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ACC:
ACS:
AFLP:

AOA:
AP-PCR

AVG:
BA:
bp:

CaMV35S:

cDNS:
CHS:
cM:
CP:
DAPI:
DEPC:
dsRNS

3,3-DMCP:

EDTA:
EST:
EtBr:
ETS:

GA3I
GMO:

GUS:
HCN:
IBA:
ITS:

KMB:
MACC:
1-MCP:
MdACS?2:
MDS:
MP:
MTA:
MTR:
MTR-1-P:
NAA:
NaOCl:
Nr:

nptll:
NTS:

PCR:

Roviditések jegyzéke

l-aminociklopropan-1-karboxil sav
ACC-szintaz

(Amplified Fragment Length Polymorphism)
felszaporitott fragmentum hossz polimorfizmus
Aminooxiecetsav

(Arbitrarily Primed PCR) véletlenszertien
kapcsolt PCR

Aminoetoxivinilglicin

benziladenin

bazispar

Karfiol mozaik virus 35S promoter

(copy) kopia DNS

(chalcone) csalkon-szintaz

centi Morgan

ciklopropén

4,6-Diamidino-2-phenylindole
Dietil-pirokarbonat

(double-stranded) kettdsszalit RNS

3,3 dimetil ciklopropén
Etilén-diamin-tetraecetsav

Expressed Sequence Tags

Etidium-bromid

(External Transcribed Spacer) kiilsd atir6do
rDNS spacer

gibberellinsav

(Genetically Modified Organism) genetikailag
modositott szervezet

E. coli B-D-gliikuronidaz gén
Hidrogén-cianid

indolvajsav

(Internal Transcribed Spacer) belsd 4tirodé rDNS
spacer

2-keto-4-metiltiobutirat

Malonil-ACC

I-metilciklopropén

Malus domestica (Borkh.) ACC-szintaz 2
(Multidimensional) tobbdimenzids analizis
Maximum parsimony

5-metiltioadenozin

5-metiltioriboz

5-metiltiorib6z-1-foszfat

naftilecetsav

Natrium-hipoklorit

»Never ripe”

Neomicin-foszfotranszferaz I1

(Non Transcribed Spacer) nem atirdédé rDNS
spacer

(Polimerase Chain Reaction) Polimeraz
lancreakcid



6 Roviditések jegyzéke

PE:
PG:
PTGS:

PVP:
QTL:

RAPD:
RFLP:

rin:
RNAI:
rRNS
SAM:
SDS:

siRNA:

SSR:

SSC:
TDZ:
Tris:

BamHI:

Sacl:
EcoRI:
Xhol:

GGATCC
GAGCTC
GAATTC
CTCGAG

Pektinészteraz

Poligalakturonéz

(Post-transcriptional gene silencing) poszt-
transzkripcids géncsendesités
Polyvinylpirrolidon

(Quantitative Trait Loci) kvantitativ tulajdonsag
l6kusza

(Randomly Amplified Polymorphic DNA):
véletlenszeriien felszaporitott polimorf DNS
(Restriction Fragment Length Polymorphism)
restrikcios fragmenthossz polimorfizmus
»ripening inhibitor” (érésgatlo)

(RNA interference) RNS interferencia
riboszodmalis RNS

S-adenozil metionin

Natrium-dedocil-szulfat

(small interfering RNA) kis interferalo RNS-ek
(Simple Sequence Repeat) egyszerii szekvencia
ismétlodés

3M konyhas6 és 0.3M natrium-citrat oldat (20X)
thidiazuron

Tris(hidroximetil) aminometan

restrikcids endonukleazok (felismerdhellyel)
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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A biotechnoldgia mar ma is a XXI. szdzadi tudésalapu tarsadalom fejlédésének egyik
meghatarozo6 teriilete és varhatdan ez a jovoben csak fokozodni fog. Az egyre kifinomultabb
molekuléris technikak rutinszeri alkalmazasa lehetové teszi haszonndvényeink céliranyos
javitasat Gigy, hogy a hagyomdanyos nemesitéssel kialakitott kedvezd jellegek véltozatlanul
maradjanak. Emellett az alapkutatas szolgdlatdba allitva ezeket a molekularis modszereket, a
benniinket koriilvevd ¢€lovilag fenotipusos megnyilvanulasanal mélyebb megismerésében
nyujthat segitséget. A disszertacio témaja is e két nagy teriilethez kapcsolodoan foglalja 6ssze

mind az alap-, mind az alkalmazott kutatasokban elért eredményeket.

Az alma etilén bioszintézisének molekularis gatlasa

Az ismert bioszintetikus utak gatlasdval a ndvények életfolyamatai tudatosan
blokkolhatok, vagy 1j alternativ utakra terelhetok. Az etilén bioszintézis 1épéseinek tisztazasa,
valamint a génexpresszid molekuléris gatldsanak lehetdsége megteremtették az utat az érési
folyamatokba torténd géntechnologiai beavatkozashoz is. Az G.n. utdéérd gyiimolesoknél,
amelyek kozé az alma is tartozik, az érés kozvetlen kivaltd oka a jelentésen emelkedd (tobb
széazszorosra) etilén szint. Az autokatalitikus etiléntermelés beinditasat el6szor paradicsomban
sikeriilt megakadéalyozni géntechnologiai modszerekkel az 1990-es évek elején. Ennek
eredményeként elsék kozott keriilt a piacra szobahOmérsékleten is hosszll ideig tarolhatd
transzgénikus paradicsom. Ezekre az eredményekre alapozva kezdtik el kisérleteinket
almaval, melyek elsédleges célja tehat olyan etiléntermelésiikben gatolt almavonalak
eléallitasa volt, melyek gyiimélcsei hosszabb ideig tdarolhatoak mindségi romlas nélkiil.
Ezaltal a tarolasi koltségek is csokkenthetok, mivel a gylimolesok betakaritdsat kovetd u.n.
post-harvest érés késleltetésével nincs sziikség szabalyozhatd hiitétarolokra. Ezen a teriileten
elért eredményeink az elsé adatokat jelentik az etilén bioszintézist antiszensz gén bevitelével
gatolt transzgénikus almak post-harvest viselkedésére vonatkozdan. Gazdasagi jelentdségiik
mellett, az ¢érési folyamat biokémidjanak és fiziologidjanak jobb megismeréséhez,

tanulmanyozasahoz és megértéséhez is segitségiil szolgalhatnak.

Kiilonbozo Festuca fajok molekularis taxonémiaja
A foldi élévilag rendszerezése kezdetben morfologiai, majd szdvettani és citoldgiai
alapon tortént. Sok faj meghatdrozdsa és besorolasa napjainkig is vitatott, melynek

legfontosabb oka a fenotipusos taxonomiai bélyegek kornyezetfiiggdsége. Mivel molekularis
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genetikai modszerek alkalmazasaval a kornyezeti tényezOok hatdsa elimindlhato, ezért a fajok
elkiilonitésére alkalmas megbizhaté modszert a genomidlis eltéréseik alapjan miikodé DNS
alapu markerek jelenthetik. Ezek a markerek reprezentalhatjak a genom véletlen szakaszat (pl.
RFLP, RAPD, AFLP ...) vagy specifikus részét (SSR, EST, ITS ...). A legértékesebb
informaciot természetesen a szekvencia- majd funkcionalis szinti 0sszehasonlitas jelenti,
azonban a teljes genomszekvencia napjainkig csak néhany faj esetében késziilt el. A
molekularis markerek azonban sok esetben nem tdmasztjak ala a morfologiai bélyegek alapjan
kialakitott faji hatarokat. A génregulacios kiilonbségek, melyek a DNS metilaltsagi
mintazatanak az eredményei, a legtobb esetben nagyobb fenotipusos eltéréseket
eredményezhetnek, mint maganak a genetikai anyagnak a megvaltozasa. Ezért azonos
genetikai hattér mellett is elképzelhetdk nagy fenotipusos kiilonbségek. A Festuca nemzetség
néhany fajanak besoroldsa napjainkban is vitatott. Kisérleteink célja ezért az volt, hogy a
legvitatottabb  fajok molekuldris oOsszehasonlitasaval uj adatokat szolgaltassunk a
hagyomanyos taxonomia eddigi eredményeihez. A kisérleteinkben szerepld fajok molekuaris
analizisével eddig még nem foglalkoztak.

Vizsgalatainkat molekularis marker- valamint szekvencia szinteken is elvégeztiik.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az etilén bioszintézis molekularis gatlasa
2.1.1. Az etilén tobb mint érési hormon

Az etilén (C;Hy) az egyik legkisebb szerves molekula, amely bioldgiai aktivitassal
rendelkezik. A novények fejlédése és ndvekedése sordn szdmos szabalyozé funkciot lat el.
Bar a legtobben, mint ,.érési” hormont ismerik, kiilonbozé élettani folyamatokban jatszik
szerepet pl. a csirazasban, magoncok fejlodésében, a gyokerek kialakulasaban, a viragzasban,
a viragszirmok, levelek és gylimolcsok levalasdban (abszcisszid), biotikus- és abiotikus
stresszvalaszban, gyiimdlcsok érésében, ndovényi szervek oregedésében €s elhalasdban (Matto
¢és Suttle 1991, Johnson és Ecker 1998, Bleecker és Kende 2000). A levegdben mar 0.1 ppm
(1ul/1) koncentracidja is jelentds hatast képes kifejteni a ndvényekben (Abeles et al. 1992).
(Egy érett almaban az etilénkoncentracio elérheti a 2500 ul/l értéket!) Mindezek mellett a
Bromeliaceae csalad fajaiban indukalja a viragzast, a Cucurbitaceae csalad fajaiban pedig a
nemi jellegek kifejezodését serkenti.

A XIX. szazadban és a XX. szazad elején a fOutcdk vilagitdsara vilagitogazt
hasznaltak. Feltlind volt, hogy a vilagitotestek kornyékén a vegetacio sokszor sulyosan sériilt,
korai oOregedés és levélhullas volt megfigyelhetd. Elséként Dimitry Neljubov (1901)
azonositotta az etilént mint aktiv komponenst a vilagitogazban. Megtigyelte, hogy a sététben
csirdztatott borsd csirandvények hipokotilja etilén hatasara rovidebb maradt és vastagabba
valt, a gyoOkerik megnyuldsat gatolta és talzott apikalis hurok alakult ki. Ezeket a
fenotipusban bekovetkezd feltling valtozasokat késébb ,harmas valasz”-nak nevezték el
(Knight et al. 1910), és a mai napig hasznaljak is pl. etilén-receptor vagy szignaltranszdukcids
mutans egyedek gyors szelekcidjdhoz. Az etilént, a ndvényi metabolizmus természetes
termékeként Gane-nek (1934) sikeriilt azonositania és a ndvényre kifejtett hatasai alapjan a
hormonok kozé soroltdk. A kdvetkezd 25 évben jelentéktelen novényi hormonnak tartottak,
majd a gazkromatografids vizsgalatok bevezetésével ismét felfedezték a novényi novekedés
¢s fejlodés szabalyozasaban betoltott jelentéségét (Burg €s Thimann, 1959).

Az 1980-as évek kozepére bizonyitottdk az etilén hatdsait és tisztdztdk a bioszintézis
1épéseit. Keveset sikeriilt kideriteni azonban a pontos hatdsmechanizmusrdl és a szignal
transzdukcids (jelatviteli) Gtvonalrol. Radioaktiv izotdppal jelolt etilénnel bizonyitottdk az
etilén-kotd helyek 1étét novényekben (Sisler 1991), de a megkdtésben szerepet jatszo
komponensek tisztitdsa és jellemzése, valamint az Utvonal tisztdzasa és pontos megértése

mind a mai napig még varat magara. A jelatvitel néhany komponensét sikeriilt azonositani
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Arabidopsis-ban, beleértve az etilén receptorokat és transzkripcios faktorok két csaladjat is
(Bleecker et al. 1988, Guzman ¢és Ecker 1990, Kieber et al. 1993, Roman et al. 1995, Alonso
et al. 1999). Az Arabidopsis genom teljes szekvenalasa lehetdvé tette az etilén bioszintézisben
¢s a jelatvitelben szerepet jatszo géncsaladok szamanak és méretének pontos meghatarozasat.
A legujabb kutatasi eredmények szerint az etilén nemcsak a ndvényekben, hanem
allatokban is szabalyoz6 szerepet tdlthet be, amely még altaldnosabb szerepére utal az
¢ldvilagban, mint azt eddig sejtettiik (Stepanova és Ecker 2000). Az els6 példat erre Krasko et
al. (1999) szolgaltattdk, akik egy szivacs fajban (Suberites domuncula) kimutattak az etilén
kozvetlen hatasat az €hezés soran bekdvetkezd sejthalal (apoptdzis) mérséklésére, és az
intracellularis kalcium koncentracio emelkedésére. Az etilén kezelés hatasara két gén (SDERR
és CaM kinaz II) expresszidjanak fokozodasat tapasztaltdk (Krasko et al. 1999). Még
érdekesebb viszont, hogy az etilén bioszintézisben kulcsszerepet jatszo6 ACC-szintaz (ACS)
gén human megfeleldjét is megtalaltak, bar a fehérje ACS aktivitassal nem rendelkezik (Koch
et al. 2001). Az alma ACS géntermékekre jellemz6 | -vinilglicin deaminaciojat azonban képes

katalizalni.

2.1.2. Az etilén bioszintézise

A bioszintetikus utvonal csak 1979-ben valt teljessé, mikor tisztazodott, hogy az 1-
aminociklopropan-1-karboxil sav (ACC) kozvetlen prekurzora az etilénnek (Adams és Yang
1979). Késébb tobb Osszefoglald publikdcid (Yang és Hoffman 1984, Kende 1993,
Zarembinski és Theologis 1994, Fluhr és Mattoo 1996, Bleecker és Kende 2000, Wang et al.
2002.) foglalkozott az etilén bioszintézisével, de az tUtvonal Iépéseinek a tisztazasa
kétségkiviil Shang Fa Yang és Hoffman (1984) nevéhez fiizédik (1. &bra).

Az etiléntermeléshez a novényekben legkevésbé elérheté aminosav, a metionin
megfeleld mennyisége sziikséges, amely a bioszintézis prekurzora (Lieberman és Mapson
1964). Annak ellenére, hogy a fehérjeszintézis elengedhetetlen épitdeleme, a cellularis
metionin csaknem 80%-a S-adenozil metioninnd (SAM) alakul a SAM-szintetdz enzim
segitségével (Ravanel et al. 1998). Egy molekula SAM szintézis¢hez az energiat egy ATP
molekula szolgaltatja. A novények legjelentésebb metil-csoport donorja a SAM, amely jo
néhany biokémiai folyamat szubsztratja, beleértve az etilén mellett a poliaminok
bioszintézisét is (Ravanel et al. 1998). Emellett a SAM a lipidek, fehérjék és nukleinsavak
metilacios folyamataiban is szerepet jatszik. Az etilénig eljutdé bioszintézis sebesség-
meghatarozo6 kulcslépése a SAM = 1-amino-ciklopropan-1-karboxil sav (ACC) atalakulas,

amelyet a piridoxal 5’-foszfat fliggd ACC-szintaz enzim katalizal. Ugyanebben a reakcioban
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ACC-n kivill 5’-metiltioadenozin (MTA) is szintetizalédik az ACC-szintaz segitségével,

amely ) metionin molekuldk kialakuldsdhoz vezet, lezarva a Yang korciklust.
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1. abra. Az etilén bioszintezis Gtvonala (Yang és Hoffmann, 1984)

Ez a folyamat teszi lehetdvé egy allandd celluldris metionin koncentracid fenntartasat
¢s metil-tio csoportok megdrzését még abban az esetben is, ha egyébként az etilén
bioszintézise nagymértékii a sejtben.

Végiil, utolsd 1épésként az ACC etilénné, szén-dioxidda és cianidda alakul egy
oxigénfiiggd folyamatban, az ACC-oxidaz enzim (régebbi nevén ,,ethylene-forming enzyme”
EFE) segitségével, vagy pedig malonil-ACC-vé (MACC) alakul melyet a malonil-transzferaz
enzim katalizdl (Amhrein et al. 1982, Hoffman et al. 1982). Ez utobbi reakcio az ACC
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molekuldk inaktivalasaval az etiléntermelés lehetséges szabalyozo 1épése (Yang és Hoffman
1984). Az ectilénszintézis melléktermékeként keletkezett toxikus cianidokat a -cianoalanin
szintaz enzim detoxifikalja -cianoalaninné.

ACC-szintaz és ACC-oxidaz enzimeket mar tobb mint 40 novényfajbdl izolaltak és

jellemeztek. Bebizonyosodott, hogy az enzimet egy géncsalad kodolja a kiilonb6zd fajokban.

2.1.3. Az ACC-szintaz (ACS) géncsalad

Az ACC-szintaz enzimet kodolo gént elséként Sato és Theologis (1989) kloénoztak
cukkinibdl. Azota mar szinte minden gazdasagilag jelentds fajbodl sikeriilt izoldlni, beleértve
az almat is (Dong et al. 1991, Lay-Yee ¢és Knighton 1995, Rosenfield et al. 1996, Harada et al.
1997, Sunako et al. 2000). Minden fajnal az enzimet egy tobbtagu géncsalad kodolja
(Zarembinski ¢és Theologis 1994), és tagjainak eltérd expresszidjat kiilonbozoé fejlodési,
kornyezeti, valamint hormon szigndlok szabalyozzadk (Zarembinski ¢és Theologis 1994,
Johnson és Ecker 1998, Barry et al. 2000, Alexander ¢és Grierson 2002).

