szintaz enzim a novényekben az ammonia
asszimilécid legelsd lépésében jatszik szerepet. A
rezisztens cejtvonalakbdl izolalt enzim aktivitaséban,

P ’

valamint a PPT g&tlas formAdjhAban nem mértek jelentls eltérést
a lkontroll enziméhez képest, ami arra wutal, hogy nem a

fehérje strukturiéjiban tortént valtozas.
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Ugyanakkor a GS specifikus c¢DNS prbébat hasznélva
kimutathatd volt az enzim mRNS-ének kb. 8x-ros mennyiségiire
vald névekedése. Southern analizissel a GS gén
amplifikéacidja is nyilvanvald volt.
Ezek a sejtvonalak az izol&léas sor&n elvesztették
regenerild képességiiket. Ezért sziikségessé va&lt, hogy a

szomatikus hibridiz&cid mdszerét haszn&ljuk a sejtvonal

tovaibbi genetikai analiziséhez.
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3.AUYAG £S MODSZER

3.1) Novény és baktérium torzsek

Szovettenyészetben jél regenerald M.varia A2

ndvényvonalat Dr. Atanas Atanassovtdl (Bolgar Tudoméanyos
Akadémia, Genetika Intézete, Szovettenyészté Laboratdrium,

Szofia,Bulgaria) kaptuk. A M. coerulea, M.sativa, és

M. +truncatula magok Dr. Bbécsa Ivantdl (GATE Mezdgazdasagi

Kutaté Intézet,Kompolt) szdrmaznak. l.sativa RA3
novényvonalat Dr.D.A. Stewart bocs&totta rendelkezésiinkre.

(Plant. Gen. Inc. Davis, California)

Az Agrobacterium tumefaciens bo42 jelii torzs Dr.G.Antédl

(Inst. of Biol.Chem. Washington State University, Pullman,

USA) szarmazik. Ez a torzs A. tumefaciens C58C1 pTibo542,

pGA471  (72). A pTibob542 plazmid mely hormonszintézisért
felelds géneket is tartalmaz, széles gazdaspektrunu,
hipervirulens fert8zést +tesz 1lehetdvé. A pGA 471 jeli kis
méretii '"disarmed" plazmidon van a nopalinszintéaz enzim
promoteréhez kapcsolva a Tn5-bé1 sz&rmazd neomicin

foszfotranszferidz gén, mely a kanamicin rezisztencié&ért
felel, ezen kiviil colE1 tipusu repliké&cids origo, lambda

kohézids vég, és klbnozé&shoz sziikséges restrikcids

végek.

Az A. tumefaciens A6, T37, C58, valamint ennek muténs Ti

plazmidot hordozéd valtozatait (C8C1pRi15834, C58C1pGv3101,
C58C1B633, C58C1pGv2215, C58C1pGv2250 C58C1pGv4025,
C58C1pGv2024) Koncz Csabatdl kaptam (94,95).
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3.2.)Taptalajok &s tenyésztési kériilmények

m

A Dbaktériumokat a megfeleld i plazmid jelenlétére
szelektald antibiotikumok (tetracikliin 12.5 mg/l, Lkanamicin
100 mg/l) jelenlétében 25-os agaros, LB téaptalajon tartottan.

A novények inoluladléas&hoz &jszakén &t folyadék LB-taptalajban
jél felndtt (0D 550:1.0-1.5) tenyészetet haszniltam.

A hajtastenyészeteket 0.9% agar (Difco) tartalmu, hormon
mentes UMl (73). mediumon, 8:5 l-es iivegeliben sterilen
tartottan.

tadsa steril milanyag petri csészékben,

-

A kalluszok ind
kiilonbozd 2,4-D, NES, é&és BA koncentriacidju Uil és SH (74)

agaros mediumokon tdértént. A regenerilést hormon mentes Uil,

vagy BIY (75) agaros vagy vattés téptazlajokon végeztem.
A folyad ékben torténd embrid indukcidhoz B5N

tenyészmédiumot hasznldltam. Ez egy mbédositott 35 téaptalaj,

(76.) mely 3% cukrot, 500 mg/l meso-inositolt (Sigma), 10
ng/l glutationt (Sigma), 1 mg/l 2,4-D-t (Sigma) és 0.2 mg/l
BA-t (Sigma) tartalmaz. A taéptalajolr tobbi komponense Reanal
gyartmanyu volt.

’.

tenvésztéc

(&}

3.3.) Protonlaszt izolila

f »
o}

A levél eredetii protoplasztok izol&lahsa aprbéra vagott
steril levelekb8l, K75 tenyészoldat (3) és Kao enzim (5) 1:1
aranyu keverékében, &jszak&n &t, rizaths nélkiil tortént. Az
enzimoldat készitésekor a gyarilag elbillitott sejtfalemésztd
enzimeket el6bb Sephadex G-25 oszlopon elvilasztottam a benne

lev8 sbék jelent8s részétdl.

A sejtszuszpenzidt 1:1 aranyban (2ltaldban 10-10 ml-t)

higitottam E1 enzimmel (S6). A protovlasztokat &jszakin &at,

gyenge razatis mellett, (5Q fordulat/perc) izol&ltam.
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A sejtfaluktédl megfosztott sejteket szliréssel és
centrifugilassal (1000 rpm/min) valasztottam el a
tormeléktdl. Hagas ozmotikumu  utdmosd oldattal (UH1,96)
vagy K75 téptalajjal +t6rténd mosids uthn tenyésztésre vagy
fuzidra haszné&ltam Gket.

3.4) Protoplaszt fuzid

A kiilonbozd eredetil protoplasztokat 1:1 arédnyban
Osszekevertem, majd milianyag petri csésze aljhra iilepitettem.
A protoplasztok ©Osszetapasztisa 25%-o0s 6000 D molekulasulyu

polietilén glikol oldattal tértént (97).

Az Osszetapadt sejtek egylittmaradasénak eld8segitésére,
membréanjuk destabiliz&lésé&ra s ezadltal a hibrid sejtek

. e e - o . 2+ ) . ;
gyakorisignak ndvelésére magas Ph-ju Ca €s dimetil-

szulfoxid tartalmu oldattal kezeltem S8ket 2x5 percig.

Ezutén a kimosés U1 oldattal tortént, majd K75
tenyészoldatban maradtak az anyagok. A tenyésztés tovabbi
lépéseit az Eredmények fejezetben részletesen is targyalom. )

Kontrollként a két sziiléd osszekevert de PEG kezelést ném
kapott protoplasztjait, valamint csak egy—-egy partner

protoplasztjait tartalmazd tenyészeteket hasznéltam.

3.5) A nopalinszintiz enzim aktivitAsiAnak kimutatisa

Az Agrobakteriummal transzforméalt névényi szdvetben
miik6dé enzim kimutatésa a szubsztratok (% -keto-glutérsav,
arginin, INADH) novényi kivonathoz adésa utéan 1 bra
inkubaléas elteltével, a keletkezett reakcidtermék
papirkromatografias elvalasztéason alapuld médszerével
tortént (78). Az elS8hivast 0.02%-os orto-fenantrén kinonnal

végezten.
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3.6) Novényi DNS tisztitas, emésztés, agardz gélen vald

elvilasztis, nitrocelluldz filterre transzferélés

Teljes novényi DNS izoldlas Peerbolte (79) méddszerével
tortént. Hind III és Eco R1 emésztést a gyartd cég
(Bethesda Res. Comp.) utasitésai alapjan végeztem azzal az
eltéréssel, hogy az enzimet az elfirtnél 4x nagyobb
mennyiségben adtam a DNS-hez. Az emésztett DNS agardz gélen
vald elvilasztasa, denaturiliésa és neutralizélasa valamint
a nitrocelluldz filterre transzfer&lésa Maniatis et al.(80)
szerint toértént.

3.7) Specifiltus DNS prdb&k izol&lisa, P32-vel torténd

ielslése, emésztett DiiS-hez vald hibridizialés

pSUP1011 plazmid (81) izoladlasa a lianiatis et .al. &ltal
irtak (80) alapjan tortént. EbbS1l a Bgl-Smal fragment
tartalmazza a Km rezisztenciiért felelds Tn5-b38l szé&rmazd
DNS szakaszt (82). Az izolalt fragment radioaktiv foszforral
torténd jelolését Feinberg and Vogelstein (83) random primert
alkalmazd mbédszerével végeztem. A nitrocellulédz
filterre +transzfer&alt DHS-sel torténd hibridiz&las Ilianiatis
et al. (80) mddszere szerint tértént.

A szbjabdl izol&lt auxin induk&lhatd P4 gén cDIS-ét
tartalmazé pBR322 plazmidot J.Key-tdl és T.Ulrich-tél
kaptuk (9). A fragment izolalassa a PSt4 hasitbhelyrdl
tortént.

Autoradiografidt -70 C-on, Kodak XR5 riontgen filmmel

végeztem.
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EREDMENYEK

4.,1.A lucerna szdvettenyésztési koriilményeinek

optimalizélésa

4.1.141.Kalluszbdl torténd novényregenerébcid vizsghlata

kiilonbdz8 lucerna ndévényvonalakon

Tobb lucerna faj, ezen beliil szelekt&lt novényvonal
kalluszbdl vald regenerécidbjit vizsgldltam a mar eddig
leirt téptalaj és hormonkombin&cidk felhaszn&lasaval.
Legtcbb regenerécidt a tobbféle genotipus esetében a
kovetkezd mbdszer szerint kaptam: kalluszosités 3 hétig SH
alaptéptalajon 2-2-2 mg/l 2,4-D, NES és BA jelenlétében,
regeneralas BIY hormon mentes téaptalajon (91) (4.&bra).

4.abra
Kiilonbdz8 lucerna fajok &s ndvényvonalak kalluszaibdl

torténd ndvényregenerébcid vizsgalata

faj inokulumok regener&ald
eredete széama kalluszok szama(db)
II. coerulea levélnyél 2x25 2 db
g anthera 87 23 db
I.truncatula levélnyél 2x25 1 db
" anthera 72 16 db

. sativa var.
Regen S RA3 levélnyél 10 8 db
M varia var.

Rambler A2 levélnyél 10 10 db
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A jd1l regenerild genotipusu il. sativa RA3, és li.varia
A2 1lucerna vonalak barmely szdvetdarabja (gytkér, levél sz&r)
kiilénb8z6 tipusu téptalajokon, (U, MS, Blaydes, ) tobbféle
hormonkombinéiciédval is akar 100%-ban névénnyé

regeneridltathatd gyakorlott szovettenyésztd kezében.

4.1.2. Levélprotoplasztok izolélAsa és tenyésztése

Hunkém soran azt tapasztaltanm, hogy szdmos
publikécidkban nem részletezett tényezd kritikus lehet a
lucerna protoplasztok +tulélése osztddasa é&s regeneriléasa

szempontjabdl. Ilyenek pl.;

- a levelek kora, fizioldgiai &llapota, termosztat szoba

&

hé és fényviszonyai, a levelek vaghsi mddja,

- a protovlasztald enzim tisztaséga: Sephadex G25
oszlopon vald sbdtalanités,
— a protoplaszt izolaléas mddja, hlmérséklete (szdvet-

enzim ar&iny, razatis, 25°C alatt),

Ezelmek a faktorolnak az optimalizélésa empirikusan,
szimos 1izoladlaés tapasztalataibédl tortént. Ezek utén a
publik&alt enzim és taptalaj (2) felhasznalasaval tobb lucerna

X

fajbél is (ll.sativa, M.coerulea, ll.varia, I.truncatula) ép,

jbl osztddd protoplasztokat tudtam izoldlni. Az elért

izol&aléasi hatékonység (1—43406 protoplaszt/gram
levél) nmar elegend§ anyagot ad Dbérmilyen protoplaszton

végzendd kisérlethez (5.24bra).
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5.4bra

HMedicago varia levél eredetii protoplasztok izolalés utén
(300-szoros nagyités)

Ismeretes, hogy &a 1lucerna protoplasztok hajlamosak az
Osszetapadésra és barna, fenolos termék tenyészoldatha
torténd kibocsé&tésira. Ezek miatt a tenyészet napok alatt
bebarnul, a sejtek osztddasa leall, igen alacsony (1%
alatti) a kolénia képz8 gyakorisadg. Ezt a problémat a
protoplasztok 0.8%-o0s agardzba  4Agyazaséval jelent8sen
sikeriilt kikiisz6bolni. A mbdszert mas novényfajok
protoplasztjaira irtadk 1le,(88 ) és sikeresen alkalmazhatd
volt lucernéra is.

Legkényelmesebb Seaplaque gyartméanyu, alacsony
olvadaspontu agardzzal dolgozni, Db&r ennek hiény&ban mas
(Sigma) tipusok is alkalmazhaték. Ezekkel azonban gyorsan

ltell végezni a Dbeigyazést, mivel igen hamar megdermednek.



Az agardbzos Dbeldgyazds torténhet kdzvetleniil az izolalés
utén is, de kisérleteink szerint kedvezlbb a n&hény napos,
f2llal nir rendelkezf sejteken végezni. A rigzitett sejtek
koriil egyszeriibb a téptalajcsere, nemn ragadnak Ossze a

protoplasztok, ennek kovetkeztében a tenyésztés hatékonységa

legalabb egy nagységrenddel javult (6.4bra).

6.4bra
il.varia mezofill eredetii protoplasztok osztddasi

gsyakorisiga agardz beigyazés nélkiil és agardzban

Kiindulé&si osztddéasi koldniaszéam
Tenyészoldat protoplaszt szim gyakoriséag & hét mulva
(1 ml-ben) (3.napon)
X75 1.5-2%10° 25-30 % 212
K75+agardz  1.5-2x10° 70-90 % 8150

A lucern&ra eddig megjelent publikécidkban &ltal&ban
ﬁincs szémadat a tenyésztés hatékonysigéra. Egy kézleményben
ahol emlitik,(91.) 0.05%—o0s koldbnizképzést értek el a
legjobb Lkombinicidban. Az agardzos beidgyazis segitségével

10 %—-o0s vagy tobb is lehet a koldnia képzés gyakorisaga.

4.1.3.A protoplasztbdl vald névényregenerécid

koriilményeinek optimaliziléasa

A kiillonbozé lucerna genotipusok esetében - a kallusz
regenerfcidhoz hasonldan - nagy szhzalékban csak a
szelekt&lt vonalak protoplasztjaibdl szdrmazd koldbdnikk

regeneridltathatdlk névénnyé.
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Laboratériumunkban els8sorban a M.varia A2 ndvényvonalon
folynak kisérletek, igy a regenerécid koriilményeit
ezen tanulményoztam.

A protoplasztbédél vald névényregeneridcidt a lucerna
esetében két uton lehet elérni kiilonbdzd8 hormonkezelések
révén.

a) direkt embriogenezis utjan

b) kalluszon keresztil t6réné regenerécidval

a) Ebben az esetben a protoplasztok osztbddésainak
eredményeként kb 4 hét alatt szab&lyos torpedo vagy sziv
alaku embridstruktur&dk keletkeznek. Ebb81l tovabbi négy hét
alatt hormonok nélkiili téaptalajon kis nodvénykék fejl8dnek.