Meglepé modon a géncsalad tagjai kozott a hasonlésag DNS és fehérje szinten is
kisebb lehet 50%-nal. Ez a meglepdnek tiind eredmény azzal magyarazhat6, hogy a fehérje N-
terminalis szakasza ugyan konzervativ, de a C-terminalis hipervaridbilis (Li és Mattoo 1994).
Ez a hipervariabilis, pozitiv toltésli karboxil vég fontos a dimerizacidhoz és az enzim néhany
kinetikai paraméterét is meghatdrozza. Az enzim kristalyszerkezete homodimer (Capitani et
al. 1999). A fehérje harmadlagos szerkezetébdl kideriilt, hogy az egyes monomerek két
kiilonb6zé doménbdl, egy nagybdl és egy kicsibdl allnak. A nagy domén alkotja az enzim
amely minden piridoxal 5’-foszfat fiiggd enzimcsaladban megtalalhato. A kisebb domén,
amely szerkezetében nagyobb variabilitdst mutat, tartalmazza a fehérje amino- és karboxil
régioit. A fehérje aktiv centruma feltételezhetéen a két domén 4altal kozrefogott résben
helyezkedik el a piridoxal 5’-foszfat kofaktorral kapcsoltan (Capitani et al. 1999). Meglepd
moddon az aktiv centrum azon régioit, melyek a piridoxal 5’-foszfattal kapcsolatba 1épnek a
kornyezo alegységek szolgaltatjak. Ez a megfigyelés alatdmasztja azt a hipotézist, hogy az
ACC-szintaz enzim miikodéséhez dimerizaciora van sziikség (Tarun és Theologis, 1998).

Az Arabidopsis genom, melynek a teljes szekvencidja mar ismert 6sszesen 13 ACC-
szintaz gént (ACS1-13) tartalmaz (Schaller és Kieber 2002), azonban az ACS3-r6l kidertilt,
hogy pszeudogén, az ACS1 pedig egy nem funkcionalis ACC-szintaz enzimet kodol (Liang et
al. 1992, Liang et al. 1995). A paradicsom esetében, amely a gylimélcs fejlodés és érés

tanulmanyozasanak modellnovényévé valt, eddig 6sszesen kilenc ACC-szintdz gént izolaltak,
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de valoszinlileg a végsé szam még magasabb is lehet (Rottmann et al. 1991, Yip et al. 1992,
Lincoln et al. 1993, Zarembinski és Theologis 1994, Olson et al. 1995, Nakatsuka et al. 1998,
Shiu et al. 1998, Vogel et al. 1998).

2.1.4. Az ACC-oxidaz (ACO) géncsalad

Az els6 ACC-oxiddz gént paradicsombol izolaltdk (p7OM13) és antiszensz
technikaval sikeriilt igazolni az etilén bioszintézisében betdltott szerepét (Holdsworth et al.
1987, Hamilton et al. 1990). Késobb harom ACO gént (LEACO1-3) sikeriilt izoldlni
paradicsombol, melyek sebzés, viragfejlodés, levél és virag szeneszcencia és gyiimdlcsérés
soran indukalodnak (Holdsworth et al. 1988, Barry et al. 1996, Blume és Grierson 1997,
Nakatsuka et al. 1998, Llop-Tous et al. 2000). Heterolog hibridizacio segitségével almabol
(Dong et al. 1992, Dupille et al. 1993, Pirrung et al. 1993) és még szamos mas novényfajbol is
sikeriilt ACO géneket izolalni és jellemezni (Jiang és Fu 2000).

Ellentétben az ACS génekkel, az ACO géncsalad kevesebb taggal rendelkezik az
egyes novényfajokban (pl. petunia 4, paradicsom 3, alma 3, mungd bab 2) és kozottik a
homologia a 90%-ot is meghaladja. A géneken beliil az intronok szdma és elhelyezkedése
azonos. Az enzim monomerként miikodik (Poneleit és Dilley 1993) és a vas (II) fiiggd
oxidaz/oxigendzok csoportjaba tartozik (Hamilton et al. 1990, Prescott 1993). Az ACO
aktivitdshoz aszkorbéat szubsztrat, szén-dioxid (Dong et al. 1992, Smith és John 1993),
valamint oxigén (Yip €s Yang 1988) is sziikséges.

Fe*', CO,

ACC + O, + aszkorbat = C,H4 + CO, + HCN + dehidro-aszkorbat + 2 H,O

Az még a mai napig sem tisztazott, hogy az ACO enzim hogyan katalizalja az ACC
oxidacidjat, hogy az etilén szabadda valjon. A legtjabb allaspont szerint a Fe(II) ion inditja be
az ACC Kkatalizisét az etilén iranydba miutan egyidejlileg kotdédik hozza és az oxigén

molekulakhoz, lehetdvé téve ezaltal az elektron-transzfert (Rocklin et al. 1999).

2.1.5. A gyiimolcsok érése

Az Oregedés, szeneszcencia univerzalis jelenség az €16 szervezetekben, a fejlodés és
differenciacio végsé fazisa (Varner 1961). A novényeknél a gyiimolcsok, termések érése az
Oregedés eldjatéka. A biokémiai és fiziologiai valtozasok végsd célja a gylimdlcsszovetet
ehetévé és kivéanatossd tenni az azokat elfogyasztd allatok szdmadara és igy a magvak (a
kovetkezd generacid) elterjesztésének biztositdsa. Ezek a folyamatok, bar fajonként

valtozoak, altalanosan a sejtfal struktirajaban kovetkeznek be, a keményité cukorra alakul, a
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patogén fertézésekkel szembeni fogékonysag nd, nodvekszik a pigment bioszintézis ¢€s
felhalmozddas, az iz és aroma anyagok feldasulnak (Rhodes 1980, Seymour et al. 1993). Az
érés soran megfigyelhetd respiracidos- €s endogén etilén-szint valtozasok alapjan a
gytimolcsok két fo csoportba sorolhaték. Az utdérd csoportba tartozd (paradicsom, korte,
alma, dszibarack, banan, cukkini, avokado stb.) esetén az érés jelentds respiracids aktivitas és
Osszetétel valtozassal jellemezhetd; a masik, a nem ut6érd csoportban (narancs, citrom, eper,
sz016) a gylimdlcsok Osszetételében nem figyelhetdk meg ezek a valtozasok (Biale és Young
1981, Lelievre et al. 1997a).

Az ut6érd gyiimolcsoknél - a 1égzésnovekedést kisérve - az etiléntermelés ugrasszert,
hirtelen emelkedése figyelhetd meg. A gylimdlcsdk e csoportjaban a termések érését exogén
etilén kezeléssel (0.1 pl/l felett) is indukalni lehet. Az etilén ezen hatisa legjobban azzal a
mindenki altal jol ismert jelenséggel bizonyithatd, hogy egyetlen érett gylimoles egy egész
koséar tartalmat érésre serkenti az utdérd csoportba tartozd fajoknal (Theologis 1992).
Elséként paradicsomban bizonyitottdk molekularis szinten is, hogy az etilén az a novényi
hormon, amely szabalyozza a gyiimolesok érését. (Lincoln et al. 1987, Maunder et al. 1987).

A nem-ut6éré gyliimolesok érése egy etilén fiiggetlen utvonalon torténik, bar
narancsban mar kimutattak etilén-fliggd mRNS- és pigment felhalmozodast (Alonso et al.
1995), de még hianyos ismerettel rendelkeziink a biokémiai folyamatokat szabalyozo
mechanizmusokrol.

Az etilén termelés szabalyozasa a magasabbrendli novényekben két szinten torténik
(Lelievre et al. 1997a). Az alapszint, a normal vegetativ névekedéshez, valamint a stressz-
etilén termeléshez sziikséges etilén szintet biztositja, amely minden szévetben kimutathato,
beleértve az éretlen gylimolesot is. A hirtelen beinduld és sokkal nagyobb értékkel
jellemezhetd masodik szint, csak az utdérd gyiimolcsok érését, valamint a virdgszirmok
szeneszcencidjat szabalyozza. Exogén etilén adagolasara az etiléntermelés alapszinten negativ
visszacsatolassal valaszol (Zeroni et al. 1976, Vendrell és McGlasson 1971). Etilén
antagonistak alkalmazésa esetén pedig novekszik az etilén szintézise (Atta-Aly et al. 1987).
Ezzel ellentétben, az érésben 1évd utdérd gylimolesdkben (masodik szint) az etilén termelés
egy autokatalitikus Ongerjesztd folyamat. Ezen a szinten inhibitorok alkalmazésa teljesen
blokkolja az etilén termelést €s érést (Sisler €s Lallu 1994, Dupille és Sisler 1995). Az
autokatalitikus etiléntermeléshez a bioszintézist limitaldé ACS és ACO enzimek felgyorsitott
termelése sziikséges. Paradicsomban (Picton et al. 1993) és dinnyében (Guis et al. 1997) is

kimutattdk, hogy az ACS aktivitas és ACC felhalmozodas mar az érés beinduldsa el6tt is
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megemelkedik, még azokban az antiszensz technikaval gatolt gylimolcsdkben is, amelyek
késObb sem termelnek szamottevd etilént.

Mas megfigyelések is azt az allaspontot tamasztjak ald, hogy az ACC = etilén
atalakulast fejlédési faktorok szabalyozzak. Meglepd moddon az ACO aktivitds (Liu et al.
1985, Bufler 1986, Starrett ¢s Laties 1991) és génexpresszié (Dong et al. 1992, Kneissl és
Deikman 1996) indukélhatod éretlen gyiimolcsok etilén kezelésével, mig az ACS és etilén
bioszintézis nem. Ez azt mutatja, hogy a fejlodési faktorok altal szabalyozott ACS gén
expresszioja a kritikus tényez6 a gylimolcsok autokatalitikus etilén termeléséhez (Knapp et al.
1989, Terai 1993). Mivel az ACO ¢és ACS géneket egy tobbtaghi géncsaldd kodolja a
novényekben, ezért valdszinlileg a negativ visszacsatolasbol ongerjesztd folyamattd atvaltd

etilén termelésben a géncsalad tagjainak eltérd szabalyozasa jatssza a foszerepet.

2.1.6. Az ACS és ACO gének szabalyozasa a gyiimélcsérés soran (paradicsom modell)

Az utéérd gyiimolcsok érésének tanulmdnyozdsdban a paradicsom  valt
modellndvénny¢€, mivel viszonylag révid generacids idével rendelkezik (~45-100 nap fajtatol
¢és évszaktol fiiggden), konnyll szaporitani és keresztezni, diploid (2n = 24), genetikailag jol
jellemzett, nagyszam( mutdnst izolaltak, iiveghdzban egész évben termeszthetd. El6nye még a
viszonylag kis genommérete (0.9 pg / haploid genom) és hogy mar tobb, mint 1000
molekularis markert azonositottak, melyek atlagos tdvolsaga kisebb, mint 2 ¢cM (Tanksley et
al. 1992). A genetikai térkép hatékonyan alkalmazhaté olyan QTL-ek azonositasara is,
melyek kapcsolatban vannak a gylimolcsfejlodéssel és az éréssel. (Grandillo et al. 1999, Ku et
al. 1999, Doganlar et al. 2000). Ezen kiviil ma mar tébb, mint 40000 EST szekvencia all

rendelkezésre (http://www.tigr.org/tdb/Igi/), melyek kizarolag a gyiimolcsfejlodés és érés

kiilonb6z6 allapotaiban expresszalodnak (Moore et al. 2002).

A mar emlitett 9 izolalt ACS (LEACS1A, LEACS1B és LEACS2-8) gén koziil elséként
az LEACS2 és LEACS4 gének érés-specifikus expressziojat bizonyitottdk €s széleskorlien
tanulmanyoztak (Olson et al. 1991, Rottmann et al. 1991, Yip et al. 1992, Lincoln et al. 1993).
Az LEACS2 gén antiszensz gatldsa az endogén LEACS2 ¢és LEACS4 gének expressziojanak
nagyfokl csokkenését, valamint az érés-specifikus etilén szintézis gatlasat (0.1%-ra) okozta
transzgénikus paradicsomban (Oeller et al. 1991). Késébb igazolodott, hogy az LEACS1A ¢és
LEACS6 gének is részt vesznek az érési folyamat elokészitésében (2. abra. - Barry et al. 2000)
¢s hogy mindegyik gén kiilonboz6é expresszids mintazattal rendelkezik az érési folyamat

soran.
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2. abra. Az ACS gének expressziojanak szabdlyozasa az alap-, &tmeneti- és érési szintek
kozott paradicsomban (Barry et al. 2000 nyoméan)

A paradicsomban el6forduld érési mutansok segitségével azonositottak azokat a
géneket, melyek kozvetlen etilén szabdlyozés alatt allnak. Az érésre képtelen, ,,Never ripe”
(Nr) mutans nem képes az etilént érzékelni és igy a szignaltranszdukcidt elinditani, mivel az
NR etilén receptoranak etilén koté domén-jében kovetkezett be a mutacié (Lanahan et al.
1994, Wilkinson et al. 1995). Az érésben gatolt ,ripening inhibitor” (rin) mutdnsok
gylimodlcseiben sem indulhat be az autokatalitikus etiléntermelés (Herner és Sink 1973), mert
- bar itt a jelfelfogas miikodik -, de a RIN transzkripcios faktorban bekovetkezett mutdcid
eredményeként szintén gatlédik a jelatvitel (Vrebalov et al. 2002). A mutans gyiimolesok
analizisével bizonyitottak, hogy az LEACS2 gén expressziodja etilén fiiggd. Az LEACS1A és
LEACS4 gének milkodésében csak kismértékli késést tapasztaltak, amely azt mutatja, hogy
etilén nem sziikséges ezeknek a géneknek a szabalyozisahoz (Barry et al. 2000). Eretlen
gytimolcsok etilén kezelése az LEACS1 és LEACS6 transzkriptumok jelentds csokkenését
eredményezte, negativ visszacsatolast jelezve a génregulacidban (Barry et al. 2000).

A 2. abrén vazolt elmélet szerint a vegetativ fejlédés stadiumdban sziikséges alap
etilén szintet az LEACS1A és LEACS6 gének biztositjak. Ez egészen a gylimolcsfejlédés azon
szakaszaig tart, amikor is fejlédési faktorok hatdsara beindul az érés. Ekkor elséként az
LEACSTA gén expresszidja n6, majd az LEACS4 gén is aktivalodik. Feltehetéen a RIN
fehérjének fontos szerepe van ezekben a folyamatokban. Ebben az dtmeneti szakaszban indul

be az autokatalitikus etilén szintézis, melyet az etilén fliggd LEACS2 gén folyamatos
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miukdodése tart fent. A megemelkedett etilén szint negativ visszacsatolast eredményez az alap
etilén szintet biztositd gének mitkddésében.

Az érési folyamat beindulésa elétt az LEACOL1 és kisebb mértékben az LEACO3 gének
aktivitasa megeldzi az ACS génekét, tehat feltehetdleg ezek is résztvesznek az etilén termelés
szabalyozasaban (Barry et al. 1996). Az LEACO2 transzkriptumokat szinte kizarolag csak
portok szovetben sikeriilt kimutatni. Az LEACO]1 expresszidja a paradicsom esetében az érési
folyamat beinduldsat (,,breaker” fazis - zsendiilés) kovetd harmadik napon éri el maximumat,
majd visszacsokken a kiinduld szintre. Az LEACO3 transzkriptumok csak a paradicsom
érésének ,breaker” fazisaban mutathatok ki, utana eltiinnek. Feltehetéleg az autokatalitikus
etilén szintézis az LEACO1 de novo szintézisével kezdédik és az ennek hatasara
megemelkedett etilén szint inditja el az LEACS1A gén fokozott expresszigjat, majd - a mar

ismertetett Gton - az érési folyamatot.

2.1.7. Az érést befolyadsolo egyéb kiilso tényezok

Azok a kornyezeti hatdsok, amelyek a betakaritast kdvetden a szallitas és tarolas sordn
érik a gyiimolcsoket, nagymértékben befolyasoljak azok etilén szintézisét is. Az alacsony
hémérsékleten torténd tarolast széleskoriien alkalmazzak a tarolasi idé meghosszabbitasara,
azonban pé¢ldaul az dszibarack esetében éppen ez a hideg kezelés sziikséges az autokatalitikus
etilén termelés beinditasdhoz (Blankenship és Richardson 1985, Morin et al. 1985, Knee
1987). Az alacsony homérséklet indukalja az ACO és ACS gének miikodését. Hiités nélkiil
exogén etilén adagolassal sem lehet az ACS gének expresszidjat indukalni (Lelievre et al.
1997b). A hideg kezelés az etilén érzékenységet is befolyasolja.

Azokban a gylimdlcsokben, melyek nem igényelnek hideg kezelést (ide tartozik az
alma is) a tarolasi id6 novelhetd, de a hiités elémozditja az etilén szintézis gyors
bekapcsolasat, a hideg periddus utan. Ez eldsegiti a gyiimdlcsok homogén beérését (Knee et
al. 1983, Jobling et al. 1991). Granny Smith fajtdban bizonyitottak, hogy a hideg kezelés
indukalja az ACO aktivitast és ACO fehérje halmozddik fel (Larrigaudiere és Vendrell 1993,
Lelievre et al. 1995). Ezeket (ACO transzkriptum ¢és fehérje) hokezeléssel (38°C) probaltak
csOkkenteni paradicsomban mely harom nap utan sikerilt is (Lurie et al. 1996). Irreverzibilis
gatlasra azonban nincs lehetdség, igy 6nmagéaban a hideg kezelés és azt kovetd hokezelés nem
oldja meg a tarolasi problémakat.