Direkt embriogenezissel viszonylag gyorsan kapunk novényt,

azonban a sejtek osztddasi szinkronjatél fiiggben a
koléni&dlmak csak 10-50 %—-a képez embridt, a tobbi
kalluszként elpusztul a hormon mentes taptalajon (7.&bra) P

b) A protoplaszt eredetii sejtcsomdkat 4 hét elteltével
tovébbra is hormon tartalmu téptalajon tartjuk, ahol 95-100 %-
ban z8ld, kompakt, esetlegz mhris embridfejlddést mutatd
kalluszt képeznek. Az ilyen anyagot BS5N folyadékban induk&lva
80-100 %-ban regenerdltathatjuk. Ezzel a mddszerrel 4-6
hénapig is eltart a kis novénykék kifejl8dése, de nagyobb a

regeneracid gyakorisaiga, akAdr 100% is lehet. (8.&bra).
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opl izolalas(K75 téaptalaj)

3-6 nap

agardzos beagyazads(0.8% Seaplacqe agazrdz K75 -ben)

1 hét

téptalajcsere (K75, 3% cukor, gliikdz mentes)

kirakés hormon mentes, vattis téaptalajra

3-4 hét

néhé&ny centiméteres ndvénykék kifejlbédése

Direkt embriogenezissel torténd lucerna (M.varia)

protoplasztregeneriacid séméja
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ppl izolalas( K75 téaptalaj)

3-6 nap

agarbzos beagyazis (K75+0.8% agardz)

1 hét

taptalajcsere (K75 ,3% cukor )

taptalajcsere (u.a. mint el8z8)

1hét

kirakads UM 0.5mg/l12,4-D, 0.2.mg/l BA agaros lemezekre

4 hét

egyedi koldni&k tovabbrakéasa

eldz8 taptalajra, vagy BSN 1mg/l 2,4-D és 0.2mg/1

kinetintartalmu folyadékba

4 hét

kifejlédott embridk UM hormon mentes téptalajos vattéra
helvezése
8.&4bra
ll.varia levélprotoplasztok kalluszon 4t tdrténd

regenerécidja
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9.4bra

T

Direkt embriogenezissel kapott !I. varia embridk

10.4bra

Regener&ld lucerna nidvénykék



11.4bra Protoplasztbdl regener&lt névény

34
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4,2.Lucerna transzformicidja Agrobaktériummal

4,.2.1 . Transzforméecid vad tipusu Ti plazmidot hordozd

Agrobaktérium torzsekkel

Kiilonbozd Agrobaktérium torzsek (A.tumefaciens A6,

737,058 wvad 1ill. muténs Ti plazmidot hordozd valtozatai:

pRi1583, pGv3101, pGv2215, pGv2250) folyadéktenyészetébdl 5-5

ul-t inokul&ltam a kiilonbozd magassagokban elvégott
II.coerulea és H.varia steril hajtasokra. Hindegyik
baktériummal 5-5 sz&rdarab fertdzése tortént. Négy hét
elteltével két gyokérindukild Ti plazmidot hordozd

Agrobaktériummal (pGv2250 é&s pGv4025) sikeriilt tobb esetben
szdvetburjanzést és ebbdl vald gyokérképzddést

megfigyelniink, mindkét lucerna faj ndvényein (12.4bra).

12.4bra

Gyokeres tumor ll. coerulea sz&ron




A novényr8l 1levett +tumorok hormon mentes té&

o
L)
ct

alajon

szintén gyokereket fejlesztettek (13.4bra).

13.4bra
Vad tipusu Ti plazmiddal (A281) ugyanezzel a mddszerrel

z6ld, kompakt, nem differenci&alddd tumorszdvetet kaptam

(14.abra).
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A levett szoveteket felszaporitottam és megnéztem a
nopalinszintiz enzim aktivitésat. lint a 12.4bran 1lathatd,
a tumorszdovetekben kimutathatd volt a nopalin jelenléte,
ami a transzformécid egyértelmil bizonyitéka. Ezekb8l a
tumoros és gydkeres szbvetekbdl nem sikeriilt novényt

regenerélni egyik lucerna genotipus esetében sen.

&br

Az 2
1. Ded

Hopalin jelenlétének kimutatésa:

Ay

1.Transzform&dlt dohb&nyszivet.2-9.Gyokeres lucernatumorok

10.Nem transzform&lt lucernaszovet
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4.2.2.A transzformicid gyvakoriségénak optimaliz&léasa

A vagott szdrfeliiletre vald bakteriuminokul&lissal
kapcsolatos nehézségek kikiliszobolésére esy egyszeriibb és
hatékonyabb médszert sikeriilt kidolgoznom, amely az alabbi
miiveleteket tartalmazza:

0.5-1.0 cm hosszd steril lucerna szarszegmenteket 100
ml-es Erlenmeyer 1lombikba helyeztem, melybe 40 ml folyékony
UM hormonos (1 mg/l 2,4-D, 0.2 mg/l BA) taptalajt &s 1 ml kb.

5x10

sejt/ml baktériumot tartalmazé éjszakan at
novesztett tenyészetet tettem. A szoveteket 25 °C-on
h&drom napig réazdbgépen inkub&ltam. Ezuté&n a sz&rszegmenteket
steril desztill&lt vizzel t6bbsztr &tmostam, majd agaros Ul
mediumra tettem, mely 300 mg/l carbenicillint tartalmazott a
szérszegmenten maradt bakteriumok elpusztitésira. Hormon
autotrdf novekedésre vald szelekcidkor hormon mentes
taptalajt hasznadltam, kanamicin rezisztens szovet
szelektélasakor 1 mg/l 2,4-D-t és 0.2 mg/l BA-t, valamint 100
mg/1 kanamicint tartalmazéd lemezekre raktam ;
szdrszegmenteket. Egy hénap elteltével 3-4 2z5ld, novekvd
pont jelent meg az Agrobaktériummal kezelt szdveteken a
szelektald lemezeken. (16.4bra) Ilyen z5ld kalluszfejlfdést
a kontroll, bakteriummal nem kezelt szegmenteken soha nem
tapasztaltam (16. &s 17. Abra).

A sz&rszegmentek Dbaktériummal vald inokuldliésa tobbféle
tenyészmédiumban (UM, MS, BSN, SH) egyarént sikeres volt,
kiilénbsz6 hormonkombin&cidkban is. (Bakterium fenntartd

téptalaj -LB, YEB- nem felelt meg , ezekben a ndvényi

szdvetelr hdrom nap alatt elpusztultak.)
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1

E mdédszerrel a szaArszegmentek legaldbb 50%-a&n mindig

™

o

Z

méns jeldl z6ld kallusznovekedés,

iy
O
2]
o
ck
B

volt legaliébb egy transz
> J

isztens

N

de +5bb Ikisérletben a szegmentek 100 %—én 5-10 re

gbc is megjelent.

16.4bra

Baktériummal inokulzalt (A) és nem kezelt, kontroll (B)

szarszegmentek fejl8dése Km jelenlétében
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17.4bra

Rezisztens €18 szdvet novekedése a baktériummal kezelt

szarszegmenten (25x nagyités)

4.2.3.Transzformécid .disarmed“ Ti plazmiddal

Az Agrobacterium tumefaciens bo42 jeli torzsben a

kanamicin rezisztenci&ért felells gént hordozd "disarmed"
plazmidon kiviil jelen van a "vir" regidkat tartalmazd
bo542 plazmid is, melyen a névényi hormonok termelését
szabidlyozd gének vannak (72;90.), Varhatd mindkét plazmid
T-DliS—-ének Dbeépiilése a ndvényi sejtek genomjéba, kiilon-kiilon
is, és egylittesen is. A szhrszegment egylittenyésztéses
mddszerrel ez a kérdés is vizsgilhatd volt.

Kiilonbdz8 lucerna fajokbdél 30-30 db szairszegmentet a

mar leirt mddon kezeltem az A. tumefaciens bo42 jell

anyaggal. Ezutihn hormon autotréf, kanamicin rezisztens
valamint mindkét sajatsaggal rendelekzd széveteket

szelektaltam (18.4bra).



18.4bra
I'ranszformins szdvetet tartalmazd szirszegmentek scéma
20-20 inokulumbdl, kiilonbozd lucerna fajok esetéban,
szelekt&ald tatalajokon
Novekedd szovetet mutatd szihrszegmentek szima

kiilonbézd téptalajoliton

lucerna hormon - hormon + hormon +
faj ¥m- Im 100 mg/1 m 100 mg/1

I.coerulea 12 db 7 db 14 db
.varia A2 Ay, S 13
tl.sativa RA3 7 g, 16 ¥

el z
£

A 13. &bra adatai arra utalnzk, hogy a transzformi
jelolt szovetek egy vrészében (& hormon mentes, lanamicines
lemezeken niovekedd koldbnidkban ) mind a Dbod542, mind a

pGAL71-es plazmidrdl szé&rmazd T-DIS jelen van. Ilivel -a

cél az volt, hogy transzforméns novényt kapjunl:, a va tipusu
T-DNS-t hordozd, hormon cutotrdf kolbniilt Crdelrtelenclk

1igzen az Agrobhaltériun 51tal izédolt hormon

zisért felelds gének miikodése mhs novényfajokon végzett

kisérletel tapasztalatai szerint mnegaladilyozza a
névényregeneriécidt. Teltételezhetd volt azonban, hogy a
szbvetex egy részibe csak a pGA471 -es plazmid "disarmed" T-
DliS—e integralddott. Az ilyen kanamicin rezisztens szivetek
megfeleld kiilsd hormonolz hatéigsére kénesel lehetnek a

novényregenericidra.
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L,2.4.A kanamicin rezisztens szdvetek regenerécidja

A kanamicin rezisztens szOvetek szelektidliésa olyan UH
médiumon tdrtént, melyen a Ill.varia A2 vonal szdvetdarabjai
szelekeid nélkiil néhany hét alatt embridkat fejlesztenek.

A ¥Xm jelelétében novr—ekedd sz6vet azonban minden esetben
dedifferenci&lt kalluszként jelent meg. Hérom hetenként
Atrakva ezeket nugyanezen a taptalajon, néhény esetben
sikeriilt embridképzd8dést, ezekbll pedig ndvényt is kapni.

Azonban 1igy a regenerécid folyamata hdénapokig tartott, és

a szovetek alig 10%-&ban volt sikeres. Ezért t6bb koriilményt
is kiprdbaltam, hogy megnovel jem a novényregenerécid
hatékonyséagat. A legsikeresebbnek a folyadékkulturén

keresztiil +torténd regeneridcids mbdszer bizonyult, mellyel
a rezisztens kalluszok legalabb 50%-a (gyakran azonban
jéval +tobb is) adott embridt. A mddszer a kiovetkezdkbll
all: .
A rezisztens . varia A2 szovetet folyadék B5H téaptalajba
tettem. Hetente Lkétszer cseréltem a tenyészoldatot. Néhény
hét mnulva a dedifferencidlt sejtcsomdk mellett globuléris
és torpedo st&diumu embridk jelentek meg a
szuszpenzidban. Lzek képzddése tobb hdnapon A&t folyamatos
volt. Az embridlkat folyadékbdl hormon mentes, vattés
téptalajra raktam, zhol azok mindegyike 3-6 hét mulva kis
névénykévé fejlédott.(16.abra) Ezzel a mddszerrel 10-15 db
sz&rszegmentb8l -igénytdl fliiggden— akéar tobb szaz {m

rezisztens ndvény is kaphatd.



I A3
Hénapokig

gyokérszegmentjeit

mutatott

hét alatt embrids kalluszt produkéltak.(20.&br

tartalmu mediumra

novekedést,

i;.;%
19.4bra
Km rezisztens szovetbd8l regener&lt novény
&L,2,.5.A rezisztens fenotipus tesztelése:
kig szelekcid nélkiil tartott Km rezisztens és
nen transzformilt lucernsa novények

Uil 1.0 mg/l BA

kontroll gyokérszivet

mig a transzforménsok

o
p—
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20 .48bra

Szenzitiv (A) és rezisztens (B) ndvények gydkérinokulumainak

kalluszosodésa Km tartalmu téptalajon

4,2.6.A kanamicin rezisztenciéért felelds strukturgén

jelenlétének kimutatisa a transzformlns novényekben )
ilfegy transzforméns jelolt és esy kontroll 1lucerna

novénykébdl DHS-t izol&ltam, Eco R1 enzimmel emésztettem,
majd hozz&hibridizadltam a kanamicin rezisztencidért felells

radioaktiv foszforral jelslt DNS szakaszt.

Mint a 21 .4bran lathats, csak a transzforméns
novényanyaghbdl szérmazd DIIS-sel kaptan hibridizécids

jelet.
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1. 2.8 4 g .72 .8 4 A Hind Wl
' s ' marker Kb

—23.5

— 9.7
— 66

| —22.
— 2.1

A B

21 .4bra

A Xm rezisztencia strukturgénjének hibridizécidja
szenzitiv (5) és rezisztens (1,2,3,4) novényekbdl izol&lt
totél, emésztett DliS-hez
A panel:Eco R1 enzimmel emésztett, agardzon megfuttatott,

etidiumbromiddal festett DIS képe. B panel: Hibridizé&ciéds
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4.,3.Lucerna protoplasztok szomatikus hibridizé&cidja

4,3.1.Xm &s PPT rezisztens szuszpenzidk protoplasztjainak

fuzidja

A szovettenyésztési médszer optimalizé&lasa

megteremtette az alapjat a lucerna protoplasztokkal végezhetd

kisérleteknek 8. Az Agrobaktériummal ranszformalt

szdvetekb8l kapott lucerna ndvények levélprotoplasztjai jél
osztddnak és novényt regenerélnak 100-500 mg/1 Km

jelenlétében. A G. Donn &ltal elb&llitott PPT rezisztens

H.sativa sejtszuszpenzidk elvesztették regenerécids

képességiiket és (mas lucerna szovetekhez hasonlédan) 100

mg/1 kanamicin jelenlétében elpusztulnak. Irodalmi
adatokbdl (33), valamint a lucerna  transzformicids
munkékbdl is nyilvanvald volt, hogy az Agrobaktériummal

bevitt Km rezisztencia domin&ns sajitsbg. Az amplifikilt
glutamin szint&z génre nem &1l rendelkezésre keresztezéssel
végzett genetikai analizis, mivel novényt nem tudtak

felnevelni ebb8l az anyagbdl. Figyelembe véve azonban, hogy

a tetraploid I.sativa genomjéban megnyilvanul az
amplifikécid kovetkeztében kivaltott PPT rezisztencia,

varhatdan ez is domin&ns jellegnek tekintheté§.
Igy lehetd8ség nyilott arra, hogy &a protoplaszt fuzid

mbédszerével szomatikus hibrid sejteket &llitsunk eld, és

ezeket kettls rezisztencia alapjén szelekt&ljuk. Ezzel
vizsghlhatd volt, hogy a PPT rezisztens sejtek
regenerécids képessége helyreadllithatéd-e egy

regenerflhatd, kizeli rokon faj mag és citoplazma anyagénak

bejuttataséval.
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A kontroll névények és sejtvonalalk PPT érzékenységének

vizsghlatakor 1lathatd volt, hogy a ztld, differenciilt

szovet (embrid vagy névény) nagysagrendel:lzel &rztlienyebb
PPT-re, nint a dedifferrenciiilt lnllusz racy

sejtszuszpenzid tenyészetel (22.4bra)

o
¥
o
o
R
o

i

Kiilonbdzd tenyészetek PPT

o
o

rzékenys

se
A tuléld szdvetek arénya (%) 4 hétig tartd kiilonbozd

koncentracidju PPT jelenlétében

PPT Lonc.(m!) .0.0  0.005  0.01  0.05 0.1 0.5
261d hajtés 100 0 0 0 0 0
261d embrid 100 50 0 0 0 0