A tarolotér gazosszetételének megvaltoztatasa azonban dontd modon képes gatolni az
etilén €s prekurzorai szintézisét. Mar koran megfigyelték, hogy a levegd oxigén tartalmanak

1-3 %-ra torténd csokkentése 50%-kal mérsekelte az alma etilén termelését (Burg és Thimann
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1959). Ez az ACO aktivitas gatlasdval magyarazhato, mivel mint lattuk mikodéséhez oxigén
sziikséges (lasd. az ACC-oxidaz géncsalad fejezet). A csokkentett oxigén szint és alacsony
hémérséklet kombinacidjaval késleltethetd az autokatalitikus etilén termelés beinditdsa az
ACS és ACO aktivitas gatlasaval (Gorny és Kader 1996).

A szén-dioxid ~2%-os koncentracioja fenntartja az in vitro ACO aktivitast (John
1997). Magasabb koncentracioban mar az etilén miikodés inhibitoranak szamit (Burg és Burg
1967) ezért az autokatalitikus etilén termelés beinduldsa ezuton is megelézhetd. A taroldtér
szén-dioxid tartalmanak 5%-ra torténd emelése mar az ACS és ACO aktivitast erdsen
limitalja (Bufler 1984, 1986; Blanke 1991, Mathooko 1996).

Tehat a hidegkezelés, alacsony oxigén szint és megemelt szén-dioxid koncentracio
kombindldsaval a gyiimdlcsok tarolasi problémai megoldhatova valhatnak. A gdzosszetétel
szabalyozasat lehetdvé tevd hiitdtarolok alkalmazédsa azonban jelentdsen megndveli a tarolasi

koltségeket.

2.1.8. Az etilén termelés gatldsa

Régota ismert, hogy specifikus inhibitorokkal az etilén szintézise illetve miikodése
gatolhat6. Aminoetoxivinilglicin (AVG) és aminooxiecetsav (AOA) blokkolja a SAM =
ACC atalakulast (Beyer 1976, Beyer et al. 1984). A nehézfémek koziil a kobalt és nikkel
viszont képes megakadalyozni az ACC = etilén atalakulédst. Az eziist ionok eziist nitratként
¢s tioszulfatként alkalmazva, valamint az Ujonnan felfedezett szintetikus ciklopropének
[ciklopropén (CP), 1-metilciklopropén (1-MCP), 3,3 dimetil ciklopropén (3,3-DMCP)] az
etilén receptorokhoz kapcsolodnak ¢és gatoljak a jelatviteli mechanizmust (Serek et al. 1994,
Sisler et al. 1996, Sisler és Serek 1997). Ezek koziil a gylimdlcsok eltarthatosaganak
novelésére az 1-MCP hasznélata terjedt el, mivel mar kis mennyiségben alkalmazva is
hatékony (0.1-1 ul/l) és ebben a koncentracié tartomanyban nem mérgezo.

Alméban az 1-MCP hatasat eddig az ’Anna’, ’Empire’, "Fuji’, *Gala’, *Ginger Gold’,
’Granny Smith’, *Jonagold’, ’Law Rome’, Mclntosh’ és *Redchief Delicious’ fajtak esetében
vizsgaltak (Fan et al. 1999a,b, Rupasinghe et al. 2000, Watkins et al. 2000, Mir et al. 2001,
Pre-Aymard et al. 2003). A kezelés hatasara gatlodott a gylimolcsok etilén termelése,
respirdcidja, puhuldsa és a titralhatd savassag is kevésbé csokkent. Az 1-MCP hatasa a
szabalyozhato gazdsszetételli hiitdtarolokban jelentésebb volt, mint normal levegd Gsszetétel
mellett (Watkins et al. 2000). Almafajtak esetében az alkalmazott 1-MCP koncentraci6 0.5-1
ul/l kozott volt a leghatékonyabb, azonban ez fiiggott a hdmérséklettdl és a gyiimodlesok

érettségi allapotatdl is. Az optimalis idépontot csak négy nappal meghalado késésnek sem
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volt szinte semmi hatdsa a gyiimolcsok érésének gatlasdban (Pre-Aymard et al. 2003). Annak
ellenére, hogy az 1-MCP irreverzibilisen kapcsolddik az etilén receptorokhoz, 0j receptorok
megjelenése a kezelést kovetden feloldhatja gatld hatdsat (Jiang et al. 1999).

Az etilén termelés gatlasdinak molekuldris és géntechnoldgiai megkozelitését a
bioszintézisben szerepet jatszo enzimek expresszidjanak antiszensz vagy szensz génekkel

torténd gatlésa jelenti.

2.1.9. A génexpresszio molekularis gatlasa novényekben

Az antiszensz RNS-sel kivaltott génszupresszid ndvényekben (Ecker és Davis 1986)
nagymértékben eldsegitette a ndvényi géntermékek funkcidjanak megismerését €s jellemzeését
az utdbbi 15 évben. Az elsé antiszensz RNS-sel gatolt ndvényi génrél Van der Krol et al.
(1988) szamoltak be. Az antocian és flavonoid bioszintézisben kulcsszerepet jatszo csalkon
szintdiz (CHS) gén antiszensz gatlasa vizualisan is megfigyelhetd volt a viragok
pigmentszintézisének csokkenése vagy hianya miatt. A transzformacié azonban annak
hanem atmeneti pigmentaltsagii virdgokat is eredményezett. Késobb igazolodott, hogy a
virdgszin kialakulasaban mas folyamatok is hatdssal lehetnek, példaul a gibberellinsav-
szintézis inhibitora novelte a gatlast (Blokland et al. 1993).

A gylimdlcsok érési folyamataban résztvevd gének alapvetd szerepének megértését is
az antiszensz technika tette lehetové (Gray et al. 1992). Elsdként a ndvényi sejtfal pektin
Osszetevojének lebontasaért felelds poligalakturondz (PG) enzim mikodését gatoltak
paradicsomban antiszensz moddszerrel (Smith et al. 1988). Annak ellenére, hogy a
transzgénikus gylimdlcsokben a PG aktivitds a normal szint 1 %-ara csokkent és a pektin
degradécioja is gatolt volt (Smith et al. 1990), a bogydk puhuldsdban nem volt kimutathato
szignifikans kiilonbség (Schuch et al. 1991). Ez azt mutatta, hogy a PG aktivitds nem egyediil
onmaga felelds a gylimdlcsok puhulasaért. A PG antiszensz novényekben az etilén szintézis
és érés nem volt gatolt (Smith et al. 1990), tehat az érési folyamat inicidciojadban nem vesz
részt, ellentétben az addigi feltételezésekkel (Baldwin és Pressey 1988). A feldolgozas
szempontjabol azonban voltak kedvezod tulajdonsagai a transzgénikus fajtanak, a hasadasnak,
mechanikai sériiléseknek €s a masodlagos gombas fertézéseknek jobban ellenallt (Schuch et
al. 1991). Az els6 koztermesztésbe keriilt GMO fajta (,,Flavr Savr” paradicsom fajta —
Calgene Inc. / 1994) is antiszensz PG gént tartalmazott, azonban nem valtotta be a hozza

flizott reményeket és ezért kereskedelmi forgalomban kevesebb, mint egy évig volt.
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A sejtfal pektin alkotorészének lebontasaban résztvevd masik enzim a pektinészteraz
(PE), melynek antiszensz gatlasa a PG gén szupresszidjahoz hasonl6 eredményhez vezetett
(Tieman et al. 1992, Hall et al. 1993). Hidba gétlodott a PE aktivitas tobb mint 90%-kal, a
bogydk puhulasara nem volt hatassal; azonban a PG aktivitast gatolta. Ez alatamasztja a PG
¢s PE enzimek szinergikus egyiittmiikodésérdl korabban kialakitott allaspontot (Seymour et
al. 1987). Mivel azonban a pektin polimerek hosszabbak maradtak az antiszensz PE
paradicsomban, a beldliik késziilt piirének nagyobb lett a viszkozitdsa, igy a kivanatos
konzisztenciaju piiré elkészitése konnyebbé valt. Emiatt mind a mai napig kereskedelmi
forgalomban maradt nem csak az USA-ban, de Anglidban is.

A paradicsom puhulasanak €s érésének nagyfoku késleltetését az etilén bioszintézist
katalizald enzimek antiszensz szupresszidja tette lehetévé. Mint mar emlitettiik, a pTOM13
cDNS-t antiszensz orientdcioban paradicsomba transzformalva sikeriilt megallapitani, hogy az
ACO enzimet kodolja (Hamilton et al. 1990). Az etilén szintézis a transzgénikus bogyokban a
normalis szint 5%-dra csokkent és jelentds késést mutattak érésben és puhulasban a
kontrollhoz viszonyitva. A ndvények részletesebb vizsgdlata sordn (Picton et al. 1993)
kideriilt, hogy az érés gatlasanak mértéke erdsen fiiggott attdl, hogy milyen fejloédési
stadiumban takaritottadk be a terméseket. Az érés beindulésa (,,breaker” fazis, mikor a bogyok
elkezdenek pirosodni) el6tt gyljtott bogyodk érése jelentdésebb mértékben gatlédott. Ez
valosziniileg azzal magyarazhatd, hogy ebben a stddiumban még nem kezdddik el a
citokininek (az érési folyamat inhibitorai) intenziv kidramlasa a gyiimdlcsbdl (Martineau et al.
1994), amely az érés soran megfigyelhetd. A levelek szeneszcencidja is szignifikans késést
mutatott a transzgénikus névényekben (Picton et al. 1993).

Az etilén szintézis még nagyobb mértékli gatlasat sikeriilt elérni az ACS enzim
antiszensz szupresszidjaval paradicsomban (Oeller et al. 1991). Valdszinilileg ez azzal
magyarazhato, hogy az ACS enzim kevésbé stabil in vivo és igy érzékenyebb az antiszensz
gatlasra. A transzgénikus gyiimdlcsok etilén termelése 99.5%-kal csokkent, de exogén etilén
adagolassal az érési folyamatot vissza lehetett allitani. Ezek a kisérletek jelentették végsod
soron az etilén szerepének elsd nyilvanvalo bizonyitékat az érési folyamatokban. Antiszensz
ACS gént hordoz6 paradicsom fajta 1995-ben kertilt a piacra ,,Endless Summer” néven (DNA
Plant Technology Inc.).

Meglepé moddon a szensz génnel torténd transzformécio az esetek tobbségében nem
fehérje tultermeléshez vezet, hanem az antiszensz gatlashoz hasonl6 génszupresszidhoz. Ezt a

jelenséget koszupresszionak nevezték el (Napoli et al. 1990). Ez a hatds azonban nem
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univerzalis; példaul a teljes hosszusagt peroxiddz cDNS szensz orientacidban ndvelte a
peroxiddz aktivitdst dohanyban (Lagrimini et al. 1990).

A PG enzim expresszidjat paradicsomban nemcsak antiszensz, hanem szensz PG gén
bejuttatott homolog transzgén megnyilvanulasaban kolcsonds csokkenés volt tapasztalhato.
Ezt sikeriilt kimutatni szensz csalkon szintdz (CHS) génnel (Napoli et al. 1990, Van der Krol
et al. 1990) és szensz dihidroflavonol 4-reduktdz (DFR) génnel transzformalt petinidbdl is. A
génszupresszié magyarazatara Napoli et al. (1990) és Jorgensen (1990) azt a nézetet
tamogattdk, hogy az a homoldég DNS szekvencidk kozott fellépd transz interakciok
kovetkezménye, mig Van der Krol et al. (1990) szerint a feleslegben 1évé RNS blokkolja a
transzkripcidt. Késébb megfigyelték, hogy szensz RNS molekuldk direkt injektalasa a
sejtekbe hasonld hatast okozott (Guo és Kemphueses 1995). A legnagyobb meglepetést az
keltette, hogy kettds szadla RNS (dsRNS) injektalasaval a megfeleld endogén gén
szupresszidja még kifejezettebb volt (Fire et al. 1998). Ezt a jelenséget RNS interferencianak
(RNAi1) nevezték el. Ez a felfedezés a poszt-transzkripciondlis géncsendesités (PTGS)
pontosabb megismeréséhez vezetett, mivel bebizonyosodott, hogy az eddig bemutatott
génexpresszios gatlasok az RNAI kiilonb6zo példainak tekinthetok.

A kialakult dsRNS molekulakat specifikus ribonukleazok (Dicer) 21-25 bp hosszusaga
rovid szakaszokra [kis interferald6 RNS-ek (siRNAs)] hasitjak fel (Hamilton és Baulcombe
1999, Bernstein et al. 2001). Ezek a termékek 5° foszfat, 3” hidroxil végekkel és két talnyulo
nukleotiddal rendelkeznek a 3’ végiikon, melyek elengedhetetlen kellékei az RNAi
kialakulasanak (Hamilton és Baulcombe 1999). A kovetkezd 1épésben specifikus fehérjékkel
komplexet alkotnak (Nykénen et al. 2001), melyek dnmagukban még nem képesek az RNS
interferenciat kifejteni, ehhez eldszor térben at kell rendezddniiik (Hammond et al. 2001). A
kialakult aktiv forma mar képes a komplexben 1évé siRNS-sel komplementer mRNS-t
felismerni és a komplexet alkotd ribonukledzzal elhasitani (Elbashir et al. 2001), igy a
transzlaciora képtelenné tenni (Hutvagner és Zamore 2002).

Meglep6 modon ez a mechanizmus szinte minden eukariota szervezetben megtalalhato
¢és a benne szerepld enzimek nagy homologiat mutatnak a fajok kozott. Néhany enzim mas,
lényeges sejtfunkcio kialakitasaban is szerepet jatszik, amely fontos egylittmiikddést sejtet a
kiilonbozé anyagesereutak és az RNS interferencia kozott. Feltehetéen ez a mechanizmus egy
Osi védekezési modszer az eukariota sejtekben az idegen DNS- és virusfertdzések ellen

(Hutvagner és Zamore 2002).
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2.2. Az alma transzformacioja

Elsdként James et al. 1989-ben szamoltak be a ,,Greensleeves” fajta sikeres
transzformaciojarol Agrobacterium tumefaciens-re alapozott levéllemez transzformécioval, a
pBING binaris vektorral. A transzgénikus novények, amelyeket a transzformaciot kovetéen 5
honap elteltével kaptak, tartalmaztdk a nopalin-szintaz riporter gént, valamint a neomicin-
foszfotranszferaz marker gént, amely a kanamicin rezisztencidért felelds. A gének stabilan
integralodtak a genomba és 5 év elteltével a magoncokban 1:1 ardnyban hasadtak, a mendeli
oroklésmenetnek megfeleléen (James et al. 1994). A transzformdcios hatékonysag azonban
alacsony volt (1-2%), és a hajtasokat a genetikailag instabil kallusz staddiumon keresztiil
kaptak. Napjainkig mar csaknem 25 almafajta és szamos alany transzformécidja
megoldottnak tekinthetd, bar a hatékonysagot azdta sem sikeriilt szamottevéen ndvelni (1.
tablazat). Az eddigi eredmények alapjan a legnagyobb transzformacids hatékonysagot M26,
Jork 9, M9, M29 alany- és Royal Gala valamint Greensleeves fajtakkal érték el. A
transzformacid eredményességét befolyasold tényezok koziil a genotipus hatdsa meghatarozo.
Ennek kovetkeztében minden genotipusra kiilon-kiilon kell kidolgozni a megfeleld
transzforméacios, szelekcids, regeneracios, gyokeresitési stb. rendszert. Azon feliil, hogy az
egyes genotipusok kiilonb6z6 eredményességgel transzformalhatdak, a tranziens expresszid

sem mutat pozitiv korrelaciét a stabil expresszidval. Ugy tiinik, hogy a genotipus-fiiggd

crer

1. tablazat. Az alma Agrobacteriumra alapozott transzformacioja soran elért eddigi
eredmények (Galli et al. 2001a)