A2 szuszp. 100 100 4 0 0 0
R62 100 100 100 100 96 87
R3200 100 100 100 100 100 92
R2003 100 100 100 100 8t 70

Az R62, R3200, é&s R2003 jelii vonalak a G. Donn &ltal
elféllitott PPT rezisztens lucerna sejtvonalak, a t&bbi

kontroll M. varia ndvény és sejtszuszpenzid.

Az elsd tisérletsorozatban ¥m rezisztens Il.varia
névényekbsl szarmazd sejtszuszpenzid protoplasztokat
fuzionidltam a PPT rezisztens R62 (1.sativa) és R2003

(M.varia) sejtvonalak protoplasztjaival.
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A PEG kezelés utén a hibridek gyakorisight mikroszkédpos
vizsghlattal ebben a kisérletben nem lehetett megillapitani,
mivel mindkét fuzids partner protoplasztjai

sejtszuszpenzid eredetiiek, ezért hasonld morfoldgidjuak

voltak.

A fuzidt kovet8en négy hétig szelekecid nélkil
tenyésztettem mind a kontroll,mind a fuzids
sejtpopulacidkat, ugy ahogy a 8. dbra lathatd séma

mutatja. Ezutén, mikor mé&r szabad szemmel l&thatd kolédniék

’

fejlédtek, minden egyes petri csésze anyaght négy-négy féle

()

(kontroll és szelekt&ald dgenst tartalmazd) lemezekre
szélesztettem:
U, hormon+ szelektald anyag mentes

" + PPT (0.1 mil)
" + Km (100 mg/1)
n + PPT + Km

A kisérlet

eredményét a 23. és a 24.4bra mutatja:

‘
o

23.4bra

{ilonbozd szelektédld lemezeken novd sziil8i és

fuzids eredetii anvagok 4 héttel a szélesztés utén

(KmR s kanamicin rezisztens sziilévonal R2003: PPT rezisztens
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e

Kiilonb6z8 szelektld lemezeken novS fuzids és sziilbi
eredetii anyagok 4 héttel a szélesztés utén

KmR :kanamicin rezisztens partner, R62:PPT rezisztens

partner
A fényképen l4thatd kisérletekben igen sok kettdls
rezisztenciét mutatéd koldéniék kaptam. A rezisztens
fenotipus ellendrzésére a sziil8i vonalal nenm szelelktédld

lemezeken felndtt koléniiibdl, valamint a kanamicin+PPT
tartalmu lemezen felnétt koléni&kbdl 30-30 db-ot 4 hét
elteltével ujra PPT és Km tartalmu lemezekre raktam. A 25.
&bran lathatd, hogy a kettds szeletild lemezeken a sziildi
eredetii kalluszok nem képesek novekedni, mig a hibrid jelolt

koldnidk jbl fejlédnek.
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Nem jelentek meg kettds rezisztenciit mutatd koldni&k a
két sziil§ protoplasztjainak Osszekevert, de PEG kezelést nem
kapott tenyészeteib8l. Ez arra utal, hogy a tulélés nem a
kiilonbdz8 rezisztenci&ju koldnidk sejtjeinek "Atetetésének"
koszonhet8, tényleges -egybeolvadas tortént a protoplasztok
kozott.

Bzt a fuzids kisérletet 3-3-szor ismételtem meg mind az
R62, mind a 2003-as vonallal, az eddig leirtakhoz hasonld

eredményeket kapva.

0.1mMPPT
100mg/e Km

25.4bra
Sziil8i eredetii &és kett8s szelektild lemezekr8l szirmazd

koldniék novekedése PPT és Km tartalmu lemezeken

A 25, a&bran 14thaté novekedéshez hasonld képet
mutatott a KmRxR62 fuzidbdl szarmazd kettds rezisztens

kolbénié&k vizsgllata is.
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4,3.2.Mezo0fill sejtekbdl szirmazd lucerna protoplasztok

fuidja szuszpenzid eredetii protoplasztokkal

liasik megkozelitésként Km rezisztens novények levél
eredetii protoplasztjait fuzion&ltam a PPT rezisztens R3200
sejtszuszpenzid protoplasztjaival. Ezekben a kisérletekben

a fuzid hatékonysiga mennyiségileg is értékelhetd; 1 nappal

a PEG kezelés utén kisérletenként 5-10% volt a
mikroszkédépban szamolt hibrid sejtek arénya a

- .' i e s Jed .. LA
sejtszuszpenzid' eredetii sziilékhdz képest.

A fuzids anyagot az eldzlekhez hasonldan 4 hét utén

szélesztettem kiilonbozd szelektéald lemezekre (26.¢és
27.4bra)
25.4bra

PPT és Xm tartalmu lemezeken taldlhtd koldni&k négy
héttel a szélesztés utén

(3-3 petri csészén szamolt koldnidk atlaga

PPT (mil) 0 Omii 0.01mll 0.05mi 0.5miI 0.5mil
Kanamicin(mg/1) O 100 0 0 0 100
YmR. 230 320 3 0 0 0
R3200 220 0 180 0
KmR x R3200 a) 300 460 10 17 22 4
KmR x R3200 b) 220 285 10 9 21 1M1

0.01mM PPT jelenlétében a kontroll koléniik 10%-a képes
volt kalluszként novekedni, de z6ldiilést nem mnmutattak. A
fuzids anyagbdl ezen a PPT koncentricidn néhany z651diild
embridt is kaptam, azonban a belflilk felndvesztett novények

mar nem mutattak jelentdsebb PPT rezisztenciét.
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A 0.5mM PPT-t és 100 mg/l Km-et tartalmazé lemezeken
sz&molt kett8s rezisztens kolénidk arénya a szelekcids
anyagot nem tartalmazd lemezeken kinovékhoz (5.4%)
&ltaléban id osszhangban volt a fuzid utén
mikroszkdpban szamolt hibridgyakorisaggal. A 27.&bra is egy

ilyen kisérletnek az anyagat mutatja:

Szii1l8i és fuzids anyagbdl szhrmazd koldniék

névekedlse szelektéld lemezeken
(YmR: kanamicin rezisztens levél vrotoplaszt eredeti
koldéniak, R3200: PPT rezisztens szuszpenzid

protoplasztbdl fejlddd koldnidk
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A szelektadld &genst nem tartalmazd, valamint a csak
Km tartalmu 1lemezeken kb. fele-fele ardnyban voltak fehér
kallusz é&s 261d, embrids koldni&k. A PPT-t valamint Km
+PPT—t tartalmazéd lemezeken ltapott kolbniitk ninden
esetben fehires kalluszlint jelentelr neg

A regenerécids folyamat serkentésére a 8 hetes, kb. 0.5

N

cm—es kalluszok egy részét szelekcid mentes valamint PPT-t
és Km-et tartalmazd embridinduk&ald téptalajokra raktan.
Bar ezelk mindeniitt jél novekedtek tovabb, regenerilést
tovabbra sem mutattak, azon kiviil, hogy halvany z6ldiilés volt
lathatd a PPT mentes lemezeken.

A kettds rezisztens koldni&kbdl folyadéktenyészeteket
inditottunk, az embridindukialsd BSH téptalajban. A
folyadékban lerézddott utddsejtek jbl névekedtek, de

embrid képzés jeleit nenm mutattil. sem a szelektéald

vegyliletek jelenlétében, sem anélkiil.

4.3.3.5zomatikus hibridek szelelztiAlasa dedifferenciélt_

st&diumban

A  kovetkezb8kben olyan kisérleteket inditottam, ahol a
kettd8s szelektilast még az embridk kifejlddése eldtt,
dedifferenci&lt, nem z51diild8 koldéni&kon végeztem. Ezutén az
embridk képz8dése mar nem szelektiv koriilmények kozt
tértént. E kisérlet elvégzését a kovetkez8k indokoltak:

- A PPT jelenlétében jelent8sen megvéltozhatnak az
anyagcsereutak a rezisztens szbvetben is, ami
megakad&lyozhatja a differencidcid bonyolult folyamatét.
—Amennyiben az amplifik&cid okozta PPT rezisziencia csak
kalluszban nyilvanul meg, nem lehet differenciélt rezisztens

szovetet szelektalni.
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A kisérletnek a sém&ja a kovetkezd volt:(28.4bra)
28.&bra
A protoplaszt eredetii anyag differeciidléddésa eldtt

torténd PPT szelekcid séméja

fuzid
2 hét
v
+ 0.1ml PPT(folyadékban)
2 hét

v

szélesztés:UM hormon+
o +0.5 mM PPT
u + Km 100 mg/1
" + PPT + Km
Har 7 nap 0.1 mil-os PPT kezelés a kontroll
levélprotoplasztok fejlddését teljesen megghtolta, ugyanakkor .-

a R3200 eredetii, valamint a PEG kezelt, hibrideket

tartalmazd tenyészetekben sok kolébnia zavartalanul
fejlddott. Z6ldillés azonban - szemben az ugyanilyen; de PPT
jelenléte nélkiil novesztett fuzids anyagokkal —-nem

tapasztalhatdé (29.4bra)
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29.48bra
14 nap 0.1 mll PPT jelenlétében tenyésztett sziildi és
fuzids anyagok kolédniidi kiilonbozd szelektild
lemezeken, 4 héttel a szilesztés utén

(3-3 petri csészén szamolt koldniAk Atlaga)

0 Km+ PPT+ Ki{+PPT
KmR 0 0 0 0
R3200 320 0 287 0
Km x R3200 a) 217 145 186 164
b) 176 124 154 136

Ezzel a korai szelekcidval is lehetséges volt kettds
rezisztens koldbni&kat kapni. A novényregenericid jeleit

azonban ezek sem mutatték .

4.3.4.A kett8s rezisztens koldnidk hibrid eredetének

bizonyitéasa

A PPT rezisztens vonalak koziil az R62 é&s a R3200 jeliiek

M.sativa fajbdl sz&rmaznak, mig a ¥m rezisztens anyag
l.varia eredetii. A két kizeli rokon faj szexudlisan 1is
keresztezhetd egymassal, ezért a szomatikus hibridekben

jelent8sebb inkompatibilit&st nem va&rtunk.

Laboratériumunkban ismeretes volt, hogy egy
sz6jabdl izol&alt cDNS x16n(8) - P4 jeli un. auxin
induk&lhatd gén -eltérd Southern hibridiz&cids képet
mutat a Lkét kiilénboz8 lucerna faj esetében' a Hind III-mal

emésztett DNS-hez . Amennyiben a szdéban forzd szomatikus

hibridekben mindkét genom hiénytalanul jelen van, a
hibridizécids mintézatnak a két sziiléét egylitt kell

mutatnia. (28.4bra)
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30. abra

P4 prdéba hibridizlcids mintézata H.varia, l.sativa

sziil8kb8l,és a kettds rezisztens noévényanyagbdl izolalt
Hind III emésztett DNS-hez
D: ll.varia ndvényekbdl, €: R62xKm fuzidbdl kivalasztott
kettds rezisztens koldnidbdl, B: a fuzids anyagbdl
nem szelektiven regeneridlt novénybdl, A: ll.sativa, R62

szuszpenzidbdl izolélt‘DHS ninté&k

A B C D AHind Il
. marker Kb

s 235

m BT
— 66

S =

‘ an 1

A 30. &br&n lathatd, hogy a kettbds rezisztens anyagban
(&) megtalalhatd mind a M.varia, mind a HM.sativa sziildre

jellemz6 restrikcids fragment, bar e koldbnia esetében egy

jellegzetes M, varia csik hidnyzik. Tovabbi négy
véletlenszeriien kivilasztott kettds rezisztens koldbniét
megvizsgélva hidnytalanul kimutathatd volt a koz0s

hibridizicids mintazat (nincs az &bran). A nem szelektilt

1= T

korilmények 16zt regenerdlt novény (B) egyértelmiien II. varia

53ziil18i mintézatot mutat.



AZ EREDHZNYEK HMEGVITATASA
A  lucerna gazdasagi fontosséga és a szimbiotikus
nitrogénkotésben betsltott szerepe miatt szamos
laboratériumi kisérlet alanya. A protoplasztbdl vald
novényregeneracidrdl M. sativa esetében 1980-ban jelent

meg az els3 kozlemény (2). Azdta HM.glutinosa, IM.coerulea

fajok protoplasztbdl torténd regeneridléasardl szémoltak be
(12,13,92). Ennek ellenére a lucerna szovettenyészetben
torténd genetikai manipulé&cidjardl szdld
publiké&cidk széma igen csekély. Ezen informacidk
felhaszn&lasé&val valamint egy jél regener&ld genotipus
alkalmaz&séval sikeriilt olyan szOvettenyésztési mébdszert
kidolgozni, melynek hatékonysiga alkalmas effektiv genetikai
manipulécids munkara mind kallusz, mind protoplaszt
esetében. Ezt +témasztjédk alda a disszertécidban térgyalt
kisérletek.

Az Agrobaktériummal végzett fertdzéseket eleinte a steril
novédnyek elvagott szaraira térténd Dbaktérium inokuléacidval
végeztem. Ezzel a mddszerrel is sikeriilt tumor induk&last
elérni a C58C1 pGv2250 és C58C1 pGv4025 Agrobaktériumokkal.
Az 2alig 1 mm aAtmérdji tumorok megjelenéséig a kezelés utén

négy hét - néha tobb is - eltelt. livel a baktériumok

novekedése ilyen koriilmények kozt nem ellendrizhetd, sok

esetben teljesen ellepték a ndvényeket a vaArakoziasi 1idd
alatt. Emiatt t6bb kisérlet nem volt kiértékelhetd. Ilias
alkalmakkor a szir baktériummal kezelt feliiletén tapasztaltam
erds Dbarnulast, ami a ndvényi sejtek puéztuléséra utalt.
Ezért nem kizarhatd, hogy a kezdeti kisérleteimben +t6bb,

kiilonb6zé baktériummal kapott negativ eredmény a fertbzés

mddszer megbizhatatlanségébdl szérmazott.
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A késdbbi kisérletekben kidolgozott szirsscegment—
baktérium egyilittenyésztéses mddszer eldénye egyszeriiségén
tal, hogy ellendrizhetd koriilményeket biztosit a
kisérletekhez. IZnnek kdszonhetlen a magas transzformécids

gyakorisig reprodukalhatdévéd vaAlt. Mind hormon autotrédf,
mind antibiotikum rezisztens szovetet tudtam szelekté&lni e
médon. Az altalunk eddig vizsgdlt, véletlenszeriien
kivalasztott kanamicin rezisztens szdvetekben (£t8bb, mint 20
esetben) a Southern analizis mindig meger8sitette a
transzformécid tényét. Ezek a megfigyelések alatémasztjédk a
mddszer megbizhatdsbgit.