. e Agrobacterium . Regenericios . .
Transzformalt fajt(a)k torzs(ek) Transzgén hatékonysag Hivatkozas
Greensleeves LBA 4404 nos 1-2% James et al. 1989
Empire, Freedom,
Golden Delicious, ez o
Liberty, Mclntosh, LBA 4404 gusA néhany% Yepes 1990
M7A, M26
A4 . Lambert és Tepfer
M26 (A. thizogenes) | R T-DNA - 1992
LBA 4404
M26 CZ707 gusd 1.8-4% Mahes?;;;“ ctal.
EHA 101
C58C1 S
Greensleeves pGV3850 gusA néhany% James et al. 1993
M26 5852707 qusA ) Norelli és Aldwinckle
1993
LBA 4404
é‘;?:fﬁig’ ﬂ:ﬁ‘ffﬁfl C58C1 ausA - De Bondt et al. 1994
- Verun, By EHA 101
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1. tablazat folytatdsa
. s Agrobacterium . Regeneracios . .
Transzformalt fajt(a)k torzs(ek) Transzgén hatékonysdg Hivatkozas
Granny Smith C58C1 ipt;, ipt, 0.07% Trifonova et al. 1994
M26 LBA 4404 attacinE 0.15% Norelli et al. 1994
Delicious C58C1 qusd 1-2% Srikandarajah.ct al.
1994
Gala, Golden Delicious AGLO gusA 0.8% Schaart et al. 1995
Royal Gala LBA 4404 uidA, als 4.6% Yao et al. 1995
Jonagold, Elstar, Gala,
Golden Delicious, Fuji, EHA 101 0
Jonagold King, Bracburn, EHA 105 gusA, bar 0-3.7% De Bondt et al. 1996
Jonagored, Merlijn
Florina, Gala, M26 Egﬁ }8; uidA, 0.9-2.9% Perales et al. 1996
GalaGolden Delicious, oL qusA 04-8% | Puite é Schaart 1996
Royal Gala EHA105 gusA - Liu et al. 1998
M26 GV3101 rolA 0.9% Holefors et al. 1998
M26 C58Cl1 gusA, rolB - Welander et al. 1998
. . Srikandarajah és
7 KO
Delicious, Pink Lady pGV3850 gusA 1.2-2.6% Goodwin 1998
Delicious, Golden Maximova et al
Delicious, Royal Gala EHA101 gusA 0-5.6% 1998 '
Greensleeves
Marshall McIntosh EHA105 gusA 2.2-3.1% Bolar et al. 1999
Marshall Mclntosh EHA105 ech4?2 - Bolar et al. 2000
Jork 9 Eg?gcoiA gusA, rolB 1.6-6.5% Sedira et al. 2001
Royal Gala EHA105 MB39 1.7% Liu et al. 2001
M9, M29 C38Cl1 rolB 0-6.6% Zhu et al. 2001
Ringo (M. prunifolia) EHA101 rolC - Igarashi et al. 2002
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1. tablazat folytatdsa

. s Agrobacterium . Regeneracios . .
Transzformalt fajt(a)k torzs(ek) Transzgén hatékonysdg Hivatkozas
Galaxy EHA105 attacinkE, lizozim - Ko et al. 2002

Roviditések: als: acetolaktat-szintaz gén, attacinE: Hyalophora cecropia litikus fehérjét kodolo attacin E génje,
bar: foszfinotricin-acetil transzferaz gén kodold régidja, ech42: Trichoderma harzianum endokitinaz génje,
gusA: B-glucuronidaz gén kodold régidja (tartalmaz egy ndvényi intront, igy nem nyilvanul meg az
Agrobacteriumban (Vancanneyt et al. 1990), ipt;:: izopentenil-transzferaz gén pTiB653-bol izolalva, ipt,:
izopentil-transzferaz gén pTiC58-bdl izolalva, MB39: Hyalophora cecropia litikus fehérjét kodold cecropin
génje, nos: nopalin-szintaz gén, rolABC: az Agrobacterium rhizogenes gyokérindukalo 16kuszanak (root loci-
rol) génjei, Ri T-DNA: az Agrobacterium rhizogenes gyokérindukald T-DNS régidja, uidA: B-glucuronidaz gén
kodolo régidja (egy bakterialis riboszoma-kotd hely hianya miatt nem nyilvanul meg az Agrobacteriumban
(Janssen és Gardner 1989).

Mint az 1. tablazatbol is kitlinik, a transzformacidk tulnyoméd tobbségében a -
glilkuronidaz riporter gén szerepelt. Az alanyok torpésitésére és gyOkeresedési képességiik
javitasara az Agrobacterium rhizogenes-bodl szdrmazd rolABC génekkel probalkoztak
(Lambert és Tepfer 1992, Holefors et al. 1998, Welander et al. 1998, Sedira et al. 2001, Zhu
et al. 2001, Igarashi et al. 2002). A mai modern karcsu-orsé termesztésben elengedhetetlen
feltétel a torpésités, hogy a tétavolsagot csokkenthessék és a sziiretelést is konnyitsék. A
transzgénikus alanyok ilyen jellegli felhaszndldsa azért is eldnyds, mert a transzgén
megszokésének nincs veszélye €s a raoltott nemes fajta mar nem tartalmazza a transzgént.

A citokinin bioszintézis els6 enzimével, az izopentil-transzferazzal transzformalt
ndvényekben az apikalis dominancia drasztikusan lecsokkent, igy elvileg ezzel a modszerrel
is elérhetd a torpésités (Trifanova et al. 1994). A megemelkedett citokinin koncentracid
kovetkeztében azonban ezek a ndvények gyokeresedésre képtelenek, csak auxin és
anticitokinin (4-substituted-triazolo [4,5,d] pyrimidine) hozzdadéasaval képeznek gyokérzetet.

A baktériumos fertézések - kiillonos tekintettel az Erwinia amylovorara, amely 1996-
tol mar hazankban is komoly karokat okozott - elleni védekezésnek egyik genetikai mddszere
a Hyalophora cecropia litikus fehérjéit (attacin, cecropin vagy szintetikus analdgjai: shiva-1,
SB-37) kodolo génekkel torténd transzformaciod (Norelli et al. 1994, Liu et al. 2000, Ko et al.
2002). Mind ezzel a megkdzelitéssel, mind a T4 bakteriofagbdl izolalt lizozim génjével
tortént transzformacidt kovetden néhany transzgénikus vonal rezisztensnek bizonyult az E.
amylovora fertézéssel szemben (Ko et al. 2002).

Az alma varasodasaért felelds Venturia inaequalis gomba elleni rezisztenciat Bolar et
al. (2000) egy masik gombafajbol szarmazo (Trichoderma harzianum) endokitindz génnel
torténd transzformacioval érték el. A magas endokitindz szint azonban nem csak a betegség

kialakulasat, hanem a ndvény novekedését is gatolta.
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2.3. Festuca fajok molekularis taxonomiaja
2.3.1. A Festuca fajok jellemzése

A Festuca nemzetség fajai nagy szamban fordulnak eld a hazai természetes- és
kultarfléraban. Fajaik természetes gyepeink allomanyalkotoi, ezért az dsgyepeinken folytatott
legeltetés miatt is nagy a gazdasagi jelentdségiik. Az tigynevezett aprocsenkeszek az abiotikus
stressznek (szarazsag, so stb.) kitett teriiletek jellegzetes fajai. Kézepes mennyiségii, de kivalo
mindségli termést adnak még olyan teriileten is, ahol mas faj nem johet szdmitasba.

Ezeket a fajokat, melyek a Karpat-medence kozponti, homokosabb teriiletein
talalhatok, a floramlivekben a Festuca Ovinae csoportba soroltak (Hackel 1882, So6 1955,
1973a, 1973b, Stohr 1960, 2002, Patzke 1961, 1968, Majovsky 1962, Nyarady és Nyarady
1964, Schwarzova 1967, 1968, Hordnszky et al. 1971, Tzvelev 1971, Beldie 1972, Alexeev
1973, Pils 1984, Englmaier 1994, Horanszky 1992, 2000).

A fajok pontos meghatarozasa tobb szempontb6l is vitatott. Taxondémiai
problematikdjuk alapja, hogy a morfoldgiai hasonlosag mellett, mely alapjan a leirdsuk is
tortént, jelentdsek a mikroszisztematikai eltérések. Besorolasukat tovabb zavarja a taxonémiai
bélyegek kornyezetfiiggdsége, a fajok nagy szdma (besoroldstdl fiiggden 150-500 faj),
ploidszintjiilk valtozatossaga (2n=2x=14-t61 2n=12x=84-ig) ¢és hogy tobbségiikben
idegentermékenytilok.

A Festuca fajok monografia szintli dsszefoglalasat és feldolgozasat Hackel (1882)
végezte el. Az addig leirt fajokat rendszerbe foglalva, az altala leirt 0j taxonokkal kiegészitve
jelentette meg. Fajfelfogasa, ami az egyes taxonoknak gytijtéfajként vald alkalmazasat jelenti,
Horanszky (1969) szerint nem kovetendd szemlélet, mert csak a kiilonben is nehezen
attekinthetd és haszndlhatdé ndémenklatira ziirzavart noveli, és elmossa a valdban jol
koriilhatarolhatd kiilon fajként vald értékelést. A rendszertanilag igazan problematikus
csoport taxonjai Hackel (1882) miivében a F. Ovinae koriil, és azon belill is a F. sulcata
gyljtécsoportban talalhatok. A taxonok koziil kiilondsen azok érdekesek, melyeket sok szerzo
(M4jovszky 1962, So6 1973a, 1973b, Pils 1985, Simon 1992), mint intraspecifikus taxonokat
targyal (F. stricta, F. wagneri, F. javorkae). A lehetséges, de nem bizonyitott sziiléfajaik: F.
rupicola, F. valesiaca, F. pseudovina, illetve F. vaginata, F. pallens.

A F. Ovinae csoport fajainak meghatarozasat tovabba az is neheziti, hogy ezek a
taxonok sokszor csak méretbeli kiillonbségeik alapjan valaszthatok el egymastol (Soo 1955,
Csanyi-Kovacs ¢és Horanszky 1973, Horanszky 1969, 1970, Pils 1985). A nodvények

epidermisz strukturaja is meghatarozd, és rendkiviil fontos bélyeg (Horanszky 1954, Penksza
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¢s Engloner 1999, Penksza 1999, 2000). A kiilonb6z6 fléramiivekben és a hatdrozdkban a
levelek szovettani felépitése a fajok elkiilonitésekor hasznalt kulcsok alapja.

A levélkeresztmetszet alapjan a hazai szalaslevelll fajok harom csoportba sorolhatok
(Penksza 2000). Az els6é csoportba a gytirlis, a masodik csoportba a kdteges és a harmadik
csoportba az atmeneti szklerenchimazottsagi format mutatd taxonok tartoznak (3. &bra). A
koteges és az atmeneti format mutatd fajok meghatirozasa nem egyértelmii. Az atmeneti

format mutatok koz¢é soroljuk a hibrideredetiiként nyilvantartott taxonokat.

F. vaginata F. wagneri
F. pallens F. rupicola  F. pseudovina F. stricta
F. valesiaca F. dalmatica F.javorkae

F. pseudodalmatica
3. abra. A gytrls (A), koteges (B) és dtmeneti (C) szklerenchimazottsagu format mutatd
taxonok

Kiilonleges helyet foglal el a F. javorkae, melyet Majovszky (1962) irt le. A fajleiras
alapjan a taxon szintén atmeneti format mutat. A tipuspélddnyok alapjan Penksza (1999)
pontositotta a fajleirast, miszerint 3-5 szklerenchimaval rendelkezd taxonrdl van szo6, amely
megjelenésében nagyon hasonlit a F. rupicola, els6sorban vastagabb tipust példanyaira.

A fajok kromoszomalis feldolgozasaval is tobb munka foglalkozott (Baksay 1957, Pils
1985, Horanszky et al. 1971). A terepi és tenyészkerti allomasokon is végeztek populécio
szintll citologiai vizsgalatokat (Csanyi-Kovacs és Horanszky 1973, Horanszky et al. 1980).

Horanszky (1969) arra vonatkozodan is végzett vizsgalatot, hogy mi az a megfeleld
egyedszam, mely herbariumi példanyokon végzett 6sszehasonlitd értékelés esetén megfeleld
eredményt adhat. Hordnszky (1969), Csanyi-Kovacs és Horanszky (1973) amellett, hogy a
lokalizalt mintavételre is felhivta a figyelmet, tobb egymashoz kozel €16 faj morfologiai
Osszehasonlitasat is elvégezte a buga bélyegei alapjan.

A kiils6 morfologiai és belsd anatémiai és fenoldgiai tulajdonsagokra alapozott
klasszikus taxonémia nagy hibdja, hogy ezeket a bélyegeket a kdrnyezeti tényezdk jelentésen
modosithatjak. A molekularis genetikai modszerek alkalmazéasaval viszont a kornyezeti

tényezOk hatasa eliminalhatd. A racionalis megkozelitést tehat a DNS alapu markerek
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jelenthetik, a fajok azonossaga vagy kiilonbozosége a genetikai tavolsagok, a genomidlis
eltéréseik alapjan meghatarozhato.

Molekularis vizsgalati eredmények els6sorban a termesztésbe vont Festuca fajokra
allnak rendelkezésre. RFLP markerek alapjan genetikai kapcsoltsagi térképet készitettek a F.
arundinacea fajra (Xu et al. 1991, 1995; Xu és Sleper 1994) ¢és bizonyitottdk, hogy a F.
arundinacea ‘P‘ genomja a F. pratensis-b0l szarmazik (Chen et al. 1998). A Festuca fajok
filogenetikai kapcsolatait vizsgaltdk fehérjeelektroforézis (Bulinska-Radomska ¢és Lester
1988, Charmet és Balfourier 1994), kloroplaszt DNS (Darbyshire ¢és Warwick 1992,
Lehvaslaiho et al. 1987, Torrecilla et al. 2003), RAPD (Stammers et al. 1995, Galli et al.
2001b), RFLP (Charmet et al. 1997, Xu és Sleper 1994) és ITS rDNS (Charmet et al. 1997,
Gaut et al. 2000, Torrecilla és Catalan 2002, Torrecilla et al. 2003) technikak
felhasznaldsaval. Kétségkiviil, a legértékesebb informaciot a DNS szekvencidk

Osszehasonlitasa szolgaltatja.

2.3.2. PCR technikan alapulo vizsgalatok

Csak a disszertacié témajan beliil alkalmazott modszereket mutatjuk be.

2.3.2.1. RAPD és AP-PCR analizis

A RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) technika kifejlesztését kdvetden
(Williams et al. 1990) széleskdriien elterjedt €s nagy karriert futott be, manapsag azonban mar
kiszoruléban van. Ezzel a technikaval a genom ismeretlen szakaszai szaporithatok fel egy
random, 4ltaldban 10 bp hosszisagl oligonukleotid primer segitségével. Az AP-PCR
(Arbitrary Primed-PCR) analizis elve (Welsh és McClelland 1990) is ugyanez, csupan a
felhasznalt primerek hossziasdgaban kiilonbozik a RAPD technikatdl. Rendszerint egy
specifikus fragmentum felszaporitasara hasznalt primerparok egy-egy tagjat hasznaljak fel,
ezért ezek méretben hosszabbak és valtozatosak. Mig a primer kapcsolddasi homérséklet
RAPD esetében allandé (36°C), addig az AP-PCR-nél ezt a primer hosszisaganak ¢s
szekvenciajanak ismeretében kell meghatarozni.

A RAPD ¢és AP-PCR analizis elonye, hogy kevés templat DNS sziikséges és konnyl
kivitelezni. A kiilonb6zé genotipusok mintazataiban detektalhato kiilonbségek a primerkotd
helyekben bekovetkezd valtozasok, vagy a felszaporitott fragmentum hosszaban meglévo
kiilonbségek (deléciok, inszercidk vagy inverziok kovetkeztében) formajaban jelentkeznek. A
modszer hatranyaként meg kell emliteni, hogy a reakciok ismételhetdsége valtozd és az

azonositott markerek altalaban domindnsan Oroklédnek, tehat a heterozigotak detektaldsa
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nehéz. Azonban inter- ¢&s intraspecifikus polimorfizmusok kimutatasara, genetikai
kiilonbozéség ¢€s/vagy rokonsagi kapcsolatok megéllapitisara és kapcsolt markerek

azonositasara kivaloan alkalmazhatok.

2.3.3. Osszehasonlité szekvencia elemzés
2.3.3.1. Az ITS (Internal Transcribed Spacer) szekvencidk jellemzdi

A riboszomalis RNS molekuldkat kodold DNS szakaszok kozotti spacer szekvencidk
(ITS: internal transcribed spacer) a filogenetikai kutatdsok leggyakrabban alkalmazott
eszkozei a baktériumoktol az emberig. Ezek a szekvencidk hataroljak a 18S és 5.8S (ITS1),
illetve az 5.8S és 25/28S (ITS2) riboszomalis RNS géneket (4. abra). Az elsddleges (45S pre-
rRNS) atiratban még atirddnak, késébb azonban kivagddnak. Ezek az elemek a genomban
tobb szaz kopidban tandem elrendezésben taldlhatok, biztositva ezzel a sejt mitkddéséhez
sziikséges nagymennyiségii rRNS-t. Az 5S riboszomalis RNS-eket kodolo szakaszok ezektol
fliggetleniil, kiilon transzkripcios egységet képviselnek. Amig a kodolo szekvencidk
nagymértékben konzervalodtak a torzsfejlddés soran, az ITS szekvencidk elegendd
kiilonbséget biztositanak akar kozeli rokonsagi korbe tartozo fajok elkiilonitésére is. Az ITS
szekvenciakrdl tobb szerzd is bizonyitotta mar, hogy a fiiféléken beliil faji hatarok
elkiilonitésére alkalmazhatd (Hsiao et 1994, 1995a, 1995b, Gaut et al. 2000, Torrecilla és
Catalan 2002, Torrecilla et al. 2003).

rRNS transzKkripcios egység

nuklearis DNS NTS NTS
45S pre-rRNS 5> [ 85 [ w | [285 3’
ETS ITS1 l ITS2 ETS
41S pre-rRNS | [ [ I [/
/ \ 32S pre-rRNS
20S pre-rRNS Il | g

25/28S rRN
18STRNS SIRNS

=

I NTS: non-transcribed spacer 5.8S tRNS

B ETS: external transcribed spacer
1 ITS: internal transcribed spacer

4.4bra. A 18S, 5.8S ¢s 25/28S rRNS molekulak szintézise (Darnell et al. 1986 nyomén)
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2.3.3.2. A Festuca fajok ITS szekvencidinak 6sszehasonlitasa

A Festuca fajok filogenetikai vizsgalatahoz els6ként Charmet et al. (1997)
alkalmaztak az ITS szekvenciak 6sszehasonlitdsat. Munkajukban a Lolium nemzetség mind a
nyolc fajan kivil a Festuca nemzetségbdl is szerepelt 11 faj. A részletes RFLP (564
fragmentum) és RAPD (422 fragmentum) vizsgalataikat egészitették ki a kloroplaszt DNS 6
nem kodold régidjanak restrikcids emésztésével és a fajok ITS szekvenvidinak
Osszehasonlitdsaval kapott eredményekkel. Ezzel bizonyitottak, hogy az ITS szekvencidk
felhasznalhatok a Festuca fajok taxondémiai problémainak megvalaszolasahoz is. A fajok
azonban nem voltak kell6en reprezentdlva, a 19 taxon koziil 13 esetben csak egy-egy tovet
vizsgaltak. A filogenetikai kovetkeztetést is csak tdvolsdgalapt modszerek (UPGMA,
Neighbor-joining) alapjan vontak le.