Egy—egy sz&rszegmenten tobb transzformécids esemény is
lejatszdéddhat (gyakran 8-15 egymastdl fiiggetlen,
rezisztens gbe is megfigyelhetd sztereo-mikroszkédp
alatt),ezért az igy kapott szbvet kiméranak tekinthetd. Nem
zérhatd ki az a lehetdseég, hogy az ilyen kevert
kalluszokbdl vald regeneracidt a jelenlevd kettds
(pGA471 + bo542) transzforménsok hormontermelése nagyﬁén
ghtolja. Ezért a folyadéktenyészetben torténd embrid
indukcidnak tobb eldnye 1is van: egyrészt a kevert szovet
aprd sejtcsomdbkra esik szét, igy els8dlegessé vAlhat a
kiils6 hormonok embridinduk&ld hatésa, mhsrészt a szovet
szétesésével nagyobb a valdszinilisége annak, hogy az igy
kapott novények homogén sejtiédllomé&nnyal rendelkezzenek. Ezzel
jo ©sszhangban van a 21. &bran lathatd eredmény, mely azt
mutatja, hogy a kiilonbszd embridkbdl szarmazd

novényekben 1-1 T-DNS integracids hely van.
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Ezen az A&bran 1léthatad minték koziil az 1,2, és 4
szémuak azonos Erlenmeyer lombikban keletkez8 embridkbédl
kifejl8dott novényekb8l szarmaznak, mig a 3. jelli egy méasik
lombik embrid jébdl szArmazd névényé. Az 1,2,4-es
mintédkban a T-DHUS helyzete a ndvények genomjédban hasonld,

vagy ak&r azonos ponton is lehet. Ezért nem kizé&rt, hogy

mindhé&ron embrid egyetlen transzformélt sejt
utddsejtjeibdl keletkezett. A T-DNS integr&lbdésénak
helyét és sza&méat vizsgild kisérletek ezeken és méas

novényeken is folyamatban vannak.
A kiilonbdz8 tipusu Agrobaktérium tdrzsek hasznélata soran

bebizonyosodott, hogy Il.sativa, I.coerulea és M. wvaria

esetében a magas (gyakran 100%-0s) transzformécids

gyvakoriségot a hipervirulenciét biztositd bo542 plazmid

jelenlétében sikeriilt elérnem. Yas Agrobaktériumokkal is
kaptam transzforméns lucerna szdvetet, azonban jéval
alacsonyabb szamban, akar teljes, akar "disarmed",
plazmid «6L bejuttatasarédl volt szd. Az eltérd

viselkedés oka még nem tisztézott.

. sativa +transzformécidja esetében, amikor a jél
regeneréld RA3 novényvonalat haszn&ltam, a folyadékban
torténd . embridindukciédval a Km rezisztens szovetek

névénnyé regenerilésa sem jelentett problém&t. M. coerulea-

n&dl, mely rendesen 1-2%-ban képes levélnyél eredetii
kalluszbbdl novényt regenerélni, ezidéig 12 kiilonb6z6 Km

rezisztens szdvetbdl nem kaptam ndvényt.
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A hormon mentes, kanamicin tartalmu lemezeken szelekt&lt,

feltehetfleg kettds ("disarmed" és vad tipusu) T-DNS
beépiilést egyarant tartalmazéd sz6vetekbdl sem kaptam
embridt. Ez ©sszhangban van azzal a tapasztalattal, hogy a

hormontermelést befolyasold gének jelenléte megakadilyozza
a novényregeneracidt (19,30).

A lucernén végzett szomatikus hibridizécidbs kisérletek
hié&ny&nak egyik oka feltehetdleg az volt, hogy nem &llt
rencdelkezésre szbvettenyészetben kézvetlen szelekcidra
haszn&lhatd, biokémiai markerrel rendelkezd ndvényvonal. Az
Agrobaktériummal torténdé génbevitellel el8&llitott kanamicin
rezisztens nodvények lehetéveé tették olyan protoplaszt
fuzids kisérletek elvégzését, melyekben a regenerilésra
képes parnerre direkt mddon lehet szelektalni. A szomatikus
hibridizéacids kisérlet masik partnerének II.sativa
sejtszuszpenzidt valasztottunk, amely az agronbmiai
szempontbbdél 1is fontos PET rezisztencidval rendelkezet?i
(58). Szamos kettds rezisztens, hibrid jelslt kolbniat
kaptam. A fuzids eredet bizonyitéaséra lehet8ségem volt DNS
szinten tanulm&nyozni az anyagot. A laboratériumunkban a
lucerna embriogenezise soran torténd génmegnyilvénulési
valtozasok vizsghilatira egy szbdjabsl izolalt gén (P4)
cDHS prébajat (9) haszn&ltuk. E munké&bdl ismeretessé
valt, hogy a szdja eredetil ¢DNS kereszthibridizil a
lucernéabdl izolalt DNS-sel, és eltéré hibridizécids
mintézatot mutat a Ill.varia és a .sativa fajok esetében

(Bogre Laszld szemé&lyes kidzlése).
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A véletlenszeriien kivalasztott 5 db kettds rezisztens
anyagban kimutathatd volt a kevert hibridizicids
mint&zat, a masik partnerre jellemz8 csikok jelenléte.. E
koldni&k hibrid jellege tehi&t bizonyitottnak tekinthetd.

A kett8s rezisztencidt mutatd koldni&kbdl egyetlen

esetben sem sikeriilt novényt regeneradlni. ( a kanamicin
rezisztens partner protoplasztjaibdl szérmazd koldniak
ugyanezekben a kisérletekben 80-100%-ban embridkat
produk&ltak a szelekcid mentes vagy csak kanamicines

’

lemezeken.) Ez az eredmény ellentétes a dohany és répa
fajokon végzett szomatikus hibridizacidkban
tapasztaltalkkal, &zhol a regenerild  jellemvonids dominéns
sajatségként viselkedett. (78,79,80).

Az &ltalunk kapott eredményhez hasonld megfigyelést irt
le 0O0'Connell et al. (54). Lycopersicon esculentum é&és
Lycopersicon pennelii fajok protoplasztjainak fuzidja utén
kalluszmorfolbgia alapjén szelektélta, és biokémiai
markerrel ellendrizte a kapott koldni&dk hibtrid jellegét.
Ezek a hibridek nem voltak képesek ndvényregenerécidra,
annak ellenére, hogy ugyanezen fajok szexuilisan elfallitott
hibrid je szovettenyészetben regeneradlhatd volt.