Gaut et al. (2000) mar kizarolag ITS szekvencidk alapjan vizsgaltak a Lolium és
Festuca fajok leszarmazasi viszonyait. Az altaluk vizsgéalt 19 Festuca fajbol izolalt
szekvencidkat kiegészitették a génbankban addig talalt osszes ITS szekvencidkkal mas
Festuca fajokbol (igy Charmet et al. (1997) szekvenciaival is) és egy fajon beliil minimum két
tovet vizsgaltak.

A ,legnagyobb takarékossdg” (Maximum Parsimony) modszerrel (lasd 3.1.2 fejezet)
két tipust konszenzus fat alakitottak ki. Az egyikben a szekvencidk dsszerendezését kovetden
kialakult réseket (gaps), mint valos karaktereket vették figyelembe (5. abra), mig a masik
esetben ezeket hianyz6 karakterekként kezelték (6. abra).

Mint az 4brakbol lathat6, mindkét esetben harom focsoportra (kladra) osztottdk fel a
vizsgalt fajokat. Az elsé fOcsoportba tartoznak a széleslevell Festuca fajok (mind poliploid)
¢és az Osszes Lolium faj. A Lolium nemzetség monofiletikus eredetrél tanuskodik 93 %-os (5.
abra), illetve 95 %-os (6. dbra) magas bootstrap értékekkel aldtdmasztva, ha egy F. pratensis
(Y09814) szekvenciat figyelmen kivill hagyunk. Errdl feltételezték, hogy mintavételi hiba
kovetkezményeként kertilt a kiértékelésbe. Ez a vizsgélati eredmény megerdsiteni latszik azt a
feltételezést, hogy a Lolium fajokat a Festuca nemzetségen beliili alcsoportnak kellene
tekinteni. Ezt mar a korabbi morfoldgiai (Bulinska-Radomska és Lester 1988) ¢és RFLP
analizis (Charmet et al. 1997) eredményei is sejtetni engedték. Azt, hogy a Lolium fajok
evolucidés szempontbdl fiatalok, a poliploidok hidnya ¢és sziik elterjedési teriilet is

bizonyithatjak.
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5. abra. Kiilonboz0 Festuca és Lolium fajok ITS szekvencidik alapjan felallitott MP
(Maximum Parsimony) konszenzus filogenetikai faja. A bootstrap értékek az egyes
elagazasok felett illetve alatt lathatok. A vizsgdlatban a szekvencidk osszerendezését kdovetden
kialakult réseket, mint meglévo karaktereket vették figyelembe (Gaut et al. 2000).
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6. abra. Kiilonboz06 Festuca és Lolium fajok ITS szekvencidik alapjan felallitott MP
(Maximum Parsimony) konszenzus filogenetikai f4ja. A bootstrap értékek az egyes
elagazasok felett illetve alatt lathatok. A vizsgdlatban a szekvencidk Osszerendezését kdvetden
kialakult réseket, hianyzo karakterekként vették figyelembe (Gaut et al. 2000).
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A masodik fOcsoportba a Festuca nemzetség Ovinae csoportjaba tartozo fajok
keriiltek. Az elsd vizsgéalatban (5. dbra) a F. polesica és F. rupicaprina fajok reprezentaljak a
bazalis, legdsibb szekvenciat, mig a madsodik vizsgalatban (6. &bra) a F. rubra és F.
heterophylla fajok tekinthetok a legésibbnek.

A harmadik fécsoportot harom faj alkotja (F. scariosa, F. drymeja, F. lasto), amelyek
az 0sszes Festuca-Lolium fajnak a legdsibb, bazalis szekvencidit hordozzdk, bar ezt a
bootstrap analizissel kapott megbizhatdsagi értékek (55 % az 5. dbran illetve 70 % a 6. dbran)
nem igazan erdsitik meg.

Ennek a harmadik fécsoportnak a meglétét Torrecilla és Catalan (2002) eredményei
sem tamasztottdk ala, akik a Festuca és Lolium fajok ITS szekvencidi alapjan heurisztikus
analizissel allitottak fel filogenetikai fat (7. dbra). A szélesleveli és keskenylevelll Festuca
fajok korai elvalasa jol nyomonkdvethetd, azonban a mindkét csoportra legdsibbnek
feltételezett F. scariosa, F. drymeja, F. lasto fajok a széleslevelli Festuca fajokon beliil,
mégcsak nem is azonos elagazasban helyezkednek el.

Torrecilla et al. (2003) a kloroplaszt eredetii #7nL-F intron, exon és spacer szekvenciak
Osszehasonlitdsdnak felhasznalasi lehetdségét bizonyitottak a Festuca fajok rendszertanaban.
Egy sziikkebb csoporton elvégzett kisérletek eredményeként, az ITS és #nL-F szekvencidk
alapjan felallitott filogenetikai fak topoldgidja szinte minden elagazasban megegyezett
egymassal. Vizsgdlataikban az Eskia (Willkomm), Pseudatropis (Krivotulenko) ¢és
Amphigenes (Tzvelev) szekcid fajai alkotnak egy parafiletikus bazalis csoportot a
keskenylevelli Festuca fajokon beliil. Eredményeik szintén nem tdmasztottak ala egy

harmadik, legdsibb fécsoport meglétét.
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7. abra. Kiilonb6z6 Festuca és Lolium fajok ITS szekvencidik alapjan heurisztikus analizissel
felallitott konszenzus filogenetikai faja. A bootstrap értékek az egyes elagazasok felett
lathatok. (Torrecilla és Catalan 2002)
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Novényanyag
3.1.1. Almamintdk

In vitro hajtastenyészetet alvoriigybol kipreparalt merisztémabdl inditottunk 1996-ban
az Ujfehértoi Gyiimolcstermesztési Kutatdé és Szaktanicsadé Kht. altal rendelkezésre
bocsajtott vesszokbdl. Néhany fajta esetében, melyek mikroszaporitdsa mar megoldott volt, a
Westsik Vilmos Kutato Intézettdl (Nyiregyhaza) kozvetleniil jutottunk hajtastenyészethez. igy
a kovetkezd alany- és nemesfajtak allnak rendelkezésiinkre steril tenyészet formajaban: M26,
MM106, JTE-F, JTE-H, Royal Gala, McIntosh, Galaxy, Jonagold, Red Fuji, Freedom,
Husvéti Rozmaring, Prima, Braeburn. A transzformacios kisérleteket az M26 alany-, valamint
Royal Gala és McIntosh nemesfajtakkal végeztiik.

A transzgénikus Royal Gala és MclIntosh gyiimdlcsoket a Cornell Egyetem genevai
kutatointézetének (New York State Agricultural Experiment Station, Department of Food
Science and Technology, Geneva NY, USA) transzgénikus iltetvényébol gytjtottiik 2001.
majustdl szeptember kozepéig. A gylimodlcsok egy részét szobahdmérsékleten, mig a
maradékot hidegszobaban (5°C) taroltuk és vizsgaltuk 2002 aprilis végéig. Minden fa 3-3
gylimolcsét 5 ismétlésben milanyag edényekbe helyeztiik (a hidegrél kihozott mintaknal
megvartuk, amig felveszik a szobahdémérsékletet), majd 24 ordra lezartuk az etilén mérése
elétt. Minden mérés utan egy almat eltavolitottunk minden egyes vonalbdl, cukortartalmat

majd keménységet mértiink, majd -80°C-on taroltuk RNS izolalasig.

3.1.2. Festuca mintdk

A RAPD ¢és AP-PCR vizsgalatokhoz a F. Ovinae csoportba tartoz6é fajokbol,
kiilonbozd él6helyekrdl tobb év alatt gylijtott és a SZIE Novénytani és Novényélettani
Tanszékének botanikus kertjében (Go6dolld) eliiltetett fajok toveibdl Osszesen 114-et
vizsgéltunk. A begyijtott, illetve a vizsgdlathoz felhasznalt egyedek kivalasztasakor arra
torekedtiink, hogy a példanyok a Iehetd legnagyobb biztonsaggal a megjelolt fajt
reprezentaljak. Ehhez Dr. Penksza Karoly botanikus, egyetemi docens volt a segitségemre,
aki minden vizsgalat el6tt ellendrizte az adott toveket. A mintdk kivalasztasa €és begyiijtése
elott a kovetkezo 1épések torténtek meg:

» A kritikus taxonok esetében az eredeti fajleiras ujboli elovétele.

» A fajleiras alapjat képezo kép és tipuspéldanyok ellendrzése.
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» Az eredeti fajleiras és a tipuspéldanyok 0Osszevetése (morfoldgiai és szoveti
vizsgalatokkal).
» A leirt faj lel6-, és termOhelyének, locus classicus-anak, felkeresése és mintagytijtés.
» A locus classicusrol begylijtott és a tipuspéldanyok dsszevetése.
A pontos revizid €s meghatarozas utan a begyijtott anyag keriilt molekularis értékelésre,
de ezzel parhuzamosan tovabbi vizsgéalatokhoz tenyészkertben is fenntartjuk.
A vizsgélt egyedek a kovetkezdk voltak (Zarojelben jeldltiik a gytijtési helyet és a
felhasznalt tovek szamat.):

1: F. wagneri (Degen Thaisz et Flatt) in Degen Thaisz et Flatt (Deliblat — locus classicus — 20
db)

2: F. wagneri (Degen Thaisz et Flatt) in Degen Thaisz et Flatt (magyar keverék: Orkény,
Imrehegy, Domonyvdlgy — 10 db)

3: F. vaginata W. et K. ex Willd. (magyar keverék: Imrehegy, Domonyvdlgy — 18 db)

4: F. valesiaca Schleicher ex Gaudin (Gerecse — 9 db)

5: F. pseudovina Hackel (Farmos — 16 db)

6: F. rupicola Heuffel (Deliblat — 9 db)

7: F. rupicola Heuffel (Herkulesfiird — locus classicus - vastag levelii — 7 db)

8: F. rupicola Heuffel (Herkulesfiirdd — locus classicus - vékony leveli — 7 db)

9: F. javorkae Méjovsky (Szlovakia - locus classicus — 4 db)

10: F. pallens Host (Szarvaské — 4 db)

11: F. pallens Host (a F. stricta locus classicus-arol — 4 db)

12: F. pallens Host (Budai-hegység — 1 db)

13: F. stricta Host (Baden - locus classicus — 3 db)

14: F. stricta Host (Miinchen — 2 db).

Az ITS szekvencidkkal végzett vizsgalatokhoz a fent felsorolt Osszesen 8 fajt
kiegészitettiik a F. dalmatica (6 db) Szarsomlyoén- és a F. pseudodalmatica (5 db) Matraban

gyljtott példanyaival, melyeket a SZIE Genetika és Novénynemesités tanszékének kisérleti

terén tartunk fent.

3.2. Sejtgenetikai és szovettenyésztési modszerek
3.2.1. Merisztéma izoldlds

Az érett vesszoket detergenssel mostuk, az alvoriigyeket kevés fas résszel egyiitt
szikével vagtuk ki. A sterilizalas 70%-os alkoholban masfél percig, 3:1 aranyl viz:hypoclorit-
oldatban husz percig, majd steril vizben 6tszor 5 perces mosdssal tortént. A merisztémakat
mikroszkop alatt preparaltuk ki, majd hajtasindukcios taptalajra helyeztiik (2. tablazat). A
fejlodé hajtasokat havonta friss taptalajra oltottuk at, majd harom honap utan kezdd6dott a

felszaporitasuk.
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3.2.2. A hajtasok szaporitasa

A legintenzivebben szaporodo tenyészetek 0.5-1.5 cm hosszu hajtasait 6sszegyljtottiik
¢s 12-12 ndvényt vertikalisan 70ml hajtas-sokszorositd taptalajt (2. tdblazat) tartalmazé weg-
boxokba helyeztiink. A tenyészeteket 22+2°C-on inkubaltuk fényszobaban ,,cool-white” (40
W-os Tungsram fénycsovek) fluoreszcens fényben, 16 o6ras fotoperiodus és 40uEm’s’
fényintenzitas mellett. A felszaporodott hajtasokat 4 hét utdn egyenként levagtuk, majd ismét

hajtas-sokszorozd, vagy a levelek megnyujtasat eldsegitd, illetve gyokereztetd taptalajra

keriiltek (2. tablazat).

2. tablazat. A hajtasindukcidhoz, hajtasszaporitashoz, levélmegnytjtashoz, regeneracidhoz és
gyoOkereztetéshez felhasznalt tdptalajok Osszetétele

Hajtaszaporitas Regeneracié
Osszetevok: hajtasindukcié  Alma IV®  M26prolif® RG prolif° Elongéacié  R;" R, Rs R,  Gyokereztetés®
Makroelemek (mg/l) (mg/l)
KNO; 900 1000
NH;NO3 825 1000
Ca(NO;),*4H,0 260
CaCl,*2H,0 220
MgSO,*7H,0 185 360 MS MS MS MS Ne MS Ne 1/2 MS
KH,PO, 85
NaH,PO4*H,0 465
Na,EDTA 37.25 37.25
FeSO,+7H,0 27.85 27.85
Mikroelemek (mg/l) (mg/l)
MnSO,*4H,0 22.30 7.50
ZnSO4*7H0 10.50 4.50
H,BO; 6.2 4.50 MS MS MS MS MS MS Ne MS
KJ 0.83 0.83
Na,MoO,*2H,0 0.25 0.025
CuS0O,4*5H,0 0.025 0.025
CoCl,*6H,0 0.025 0.037
Vitaminok (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
Myo-inositol 100 100 100 100 100 100
Nicotinic acid 0.50 5.00 1.00 1.00 1.00
Pyridaxine 0.50 1.00 1.00 1.00 1.00 LS MS LS Ne
Thiamine-HCI 0.10 10.00 0.80 0.80 0.80 1.00
Glycine 2.00 10.00
Biotine 0.08 0.08 0.08
N6vényi hormonok (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)  (mg/l) (mg/l) (mgll) (mg/l)
BA 1.00 0.20 1.00 1.00 5.00 1.00 5.00
TDZ 2.00
2iP 8.3
NAA 0.10 0.10 0.20 0.10
IBA 0.30 0.30 0.30 0.10 3.00
Kinetin 3.00
GA; 0.10 0.20 0.20
Egyéb kiegészitések
Sucrose 30 g/l 30 g/l 309/ 309/l 309/l 309/l 30g/l 30g/! 304/ 20 g/l
Difco Bacro agar 7 g/l 7 g/l 84/l 8 g/l 8 g/l 79/l
gelrite 25g/l 259/l 25g/l 254l
Aszkorbinsav
L-Glutamin 50
Ca-DL-pantotenat 0.25
PVP 5 mg/l
pH: 5.0-5.5 5.0 5.6 5.6 5.6 5.6 5.6 5.6 5.6 5.6

A Németh (1982), ®: Norelli és Aldwinckle (1993), ©: Norelli szobeli kézlése alapjan,
Welander 1988, F: Fasolo et al. (1990), ©: Theiler-Hedtrich és Theiler-Hedtrich (1990), ©:
Bolar et al. (1998)

3.2.3. A levelek megnyujtasa (elongdcio)
12 db 0.5-1.5 cm hosszu hajtast helyeztiink 70 ml levélnyujto taptalajt (2. tablazat)

tartalmazd weg-boxokba horizontdlisan. A tenyészeteket szintén 224+2°C-on inkubaltuk
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fényszobaban ,,cool-white” (40 W-os Tungsram fénycsdvek) fluoreszcens fényben 16 6rés
fotoperiodus és 40pEm?s™ fényintenzitas mellett. 1 honap utan begytijtottik a regeneraciohoz

sziikséges leveleket, majd a tenyészeteket kidobtuk.

3.2.4. Regeneracio

4 hét utan a legfiatalabb, intenziven novekedd csicsi hajtasokat hasznaltuk
levélszovetbdl torténd regenerdcid céljara. Ezek a levelek az alattuk 1évoknél kisebbek és
vilagosabb zold szinliek voltak. A levéllemezt a levél méretétdl fliggden 3-4 részre vagtuk a
foérre merdlegesen, majd fondki résszel felfelé a regeneracios taptalajra (2. tablazat)
helyeztiik. Egy-egy 9 cm 4tmérdjii petri-csészébe 9-9 db levelet helyeztiink. A tenyészeteket 3
hétig sotétben szobahSmérsékleten inkubaltuk, majd gyenge fényre (20uEm’s™) fényszobaba
helyeztiik. 1 hét utan az explantumokat friss taptalajra és ersebb fényre (40pEm’s™) raktuk.
A téptalajra helyezést kovetd 6-8. héten a regeneralodott, 0.5-1 cm hosszusadgl hajtasokat

hajtas-sokszoroz6 (2. tablazat) taptalajra raktuk.