Nincs informé&ciénk arrdl, hogy a pillengds virédgu
novényeknél a szomatikus hibridekben milyen a morfogén

sajétséag genetikai meghatérozottséga.
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Az Altalam kapott kettds rezisztens koldbnié&k
regenerécidjénak hiadnyéra tobb magyarhzat is lehetséges:
1. Ismeretes, hogy az ammdénium tartalom alapvetben

befolyésolja a lucerndban a szomatikus embridk fejldédését,
szém&t, mivel szoros kdlcsodnhatés van a novényi hormonok
norfogenezisre gyakorolt hatisa és az ammoniun szint kozott.
(87). A PPT rezisztens sejtekben amplifik&alddott GS
szekvencia és az ezzel kapcsolatos megnivekedett glutamin
szint&z enzimszint (mely kulcsszerepet jatszik az amménium
haztart&sban), megvaltoztathatja, eltorzithatja az amménium
anyagecsere utjait, amivel megakad&lyozhatja teljes mértékben
az embridprodukcidt a rezisztens szovetekben.

2. Lehetséges, hogy jelentdsebb amménium szintbeli
valtozés «c¢sak a szubsztridt analdg vegyiilet jelenlétében

Jatszddik le, annak hiényéaban a szomatikus hibrid

koldnidk képesek lehetnek a regeneracidéra. E feltevés

megvizsgllaséra a fuzids protoplasztokbdl nagy szamban
noévényeket regeneraltam vissza, melyeket iiveghé&zba is
kiiiltettem. Héegy ilyen novényt Southern analizissel

megvizsgélva egyértelmi I.varia sziildi mintézatot kaptam,
ezért a tobbiek eredetét virégszin alapjén kivanom
azonositani. Erre az ad alapot, hogy mint ismeretes, a

. sativa kék viragu, mig a . varia fehér viragu.

A kiililtetett ndvények még nem virdgoztak. Amennyiben

sikeriil hibrid névényt talalni kozottiik, ezek ¥
érzékénységének vizsghlata segithet feltarni a lehetséges
Osszefliggéseket a glutamin szintbz gén amplifikécidja

illetve ennek a kallusz, esetleg novény stédiumban torténd

negnyilvilunédsa kozott.
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G. Donn laboratoriumé&ban egy egylittmiikodés keretében

szintén folyamatban van & hibrid kolénildkbdl izoldlt DNS

mint&k hibridiz&lasa a GS gén prébéa javal. Bzzel asz
amplifik&lt szekvencia sors&t kivénjuk kdvetni a fuzids

termékekben.

”

3. Tovébbi lehetséges magyarézat a kettls rezisztens

novény hiénybra az lehet, hogy a GS gén amplifikicidja csak

v

kallusz &llapotban van meg, differencillt szévetben hil&nyzik.

Ismeretes ugyanis hogy vakori a enom eg részének
’ J
dedifferencialt, kallusz stAdiumra jellemzé amplifikécidja,

N 7

barmilyen kiilonosebb szelekcid nélkiil is (102), mely mas
stddiumokban nincs meg. Zlképzelhetd, hogy az izolilt lucerna
vonalak GS amplifikacidja ey ilyen DUS régidban
tal&lhatd.

Az utdbb térgyalt feltevések helyessége esetén a PPT
kihagyésa a taptalajbdl utat nyithatna a
novényregenerédcidbnak, lefeljebb az igy kapott noévények

érzékenyelt lennének a vegylilettel szemben. A mi esetiinkben a

tettls rezisztens koldénidk a PPT nélkiili lemezeken sem
voltak képesek regenericidra. Zz a megfigyelés inkébb az

elsS magyarézat mellett szédl.

Harom kiilonbozd eredetil PPT rezisztens sejtvonal
protplasztjait fuzion&ltam a kanamicin rezisztens
protoplasztokkal, és minden esetben hasonld, azaz nem
regenerald fenotipusu kettéds rezisztens koldbniédkat

1

kaptam. Ez a tény is arra utal, hogzy a GS amplifikécidnak

kozvetlen befolyiésa lehet a regenericid Iolyan tara.
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4, Hivel a differencialt szovetek nagységrendekkel
érzékenyebbek a PPT-vel szemben, mint a kalluszok, az 1is
elképzelhetd, hogy eltér8 anyagcsere utak vesznek részt a
kiilonbozd differenci&ltsagu szovetekben az ammdnia
anyagcseréjében.

A szomatikus hibridek fuzid kovetkeztében megnovekedett

kromoszdmaszéma (60-100 kozott volt néhany vizsgalt
esetben) feltehetbleg nem akadalyozna neg a
novényregeneracidt, mivel protoplaszt eredetil anyagbdl

100 folotti kromoszédéméaval rendelkezd, normélis kinézetil

novényeket is kaptam mAr vissza.

Amennyiben az elkdvetkezbkben lesz informéacidnk
arrédl, hogy méas lucerna vonalak szomatikus
hibridiz&cidjakor hogyan nyilvénul meg a regenericids
képesség, biztosabban valaszthatunk a lehetséges magyarézatok
ksziil. G. Donn laboratoriumé&ban folyamatban van az izol&lt GS
gén visszajuttatisa - esetleg t5bb kbpi&ban is-, ami
szintén megndvekedett enzimszintet eredményezhet. Az 'igy
kapott szovetek regenerécids képességének vizsgélata
szintén segithet elddnteni, valdban az ammdénium
anyagcseréjében Dbekivetlezett viltozisok okozték ebben =&

kisérletben a morfogén sajbatség elvesztését.
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6.Az eredmények csszefoglalésa

A lucerna genetikai anvaginak szdvettenyészetben t6rténd

Y

megvéltoztatasa, idegen informécidt hordozé novény
el8&llitésa 1igen fontos 1lehet mind az alapkutatias, mind a

nezégazdasig szempontjabdél. E teriileten végzett munkém
sorin a kovetkezd eredményeket sikeriilt elérni:

1. . wvaria A2 genotipusu lucerna nodvényvonal esetében
sikeriilt a kiilsd tenyésztési faktorokat ugy optimalizalni,
hogy lehetdvé vilt a kalluszbdl &s oprotonlasztbdl vald
nagy hatékonységu novényregeneréicid. Ez megteremtette az
alapi&at a DIIS heviteli és szomatikus hibridizAcids
kisérleteknek.

<4
>TS

i3

Ak

&)

(

ikii novények természetes génbeviteli vektorédt, az

b} 1

Agrobaktériumot haszn&ltam fel idegen DIS-t hordozd lucerna
novények alddllitaséra. Mind a hormon régidkat .kbddold,
mind a '"disarmed" T-DIS-t sikeriilt Dbejuttatni a lucerna

genomjéba, de a novényregeneridllds csak az utdbbi esetben

volt sikeres. Kisérleteim sorén ellszdr kanamicin rezisztens

novényeket &llitottam ald, de a kidolgozott mbddszer
elméletileg alkalmas Ermilyen izol&lt gén bejuttatéséra a

lucerna genomjaba.
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A szovettenyészetben szelektidlhatd markerrel rendelkezd
¥m rezisztens lucerna névények protoplasztjait PPT rezisztens
lucerna vonalak protoplasztjaival fuzion&ltam. A szomatikus
hibrideket kettds rezisztencia alapjén lehetett szelektélni.
Ezen koldbni&k hibrid eredete biokémiai markerekkel is
bizonyithatd volt. A niovényregener&lis azonban ezekben a
kisérletekben csak a Km rezisztens kontroll
protoplasztokbdl volt sikeres, a hibrid koldéni&kbédl
nem. Ezen eredmények jobb megértéséhez sziikséges, hogy tobb
informé&cid A&Alljon rendelkezésiinkre lucerna protoplasztokkal

végzett fuzidkrdl.

Az eddig elért eredmények arra utalnak, hogy a
laboratdriumunkban kidolgozott médszerekkel sikeresen
lehet a lucernén senetikai nanipulécids kisérleteket

’ .
VeESaITL
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