3.2.5. Ploidszint meghatarozas (Festuca)

A vizsgalatainkban szerepld Festuca fajok pontos ploidfokdt PARTEC I tipust flow
citométerrel hataroztuk meg 2-5-ig terjedd példanyszamon. A sejtmagok izolalasa céljabol a
novények leveleit pengével feldaraboltuk, majd Dolezel pufferben szuszpendaltuk (Dolezel et
al. 1994). A szuszpenziot membran sziirén (Cell Trics/TM sziird) sztrtiik, majd a sejtmagokat

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindole) festékkel festettiik.

3.3. Mikrobialis médszerek
3.3.1. Baktérium torzsek, szubklonozas, bakterialis transzformdacio

Mclntosh almafajtabol Kiss et al. (1995) altal izolalt részleges, 1094 bp hosszusag
ACS cDNS-t (MdACS2 — Génbank szdma: U73815) a pBluescript SK +/- plazmid EcoRV
helyére klonoztak (Rosenfield et al. 1996). Mivel ez a restrikcids enzim tompa véggel hasit,
igy két klont sikeriilt elkiiloniteni; az egyikben az inszert 5’= 3’ (G1), a mésikban 3°’= 5’
(K1) orientacioban szerepel. A pBI 121-es binaris vektorba torténd bevitelhez szubklonozasi
1épésre volt sziikség. Elsoként az inszertet a pGEM®-11Z1(+) EcoRI-Xhol helyére klonoztuk,
majd innen a pBI 121 binéris vektor BamH1-Sacl helyére. A G1 kloénbol kiindulva igy
megkaptuk az MdACS?2 génszakasz antiszensz (8. dbra), mig a K1 klonbol kiindulva a szensz

konstrukciojat.
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Ezekhez a 1épésekhez a —70°C-on tarolt kompetens Escherichia coli DH5a sejteket
Hanahan (1985) modszerével transzformaltuk. Az E. coli kolonidkat a pGEM®-11Zf(+)
(Promega) plazmid esetében ampicillin (50 pg/ml), a pBI 121-es plazmid esetében kanamicin
(50 pg/ml) taptalajon szelektaltuk. A rekombinansokat plazmid izolalassal (Sambrook et al.
1989) ¢és restrikcids emésztéssel azonositottuk. Az emésztéseket Promega enzimeket

hasznalva ¢és standard protokollt kovetve végeztiik.

3.3.2. Agrobacterium torzsek és transzformdcio

Kisérleteinkben az EHA 105, LBA 4404 és C58C1 Agrobacterium tumefaciens
torzseket hasznaltuk fel. Az inszert bejuttatdsara haromsziilés konjugécio (triparental mating)
(Ditta et al. 1980) és direkt géntranszfer (An, 1987) modszereket alkalmaztunk. A szelekciot

szilard YEP taptalajon 15 pg/ml kanamicinnel végeztiik.

3.4. Az alma transzformacioja Agrobacterium-mal
3.4.1. Az Agrobacterium elokészitése

A -80°C-on tarolt Agrobacterium torzsekbdl 3-4 nappal a transzformacio el6tt szilard
LB taptalajon, amely 50 pg/ml kanamicint tartalmazott, tenyészeteket inditottunk (egy
transzformaciohoz 6t petricsészében), majd 28°C-on inkubaltuk. A felhasznalas napjan YEP
taptalajjal (50 pg/ml kanamicinnel kiegészitve) lemostuk a tenyészeteket, majd Erlenmeyer-
lombikban 28°C-os vizflirdében razattuk 6ket. Amikor a spektrofotométerrel mért (600 nm)
optikai denzitds mértéke elérte a 0.6-0.8 értéket (~10® baktériumsejt/ml), virulencia gének
fokozéasara 1mM betaine-foszfatot és 0.1 mM acetosziringont adtunk (James et al. 1993) a

szuszpenzidhoz €s tovabbi 5 orat razattuk felhasznalas elott.

3.4.2. Transzformdcio

A transzformacidhoz a 3-4 hetes, vilagoszold, a hajtdscsicson 1évé legfiatalabb,
teljesen kinyilt leveleket vagtuk le. Egy hajtasrél 1-2 levelet hasznaltunk fel. Levagas utan
eldszor nedvesitett szlirOpapirt tartalmazo petricsészében gyijtottiik oket, majd egyszerre
helyeztiikk az Agrobacterium-szuszpenzidba, melyben 10-15 percig razattuk. A felesleges
inokulumot szaraz, steril szlirdpapiron leitattuk, és a leveleket fonakkal lefelé ImM betaine-
foszfatot és 0.1 mM acetosziringont tartalmazé regeneracios taptalajra (R;) helyeztik. Az

egyiitt-tenyésztés (kokultivacio) harom napig 25°C-on sotétben tortént.



41 Anyag és modszer

3.4.3. Novényregeneracio és szelekcio

A kokultivaciot kovetden a leveleket 500 mg/l cefotaximot tartalmazo folyékony
regeneracios taptalajban (R,) mostuk razdasztalon 10 percig. A steril sziirdpapiron széritott
levelek alapi és cstcsi részét eltavolitottuk, a levéllemezt pedig harom részre vagtuk. A
szegmenseket fonakkal felfelé¢ szelektiv regeneracios taptalajra (R, + 25 ug/ml kanamicin,
300 pg/ml cefotaxime) fektettiik, és 21 napig sotétben, szobahdmérsékleten inkubaltuk.

A harom hét elteltével friss, szelektiv taptalajra tettiik at a leveleket, és egy hétig kis
fényintenzitasa helyen (20uEm’s™) taroltuk Gket. Ezutdin megnéveltik a fényintenzitast
(40;,LEmzs'1).

Minden harmadik héten friss taptalajra helyeztiik a levélexplantumokat, hetente pedig
figyeltik a regeneransok megjelenését. A levélrdl a regeneralodd szovetrészt szikével
eltavolitottuk, és havonta friss hajtasszaporit6 taptalajra helyeztiik. A kontroll novényekkel is
ugyanigy jartunk el, kivéve hogy a kivant gént nem tartalmaz6 Agrobacterium torzzsel (EHA

105) végeztiik a fertdzést.

3.4.4. Gyokereztetés

A hajtas-sokszorozo taptalajrol 2-3 cm hosszusagu hajtasokat gytijtottiink, majd 12-12
db-ot gyokérindukciods taptalajt tartalmazd weg-boxokba helyeztiink. A tenyészeteket 1 hét
szobahOmérsékleten és sotétben torténd inkubalas utdn gyokérmegnyulast eldsegitd taptalajra
és er8s megvilagitasra helyeztik (2242°C 16 oras fotoperiodus, 40pEm’s™ fényintenzitas
mellett). Ez utobbi csak annyiban kiilonbozott a gyokérindukcids taptalajtol, hogy nem
tartalmazott IBA-t. Amikor a fejlodé gyokerek elérték a 0.5-1 cm-es hosszusagot - 2-3 héttel a
gyokérindukciot kovetéen -, a gyodkeres hajtdsokat Ovatosan kihUztuk a taptalajbol, majd
csapvizzel lemostuk vigydzva arra, hogy a gyokerek ne sériiljenek. A gyokeres hajtasokat
negyed oraig csapvizben duzzasztott Jiffy-7 (perlit + t6zeg) inditd tdpkockaba iiltettiik. Az igy
elokészitett 6-6 db hajtast weg-boxokba helyeztikk és folpack-kal fedtik. A dobozokat
fényszobaban erds fényre helyeztiik (22+2°C 16 oras fotoperiodus, 40uEm’s™ fényintenzitas
mellett). Ezt kovetéen 1-2 héttel, mikor a Jiffy oldalan lathatova valtak a gydkerek,
cserepekbe liltettiik Oket atlatszd6 milanyag zacskdval lefedve. A zacskokon 1 hét utan
lyukakat képeztiink, és folyamatosan hozzaszoktattuk a novényeket az in situ

koriilményekhez.



42 Anyag és modszer

3.5. DNS és RNS izolalas
3.5.1. DNS izolalas almabol

Az izolalast vagy a Dellaporta et al. (1983) éltal kozolt modszerrel, vagy a QIAGEN
cég DNeasy kit-jének felhasznalasaval végeztik a mennyiségi és mindségi igényektdl

fliggden.

3.5.2. RNS izoladlas almabol

Lopez-Gomez et al. (1992) és Franke et al. (1995) modszereit kiss¢ modositottuk és
kombinaltuk egymassal. Folyékony nitrogénben 7.5 g gyiimdlcshust poritottunk el, majd 15
ml RNS extrakcids (150 mM Tris, 50 mM EDTA, 2% SDS, 1% 2-merkaptoetanol, a pH-t 1
M-os borsavval 7.5-re allitottuk) pufferben szuszpendaltuk. A szuszpenziot 65°C-on 5 percig
inkubéltuk, majd 0.25 térfogat etilalkohollal (100%) és 0.11 térfogat K-acetattal (5 M-os)
vortexeltiik. Azonos térfogatu kloroform/izoamilalkohol (49:1) keverékkel extrahaltuk 1
percig, majd 15 percig 4°C-on 15000 g-vel centrifugaltuk. A vizes fazissal megismételtiik az
extrakciot eldszor azonos térfogatil fenol/kloroformmal (1:1), majd ismét kloroform/izoamil-
alkohollal (49:1). Az RNS-t 0.6 térfogat 8 M LiCl-dal csaptuk ki egy éjszakan at -20°C-on,
majd 4°C-on centrifugaltuk 90 percig 15000 g-vel. Az RNS-t 400 pl steril vizben oldottuk,
majd 25.2 pl 5 M K-acetattal és 1 ml 100% etilalkohollal kicsaptuk éjszakan at -20°C-on. Az
RNS-t ismét centrifugalassal gytjtottik: 4°C-on 15 percig 15000 g-vel, majd 75%
etilalkohollal mostuk. A csapadékot feloldottuk 300 ul DEPC kezelt vizzel, majd 150 nl
100% etilalkohollal 30 percig jégen inkubaltuk, majd 4°C-on centrifugéltuk 10 percig 15000
g-vel. Végiil a feliiluszoban 1évé RNS-t 0.1 térfogat 3 M Na-acetattal (pH: 5.2) és 2.5 térfogat
100 % etilalkohollal kicsaptuk. Centrifugalast kovetden a csapadékot megszaritottuk és 200 pl
DEPC kezelt vizben oldottuk fel.

3.5.3. DNS izolalas Festuca fajokbol

Benito et al. (1993) magbol torténd DNS kivonasara kidolgozott modszerét
modositottuk nagy molekulatomegi és tisztasdgti DNS izolalasra a Festuca levelekbdl. Fiatal
levelekbdl 140-160 mg-ot apréra vagtunk, majd folyékony nitrogénben poritottuk; ezt
kovetden 250 pl EB pufferrel (100 mM Tris-HCI pH: 8.0, 50 mM EDTA, 500 mM NacCl),
120 ul 10 %-os SDS-sel és 5 pl proteindz K-val (10 mg/ml) a mintakat dsszekevertiik. A 10
perces 65 °C-on torténd inkubalast kovetden, 6 pl (10 mg/ml) RN-4z hozzdadasa utan a

mintakat 5 percig szobahdmérsékleten tartottuk, majd 350 ul SM K-acetatot (pH: 5.3) adtunk
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a mintdkhoz és 0sszekevertiik, majd 20 percre jégfiirdobe helyeztiik. Centrifugaléas (20 perc 4
°C-on) utan a feliiliszéhoz 1/10 térfogat 3M Na-acetatot és kétszeres térfogat 96 %-os
etilalkoholt adtunk, 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A DNS-t 70 %-os etilalkoholban
mostuk. Ezt kovetden egy éjszakan keresztiil szaritottuk, majd 350 ul TE1 (10mM Tris-HCI,
ImM EDTA) pufferben oldottuk fel. A DNS mindségét 0.8 %-os agar6z gélen vizsgaltuk.

3.6. PCR technikan alapulé mddszerek
3.6.1. RAPD és AP-PCR analizis

A PCR reakcidkat Perkin-Elmer GeneAmp 9700 és BIO-RAD ICycler késziilékekben
veégeztiik 20 pl végtérfogatban. A reakcio elétt a DNS-torzsoldatokat az agar6z gélen késziilt
kép alapjan a szilikséges mértékben higitottuk.

2. tablazat. A RAPD ¢és AP-PCR vizsgalatokban felhasznalt primerek.
RAPD primerek:

Primerek Szekvencia 5°-3° Primerek Szekvencia 5°-3’ Primerek Szekvencia 5°-3’

OPA 01 , CAGGCCCTTC OPA19, CAAACGTCGG OPK 02, GTCTCCGCAA
OPA 02, TGCCGAGCTG OPB 03, CATCCCCCTG OPO 08, CCTCCAGTGT
OPA 03, AGTCAGCCAC OPB 04, GGACTGGAGT OPP 08, GTCCCGTTAC
OPA 04, AATCGGGCTG OPB 05, TGCGCCCTTC OPQ 14, GGACGCTTCA
OPA 05, AGGGGTCTTG OPB 07, GGTGACGCAG OPU 08, GGCGAAGGTT
OPA 06, GGTCCCTGAC OPC 15, GACGGATCAG OPX 11, GGAGCCTCAG
OPA 07, GAAACGGGTG OPD 05, TGAGCGGACA OPX 18, GACTAGGTGG
OPA 08, GTGACGTAGG OPD 12, CACCGTATCC OPAB 09, GGGCGACTAC
OPA 09, GGGTAACGCC OPH 11, CTTCCGCAGT OPAI21, CACGCGAACC
OPA 11, CAATCGCCGT OPJ 01, CCCGGCATAA OPAL 20, AGGAGTCGGA
OPA 12, TCGGCGATAG OPJ 05, CTCCATGGGG UBC 354, CTAGAGGCCG
OPA 13, CAGCACCCAC OPJ 06, TCGTTCCGCA NO 08, ATCCGCGTTC
OPA 14, TCTGTGCTGG OPJ 09, TGAGCCTCAC NO 11, ACGGCATATG
OPA 16, AGCCAGCGAA OPJ 17, ACGCCAGTTC PAL 14 GCGATGTAGCG
OPA 17, GACCGCTTGT OPJ 19, GGACACCACT PAL 24 CCAGGTGGACC
OPA 18, AGGTGACCGT OPJ 20, AAGCGGCCTC

AP-PCR primerek

Primerek Szekvencia 5°-3’ Primerek Szekvencia 5°-3°
E64 ATTTTCCGCCAAACCCATCTG WMSI174R GACACACATGTTCCTGCCAC
E84 TGGTTCCGGGTATGC WMSI186F GCAGAGCCTGGTTCAAAAAG
E94 ATTTCATCGCGCTCTTCG WMSI86R CGCCTCTAGCGAGAGCTATG
El24 GACGAGATCTACGC WMS261F CTCCCTGTACGCCTAAGGC
El34 CAAACTCGGAACCA WMS26IR CTCGCGCTAGCCATTG
WMSSF ., GCCAGCTACCTCGATACAACTC  WMS4I10F, GCTTGAGACCGGCACAGT
WMSS5R AGAAAGGGCCAGGCTAGTAGT WMS410R CGAGACCCTGAGGGTCTAGA
WMSS55F GCATCTGGTACACTAGCTGCC DX51 ¢ GCCTAGCAACCTTCACAATC
WMSS55R . TCATGGATGCATCACATCCT DX52¢ GAAACCTGCTGCGGACAAG

WMSI174F.  GGGTTCCTATCTGGTAAATCCC

a. Operon Technologies, ,: UBC: University of British Columbia, .: Sakamoto et al. (1995), 4:
Tanszékiinkon tervezett primerek, .: Roder et al. (1998), ¢z Anderson et al. (1989)

Egy-egy reakcidelegy a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta: 20-50 ng templat DNS, 1
x reakcio puffer, 3 ul ANTP (25mM to6rzs), 1.5 ul MgCl, (25mM térzs), 0.75-0.75 ul RAPD
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primer illetve AP-PCR primer-par 10uM torzsbol (2. tablazat), 1.2 Unit Red-Taq DNS
polimeraz (Sigma). A reakcio koriilmények a kovetkezok voltak: 2 perces 94°C-os eldciklus
utan 10 masodperc 94°C, 30 masodperc 36°C RAPD illetve 44°C AP-PCR esetén és 1 perc
72°C 1épések kovetkeztek negyvenszer ismételve, majd 5 perces 72°C-on torténd
utopolimerizacioval zarult. A mintdkat 1.2 %-os, Et-Br-dal vagy Sybr Gold festékkel festett
agardz gélen futtattuk 10 V/cm-es fesziiltséggel, majd a mintazatokat 313 nm-es UV fényben

polaroid kameraval fényképeztiik le.

3.6.2. Az ITS régio felszaporitasa (Festuca)

A teljes ITS szakaszt (ITS1-5.8S-ITS2) felszaporitottuk az ITSL (5°-
TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-3’) ¢s ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
primerek segitségével (Hsiao et al. 1995a). A reakcié megkozelitéleg egy 700 bp méreti
fragmentet eredményezett. Egy-egy reakcioelegy a kovetkezd osszetevoket tartalmazta: 20-50
ng templat DNS, 1 x reakci6 puffer, 3 pl ANTP (25mM torzs), 1.5 ul MgCl, (25mM torzs),
0.75 pl ITSL primer, 0.75 pl ITS4 primer (10uM torzs), 1.2 Unit Red-Taq DNS polimeraz
(Sigma). A reakcid koriilmények a kovetkezOk voltak: 2 perces 94°C-os eldciklus utan 10
masodperc 94°C, 30 masodperc 59°C és 1 perc 72°C lépések kovetkeztek 35X ismételve,
majd 5 perces 72°C-on torténd utdpolimerizacidval zarult. A mintakat 1.0 %-os, Et-Br-dal
festett gélen futtattuk, a ~700 bp méretli ITS régiot szikével kivagtuk és a Sigma cég

GeneElute Minus Et-Br kitjével tisztitottuk szekvenalashoz.

3.7. Southern analizis
3.7.1. Digoxigeninnel jel6lt probaval

Az 1 %-o0s agar6z gélrdl nitrocelluléz membranra torténd blottolast Sambrook et al.
(1989) modszerével végeztik. A probaként hasznalt nptll génszakaszt a kovetkezd
primerekkel szaporitottuk fel a pBI 121-es binaris plazmidboél: 5°-CTG AAT GAA CTG CAG
GAC GAG G-3’ és 5’-GCC AAC GCT ATG TCC TGA TAG C-3’, majd a 11-digoxigenin-
dUTP-vel (Boehringer Mannheim) torténd jelolését random primer modszerrel végeztiik. A
préba DNS-eket (5-10 pg) 10 percig forrd vizben denaturaltuk, majd sés jégre helyeztiik.
Hozzaadtunk 2 pl hexanukleotid primert és 2 ul dNTP-t, amely tartalmazta a digoxigeninnel
jelolt dUTP-t is, majd 1 pl Klenow enzimet és 9 pl desztillalt vizet. A mintdkat 37 °C-on 20
orat inkubaltuk, majd a reakciot 2 pl 0.2 M EDTA (pH: 8.0) hozzdadéasaval allitottuk le. A
DNS-t 2.5 ul 4 M LiCl-dal és 75 ul 96 %-os etanollal csaptuk ki 2 érat —20°C-on tartva. 15
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perces centrifugalast kovetden (12000 g) a DNS-t 50 pl 70 %-os etanollal mostuk, vakuum
alatt megszaritottuk, majd 50 ul TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) pufferben feloldottuk.

Az elékészitett nitrocelluloz membranokat foliatasakokba helyeztiik, hibridizacids
puffert (5X SSPE, 5X Denhardt, 0.2 % SDS, 0.25 mg/ml denaturalt heringsperma) ontottiink
bele (20 ml/100 cm?), majd lezartuk. A tasakokat 68 °C-on inkubéltuk 1 6ran keresztiil
(prehibridizacio). Ezt kovetden a puffert eltavolitottuk és 0j hibridizacios pufferrel
helyettesitettiik, amely mar tartalmazta a denaturalt, digoxigeninnel jeldlt proba DNS-eket is
(5 pl/2.5 ml). A membranokat ezt kovetéen 10-12 orat inkubaltuk 68 °C-on. Ezutdn a
membranokat kétszer 5 percig 2X SSC / 0.1 % SDS oldattal, majd kétszer 15 percig (68 °C-
on) 0.1X SSC / 0.1 % SDS oldattal mostuk, majd 30 percig blokkold oldatban inkubaltuk
szobahdmérsékleten.

A membranokat ezutdn 30 percig inkubaltuk 4 pl anti-DIG AP konjugatumot
tartalmaz6é puffer II-ben (Boehringer Mannheim). Utdna a membranokat kétszer 15 percig
mosopufferrel mostuk, majd 2 percig detektald pufferben inkubaltuk. Ezt kovetden 45 pl nitro
kék tetrazolium klorid és 35 pl 5-brom-4-klor-3-indolil foszfat oldatot 6sszekevertiink 10 ml
detektalod pufferrel és ebbe helyeztiik a membrant és sotét helyre helyeztiik. A szinreakciot a
megfeleld szinintenzitds elérése utan a membranok TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)

pufferbe helyezésével allitottuk le.

3.7.2. Izotoppal jelolt probaval

Sambrook et al. (1989) altal leirt standard protokollt alkalmaztuk. A proba *°P
1zotoppal jelolt CaMV35S prométer €s MdACS2 gén fragmentumokat tartalmazott, melyeket
a kovetkezd primerekkel szaporitottunk fel:
F35S: 5°-TTG AAG ATG CCT CTG CCG AC-3’
R1 ACS2: 5°-GCT TCC ATG CTA TCA GAC AC-3’ vagy
R2 ACS2: 5’-CAT TGA AGA GTA ATG CTG GAC AC-3°

3.8. Northern analizis (alma)

Minden mintabol 15ug total RNS-t denaturaltunk, majd 1%-os 2.2 M formaldehidet
tartalmazo denaturdld gélen szétvalasztottuk. Ezt kovetden kapillaris uton 20X SSC-vel
Hybond N (Amersham) nylon membranhoz rogzitettiik. El6hibridizaciot ~ 2 ml / 10 cm?
térfogatban 3.5 oran keresztiil 42°C-on végeztiik. Az oldat Osszetétele a kovetkezd volt: 5X
SSC, 5X Denhardt oldat, 1% SDS, 50% formamid, 10% dextran szulfat, 100 pg/ul

ultrahanggal toredezett és denaturalt lazac sperma DNS. Az ezt kovetd hibridizalas legalabb
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16 6ran keresztiil 42°C-on tortént >*P izotoppal jelolt 1094 bp hosszisagi MdACS2 ¢cDNS
probaval, melyet a Prime-a-Gene System labelling kit-tel (Promega) jeldltiink standard
protokollt alkalmazva. A hibridizaciot kovetden a blot-ot eldszor kétszer szobahdmérsékleten
5 percig mostuk 0.2X SSC / 0.1% SDS oldattal, majd kétszer 42°C-on 15 percig 0.2X SSC /
0.1% SDS oldattal és végiil kétszer 50°C-on 15 percig 0.1X SSC / 0.1% SDS oldattal. A
hibridizacidés mintdzatot rontgen filmen detektaltuk, az intenzitastol fliggéen 1-5 nap -80°C-

on tortént expozicid utan.

3.9. Szekvenalas

A szekvenalési reakcidkat az MBK (Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont,
Godolld) szekvenald laborjaban végeztettik ABI Prism 310 (Applied Biosystems)
késziilékkel, az ITSL és ITS4 primerek (Hsiao et al. 1995a) felhasznalasaval.

3.10. Gyiimolcs vizsgalati modszerek
3.10.1. Az etilén termelés mérése

Minden egyes transzgénikus vonalrél (42 Royal Gala és 58 Mclntosh) és nem
transzformalt kontroll fakrol 2001 szeptember 10-11-én gyQjtott 3-3 gylimolcsot S
ismétlésben 2.1 literes milanyag edényekbe helyeztiink és 24 orara lezartunk az etilén mérése
elétt. A maradék gylimdlcsoket rogton hidegszobaban (5°C) helyeztiik el tarolasra. (A
késObbi mérések soran a hidegen tarolt gyiimdlcsok esetében 1-2 orat vartunk az edények
lezaras el6tt, hogy a gyiimolcsok felmelegedjenek szobahdmérsékletre.) A 24 6ras tarolas és
azt kovetd mérés szobahdmérsékleten tortént (22-25°C). Pontosan egy nap elteltével 1 ml
gazmintat vettlink ki fecskenddvel a tetd gumi szeptumdn keresztiil és gazkromatogratba
(tipus: SRI 8610, 2 mm X 90 cm szilika oszloppal felszerelve) injektaltuk. A
gazkromatografot elézetesen ismert mennyiségi etilén standardokkal kalibraltuk. Az oszlop
homérsekletét 80°C-on tartottuk és carriernek nitrogén géazt hasznaltunk. Az etilén cstcs az
injektalast kovetden 1.5-1.8 perccel jelentkezett, melyet a gdzkromatograthoz csatlakoztatott

IBM szamitogéppel detektaltunk és taroltunk.

3.10.2. Az oldhato anyagok (Brix) és gyiimolcs keménység mérése

A Brix értekét AO ABBE refraktométerrel hataroztuk meg, amely a gytimolcslében
oldott 0sszes oldhatd anyag (legf6képpen cukrok, de kisebb mennyiségben kiillonbozé sok,
savak, fehérjék ...) mennyiségét adja meg szazalékban. A gylimolcshus keménységét

Newton-ban mértiik QA FT327 kézi penetrométer segitségével. A mérések utan a
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gyiimolcsok nem sériilt rész€bdl szarmazd mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és

RNS izolalasig —80°C-on taroltuk.

3.10.3. Az ACS tisztitasa és enzimaktivitds mérés

Lizada és Yang (1979) ¢és Yip et al. (1991) moddszereit kiss€¢ modositottuk ¢és
kombinaltuk egymadssal. Az extrakciot megelézden a gylimolcsdket 0°C-on taroltuk 3 napig.
Ezutén 25 g gyiimdlcshiist homogenizaltunk azonos térfogatu pufferben: 400 mM K-foszfat
puffer (pH: 8.5) 1 mM EDTA, 10 uM piridoxal-foszfat, 0.5% 2-merkaptoetanol, majd két
réteg steril Miracle cloth anyagon atsziirtiik. Centrifugalast (15000 g, 30 perc) kdvetden a
csapadékot 5 ml oldatban (20 mM K-fosztat puffer (pH: 8.5), 1 mM EDTA, 10 uM piridoxal-
foszfat, 30% glicerin, I mM 2-merkaptoetanol) szuszpendaltuk, majd folyamatos keverés
mellett hozzdadtunk azonos térfogatban ugyanezt a puffert kiegészitve 0.2% Triton X-100-
zal. Szobahémérsékleten torténd inkubalast (30 perc) kovetden az oldatot 20 percig 15000 g-
vel centrifugaltuk. A feliilisz6 tartalmazta az ACS fehérjét.

Minden mintabdl 0.2 ml feliilisz6t 12mm x 75 mm-es csovecskékbe pipettaztunk,
majd 200 uM S-adenozil metionint, 10 uM piridoxal foszfatot, 50 mM Hepes-KOH puffert
(pH: 8.5), 1 uM HgCl,-ot adtunk hozz4, majd a térfogatot 900 pl-re bidesztvizzel t6ltottiik fel.
A csovecskéket gumi tetdvel zartuk ¢€s jégre helyeztiik. A 100 pl jégbe hiitott 5%-os NaOCl és
telitett NaOH (2:1) keverékét a gumitetdn keresztiil az oldathoz injektaltunk, majd 5
masodpercig vortexeltiik és 2.5 percre jégre helyeztiik. Kozvetleniil az etilén mérés elbtt Gjra
vortexeltik 5 masodpercig. A gazkromatogratba 1 ml gazmintat injektaltunk, melyben az

oszlop homérsékletét 80°C-on tartottuk.

3.11. Statisztikai analizis
3.11. A mintdzatok kiértékelése

A gélelektroforézissel kapott fragmentumokat bindrisan kodoltuk és a kiértékelésnél
minden savot figyelembe vettiink. Az SPSS 8.0 statisztikai programmal a Jaccard (1908)
index alapjan klaszter analizist készitettiink. A paronkénti 6sszehasonlitassal kapott egyezési
koefficienseket félmatrix tablazatban adtuk meg. Elkészitettiik a fajok tobbdimenziés MDS
(Multi-dimensional ~ analysis) analizisét  is, ami a  genotipusok  kozotti
hasonlosag/kiilonbozdség bemutatasat egy két- vagy haromdimenzids euklideszi térben teszi

lehet6vé.
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3.1.2. A szekvenciadk kiértékelése

Osszesen 27 ITS régiot sikeriilt szekvenalnunk a kiilonbozé Festuca fajokbol,
melyeket a részletes filogenetikai analizishez kiegészitettiink az Osszes eddig publikalt és az
NCBI GenBank-ban (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) szereplé szekvencidkkal: Hsiao et al.
(1995a) 2 szekvencia, Charmet et al. (1997) 11 szekvencia, Tredway et al. (1999) 46
szekvencia, Gaut et al. (2000) 32 szekvencia, Torrecilla és Cataldn (2002) 26 szekvencia (3.
tablazat).

3. tablazat. 117 Festuca fajokbol izolalt ITS szekvencia, melyek eldzetes vizsgalatokbol
elérhetdek voltak.

Hsiao et al. (1995) AF147159 F. idahoensis AF171147 F. scariosa
L36514 F. mairei AF147160 F. filiformis AF171148 F. scariosa
Y09814 F. pratensis AF147161 F. brevipila AF171149 F. scariosa

AF147162 F. rubra AF171174 F. arundinacea
Charmet et al. (1997) AF147163 F. rubra AF171175 F. arundinacea
AJ240151 F. pratensis AF147164 F. rubra AF171176 F. arundinacea
AJ240152 F. pratensis AF147165 F. brevipila AF171177 F. arundinacea
AJ240153 F. arundinacea AF147166 F. rubra AF171178 F. pratensis
AJ240154 F. arundinacea AF147167 F. ovina AF171179 F. pratensis
AJ240155 F. atlantigena AF147168 F. pseudovina AF171180 F. pratensis
AJ240156 F. letournexiana AF147169 F. ovina AF171181 F. pratensis
AJ240157 F. glaucescens AF147170 F. ovina AF171187 F. gigantea
AJ240158 F. rubra AF147171 F. ovina AF171188 F. gigantea
AJ240159 F. heterophylla AF147172 F. idahoensis AF171189 F. gigantea
AJ240160 F. filiformis AF147173 F. valesiaca
AJ240163 F. mairei AF147174 F. glauca Torrecilla & Catalan (2002)

AF147175 F. glauca AF303403 F. borderii

Tredway (1999) AF147176 F. rubra AF303404 F. fontqueri

AF147135 F. lemanii AF147177 F. idahoensis AF303405 F. baetica
AF147136 F. lemanii AF147178 F. glauca AF303406 F. elegans
AF147137 F. lemanii AF147179 F. brevipila AF303407 F. paniculata
AF147138 F. valesiaca AF147180 F. brevipila AF303408 F. scariosa
AF147139 F. lemanii AF303409 F. durandoi
AF147140 F. rubra Gaut et al. (2000) AF303410 F. kingii
AF147141 F. rubra AF171128 F. gigantea AF303411 F. altissima
AF147142 F. rubra AF171129 F. gigantea AF303412 F. eskia
AF147143 F. rubra AF171130 F. polesica AF303413 F. quadriflora
AF147144 F. lemanii AF171131 F. polesica AF303414 F. gautieri
AF147145 F. rubra AF171132 F. polesica AF303415 F. alpina
AF147146 F. rubra AF171133 F. gigantea AF303416 F. gigantea
AF147147 F. rubra AF171134 F. lasto AF303417 F. pseudeskia
AF147148 F. rubra AF171135 F. lasto AF303418 F. lasto
AF147149 F. valesiaca AF171136 F. drymeja AF303419 F. capillifolia
AF147150 F. rubra AF171137 F. drymeja AF303420 F. triflora
AF147151 F. brevipila AF171138 F. mairei AF303421 F. pratensis
AF147152 F. brevipila AF171139 F. mairei AF303422 F. rubra
AF147153 F. brevipila AF171140 F. mairei AF303423 F. pyrenaica
AF147154 F. ovina AF171141 F. mairei AF303424 F. mairei
AF147155 F. filiformis AF171142 F. mairei AF303425 F. drymeja
AF147156 F. idahoensis AF171144 F. pratensis AF303426 F. indigesta
AF147157 F. brevipila AF171145 F. rupicaprina AF303427 F. coerulescens
AF147158 F. idahoensis AF171146 F. rupicaprina AF303428 F. glacialis

A filogenetikai fa ,,gy0keresitésére” kiviilallo fajként a Secale cereale (AF303400) és
Poa pratensis (AF171182) szekvencidit haszndltuk. A szekvencidk Osszerendezését
(alignment) els6ként a ClustalW program (Thompson et al. 1994) segitségével végeztiik, majd
manudlisan javitottuk. Az 1igy Osszerendezett szekvencidkat a MEGA (Molecular

Evolutionary Genetics Analysis) program 2.1 verziojaval (Kumar et al. 2001) a ,,legnagyobb
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takarékossag” (Maximum Parsimony) modszerével elemeztiik. Ezzel a mddszerrel olyan fat
épitlink, amely a lehetd legkevesebb muticids eseménnyel magyardzza meg a meglévd
szekvencidk létrejottét. Szdmos azonos pontszamu fat szolgaltat, ezek kozds részét
(konszenzus) vehetjiik, mint megbizhatot.

A kapott filogenetikai fa pontossaganak ¢s megbizhatosaganak tesztelésére végzett bootstrap
vizsgalatban 250 ismétléssel (mintavétellel) dolgoztunk.

Az Un. bootstrap vizsgalattal a standard hibat becsiiljiik, a meglévé adatokat ismét
Osszerendezziik, de minden szekvencidban a nukleotidokat adott pozicidban, amelyekben
eredetileg eltértek, véletlenszertien cserélgetjiik. Ezekbol ismét az eredeti filogenetikai fa
kialakitdsahoz hasznalt mddszerrel (jelen esetben Maximum Parsimony) egy Uj filogenetikai
fat allitunk eld. Ezt kdvetden minden elagazast 6sszehasonlitunk az eredeti fa eldgazésaival.
Eltérés esetén az adott elagazas 0 értéket kap, mig egyezdség esetén 1-et. Ezt tobb szazszor
megismételjiilk és az igy kapott bootstrap érték %-ban azt fejezi ki, hogy mennyi esetben
egyezett abban az adott elagazasban a kialakitott filogenetikai fa az eredetivel (Nei és Kumar
2000). Altaldnos szabéalyként azt mondhatjuk, hogy ha a bootstrap érték 90 % felett van,
akkor az adott elagazas topologidja megfeleld.

A dolgozatban szerepld egyéb statisztikai analizishez a Microsoft Corporation Excel

programjat hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Mikroszaporitas és novényregeneralas

Az éltalunk hasznalt alma genotipusok sikeres molekuléris transzformacidja
elofeltételeként ki kellett dolgozni a szdban forgd alany- ¢és nemesfajtdk in vitro
tenyészeteinek inditdsat, fenntartasat, felszaporitdsat, majd egy hatékony levélszovetbdl
kiinduld regeneraciot, végiil pedig a kapott hajtdsok gyokereztetését és akklimatizalasat.
Célunk az volt, hogy e folyamat egyes lépéseiben felmeriild probléméakat megoldjuk és
lehetdség szerint rutinszerien hasznalhatd technikdkat dolgozzunk ki. Az itt bemutatott
modszerrel alig tobb, mint 11 hénap alatt (45 hét) az egész folyamat véghezvihetd, azonban
ha az in vitro hajtastenyészet rendelkezésiinkre all, akkor a folyamat tovabbi 24 héttel

roviditheto.

9. abra. Az alma mikroszaporitasinak folyamata a merisztéma izolalastol a szabadfoldbe
iiltetésig. A: Harom hetes, merisztémabol inditott fejlédé hajtaskezdemény hajtasindukcios
taptalajon. B: Nyolc hetes, merisztémabdl inditott fejlodo hajtaskezdemény hajtasindukcios
taptalajon. C: Harom hodnapos fejlddé hajtasok hajtasindukcios taptalajt tartalmazéd
Erlenmeyer lombikokban. D: A hajtasok felszaporitasa weg-boxban hajtas-sokszorosito
taptalajon. E: Levéllemezbdl torténd hajtasregeneracid a taptalajra helyezést kovetd hatodik
héten. F: Hajtasok gyokereztetése weg-boxban a gyokérindukcidt kovetd harmadik héten. G:
A gydkeresitett hajtasok Jiffy-7 indito tapkockaba helyezve. H: Ot héttel a gydkérindukciot
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kovetden a hajtasok virageserepekbe iiltetve (az akklimatizacid kezdete). I: Két honap
elteltével 15-20 cm-es magassagot elért hajtasok.

Az alma torzstenyészeteket alvorligyekbdl izolalt merisztémakbol inditottuk. Mivel a
fasszart novények in vitro tenyészetének 1étrehozasat erdsen befolyasolja a szezonalités, ezért
tavasszal még a nedvkeringés beinduldsa eldtt gyljtottiink vesszoket. A merisztémakat
mikroszkop alatt preparaltuk ki és hajtasindukcios taptalajra (2. tablazat) helyeztiik. Igy az
endogén fertdzések megjelenését és a szovetek barnuldsat, melyeket a novényi szovetekbol
kibocsatott és oxidalodott fenolszarmazékok okoznak, sikeriilt minimalisra lecsokkenteniink.
Ennek kikiiszobolésére még polyvinylpirrolidonnal (PVP) is kiegészitettiik a taptalajt (5
mg/l), amely hatdsosnak bizonyult és a merisztémak nagyobb szdzalékban indultak
fejlodésnek. Az alma mikroszaporitasanak a folyamatat a 9. 4bra mutatja be.

A 1étrehozott hajtastenyészetet immar nyolcadik éve folyamatosan fenntartjuk, sziikség esetén
transzformacidhoz felszaporitjuk.

A sikeres novényi transzformécidhoz a ndévény-sejt-novény rendszer kidolgozasa
sziikséges (Dudits ¢és Heszky 2000). Ennek segitségével illeszthetd be a transzformacio a
mikroszaporitas folyamatidba. Esetiinkben levélszovetbdl torténd regeneracids kisérleteket
végeztiink (4. tablazat). Az MS és Ng alaptaptalajok hatasat vizsgaltuk kiilonb6z6 citokininek
(BA, TDZ) ¢és auxinok (NAA, IBA) kombinalaséaval.

A kisérletek értékelését hat héttel a levelek taptalajra helyezése utan végeztiik el. A 4-
es taptalajon szinte semmilyen reakciot nem tapasztaltunk ezért erdeményei nem szerepelnek
a tablazatokban. A levéllemez z6ld maradt, de sok volt rajta a nekrotikus folt. A bazalis végen
enyhén morzsas kalluszt figyelhettink meg. Regenerdlodott hajtast nem kaptunk,
valosziniileg ebben az ammonium-nitrat, mint nitrogénforrds hidnya is szerepet jatszott. A
hajtasregeneracio ugyanis nem csak a nitrogén jelenlétét igényli, hanem meghatarozott NOs’
‘NH," aranyt is, tehat mind a nitrogén koncentracioja, mind a formaja fontos. Predieri et al.
(1989) megallapitottak, hogy a nitrogén szint 75%-ra csokkenthetd anélkiil, hogy barmilyen
negativ hatdsa lenne; a NO;:NH," aranyt 2:1-r6l 1:1-re valtoztatva azonban csokkent a
regeneral6do hajtdsok szama még akkor is, ha az §ssz-nitrogén tartalom nagyobb volt.

Az 1-es taptalajon a regeneralodott hajtdsok kicsik voltak (az atlagos hajtashossz
csupan néhany mm), sok koziiliik vitrifikalodott, nehéz volt elkiiloniteni dket. A hajtasok nem
csak a vagasi feliilet mentén fejlddtek. A levéllemez antocianos elszinezddést mutatott, ami a
stresszhatds egyik megnyilvanuldsa. Nehezen tudtuk megszamlélni a hajtdsokat, mert siiriin

fejlodtek egymas mellett, valamint sok csak levélkezdeménynek latszott.
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4 tablazat. A regeneracios kisérlet eredményei haromféle taptalajon alany (M26)- és
nemesfajtanal (Royal Gala). Az alapadatok a mellékletben talalhatok.

M26 1. Taptalaj 2. Taptalaj 3. Taptalaj
1. ismétlés 2. ismétlés|1. ismétlés 2. ismétlés|1. ismétlés 2. ismétlés
atlag: 3,71 3,57 5,31 5,57 3,48 3,17
szOras: 1,36 1,24 1,92 1,64 1,73 1,48
szorasnégyzet 1,85 1,54 3,69 2,70 3,01 2,21
max: 7 7 9 9 6 7
min: 0 1 1 2 0 0
levélszam: 45 46 35 37 33 35
2 0,51 0,62 0,79
' | 7,22 | 7,42 |
o = 0,05 szignifikancia szint mellett z* = 1,96 (atlag=atlagos hajtdsszam/explantum)
1. Taptalaj 2. Taptalaj 3. Taptalaj
Royal Gala | o giigs 2. ismétiés | 1. ismétiés 2. ismétiés| 1. ismétiés 2. ismétiés
atlag: 3,90 3,88 5,33 4,78 0,44 0,60
szoras: 1,43 1,01 1,79 2,09 0,72 0,59
szorasnégyzet 2,04 1,03 3,20 4,38 0,51 0,35
max: 7 6 10 8 3 2
min: 1 2 2 0 0 0
levélszam: 39 51 40 40 32 40
0,07 1,26 1,02

z | 459 | 19,53 |

a = 0,05 szignifikancia szint mellett z* = 1,96 (atlag=atlagos hajtdsszam/explantum)

A Royal Gala esetében a levéllemez kalluszosodasa is megfigyelhetd volt. A
vitrifikdcio és a hajtasok rovidiilése valdszintileg az alkalmazott szintetikus citokinin, a TDZ
hatadsanak tulajdonithatdé. Mar Fasolo et al. (1988) is felhivtdk a figyelmet arra, hogy TDZ
hatasara rovid internodiummal és kis levelekkel rendelkez6 hajtasokat kaptak. A regeneracios
szazalék szempontjabol az 5 mg/l-es BA hormonkoncentracio helyettesitheté volt 2 mg/l
TDZ-vel, de a regeneralddott hajtdsok mindségét a citokinin tipusa befolyésolta.

A 2-es taptalajon mindkét fajtanal sok szép zo6ld, egészséges hajtas fejlodott, mar
hathetes korban elérték a 0.5-1 cm-es magassagot. A hajtasok konnyen elkiilonithetok voltak
egymastol, és a levéllemez is z6ld maradt. A hajtasok szinte 100 %-ban a vagas bazalis végén
fejlodtek.

A 3-as taptalajon a hajtasok jol elkiilonithetdk voltak egymastol, sok koziilik
hathetesen elérte a 0.5-1 cm-es magassagot. Kevés, bar egészséges, sz€p hajtasokat nyertiink,
azonban leveliik vékony volt és gyorsabban oregedtek. A levéllemez kissé antocidnos lett,
kalluszosodas is megfigyelhetd volt, néhany hajtas pedig vitrifikalodott.

A 4. tdblazatban bemutatott eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy mindkét

genotipusnal a 2. taptalaj bizonyult a legjobbnak levélszovetbdl torténd regeneraciora. Ezt az
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eredményt statisztikailag kétmintds z-proba segitségével tamasztottuk ala a kovetkezo képlet

segitségével:

x = atlag
o = szOras
n = mintaszam

Mivel a taptalajok Osszehasonlitdsdndl minden esetben z > z* | ezért 95%-o0s
valoszintiséggel megallapithato, hogy a kapott eredmények egymastol szignifikansan eltérnek.
Az egyes ismétlések kozott ennek az ellenkezdje figyelhetd meg, tehat az ismétlések nem
térnek el egymadstodl szignifikansan.

Eredményeinkbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy mind az M26 alany- ¢és
Royal Gala nemes fajtaknal a levélszovetbdl torténd regeneracidhoz, az Ng makro- és MS
mikroelem Osszeallitasu taptalaj kedvezett, magas citokinin (5 mg/l BA) és alacsony auxin

(0.2 mg/l NAA) hormonkoncentraciok mellett. A BA hatékonyabbnak bizonyult a TDZ-nél.

4.2. Az alma (molekularis) transzformacioja

Az MdACS2 gén antiszensz €s szensz konstrukcidival egyarant transzformaltunk
levélszegmenseket. Az elsd szelektiv taptalajon tuléld hajtaskezdeményeket az M26 alannyal
kaptuk EHA 105-0s Agrobacterium torzzsel tortént transzformacidt kovetden, amely az
antiszensz konstrukciot tartalmazta. A szelekciohéz 25 pg/ml koncentracidban kanamicint
alkalmaztunk, amely hatékonynak bizonyult, ugyanis a kontroll, nem transzformalt
szegmensek egy esetben sem produkdltak hajtaskezdeményt szelektiv téptalajon. A
transzformacios hatékonysdg nagyon alacsonynak bizonyult, tobb ezer levélszegmens
transzgénikus novény fejlédott szelektiv taptalajon, melyekben kezdetben PCR reakcidval,
majd késébb amikor mar tobb DNS-t tudtunk izolalni, Southern hibridizacioval is
bizonyitottunk a transzgén jelenlétét.

A 10/A abran egy tipikus sikeres transzformaciot kovetd képet lathatunk. A vélhetéen
transzgénikus novény zold és novekszik szelektiv taptalajon, mig a nem transzformans
szegmensekrdl az esetleges regeneracids probalkozasok kudarcba fulladnak és kifehérednek,
elpusztulnak. Egy esetben kaptunk kiméra novényt is, melyet késobb nem sikeriilt ¢letben

tartanunk (10/B abra).
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10. abra. A: 25 pg/ml kanamicin tartalmu szelektiv taptalajon fejlodd, vélhetden
transzgénikus, rezisztens (z6ld) és nem-transzgénikus, szenzitiv (fehér) hajtasok B: Szelektiv
taptalajon fejlodd rezisztens (bal) és kiméra ndvény (jobb) C: Az npt Il-es génspecifikus
primerekkel inditott PCR reakcié eredménye. (A primerek egy 503 bp hossza DNS szakaszt
szaporitanak fel.) 1: PCR molekulatémeg marker 2: Nem transzformalt (kontroll) ndvénybol
izolalt DNS-sel inditott reakcié 3-5: Az antiszensz ACS-szintdz génnel transzformalt
novényekbdl izolalt DNS-sel inditott reakcid 6: Pozitiv kontrollként hasznalt pBI 426-os
plazmiddal inditott PCR 7: 100 bp DNS létra molekulatdmeg marker D: Southern hibridizacio
eredménye digoxigenoinnel jelolt npt Il-es probaval. 1-3: Az antiszensz ACS génnel
transzformalt ndvényekbdl npt II specifikus primerekkel felszaporitott DNS fragmentum
hibridizacidja jelolt probaval 4: Nem transzformalt (kontroll) ndvénybdl npt II specifikus
primerekkel felszaporitott DNS fragmentum hibridizacidja jeldlt probaval 5: Pozitiv
kontrollként hasznalt pBI 426-o0s plazmid hibridizacios képe

A szensz MdACS?2 konstrukcidt tartalmazo vektorral is folytattunk kisérleteket és
szintén csak az EHA 105-6s Agrobacterium torzzsel kaptunk szelektiv taptalajon taléld
transzgénikus hajtasokat. Irodalmi adatok alapjan mar sejteni lehetett, hogy az EHA 105-0s
torzs lesz a leghatékonyabb (De Bondt et al. 1994), azonban ennek ellenére szamos
laboratoriumban hasznaljak az LBA 4404 és C58Cl1 torzseket is, valoszinilileg azért, mert az
EHA 105-0s torzs elpusztitdsa az egylittenyésztés utdn nehéz. A szensz konstrukvidval
Osszesen 8 db bizonyitottan transzgénikus hajtast kaptunk, ebben az esetben Royal Gala
fajtabol kiindulva. A transzgénikus novények zart liveghdzban keriiltek kitiltetésre az
Ujfehértoi Gyiimolestermesztési Kutato- és Szaktanacsadd Kht feliigyelete alatt. A facskak
termdre fordulasdig azonban legaldbb harom évet kell még varnunk, ezért a transzgénikus

gytimolcsok vizsgalatat Amerikéban végeztik el.

4.3. A transzgén jelenlétének bizonyitasa termorefordult fakban
A Cornell Egyetemen (USA) Géza Hrazdina vezetésével dolgozd kutatdcsoport, az
MdACS2 gén izolalasat kovetden mar 1995-ben a gént antiszensz orientaciéban Royal Gala és

Mclntosh almafajtdkba transzformalta. Az 1996-97-ben kiiiltetett transzgénikus almafak
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tobbsége 2001-re mar termore fordult, és megfelelé mennyiségli gyiimdlcsot produkalt ahhoz,
hogy megvizsgalhassuk milyen hatdssal volt a "beiiltetett" antiszensz transzgén az ACS gén
expressziojara, az etilén produkciora és a gylimoles taroldsi paramétereire. A Cornell
Egyetemen 2001-2002-ben lehetéségem volt a transzgénikus gyiimdlcsok vizsgalatat
elvégezni.

A transzgén jelenlétének kimutatdsa céljabol a transzgénikus iiltetvényben szerepld
101 Royal Gala és 65 Mclntosh transzgénikus novénybdl DNS izoldlast kovetden PCR
reakciot inditottunk a CaMV35S promoter- valamint ACS-specifikus primerekkel (11. ébra).

F35S
—

LB _ Pnos _ NeTll . TNos PCAMV35S _  ANTISZENSZMDACS2 _ TNoS . RB

-—
R2 R1

11. abra. A transzformacidhoz alkalmazott binaris vektor felépitése és primer kapcsolddasi
pontok (LB: baloldali hatarszekvencia, Pyos: nopalin-szintaz prométer, nptll: neomicin-
foszfotranszferaz markergén, Tpos: nopalin-szintdz gén terminacids szekvencidja, Pcamviss:
karfiol mozaik virus 35S prométer, RB: jobboldali hatarszekvencia)

Az F355+R1ACS2 primerkombinacidban egy ~550bp méretli, mig az F35S+R2ACS2
kombindcioban ~450bp méretli fragmentum szaporodik fel. Ahol a transzformaci6 sikertelen
volt, vagy mas konstrukcidval tortént a transzformécio, ott ennek a fragmentumnak a

megjelenése nem varhato (12. abra).

12. abra. Az F35S ¢és R1ACS2 primerparral végzett PCR
analizis transzformalt McIntosh vonalakban
1-2,4-8, 10-14, 16-18, 20: Sikeres transzformacié mintazata

3,9: Poligalakturonaz génnel transzformalt vonalakbol
izolalt DNS-sel inditott reakcid

15: Sikertelen transzformacio az ACS génnel az egyik

111213 14 151617 1519 @ vonalban

et bl [ 0: Kontroll McIntosh ndvénybdl izolalt DNS-sel inditott

reakcio

A 65 transzgénikus Mclntosh vonal koziil 7 poligalakturonaz (PG) génnel, egy szensz
ACS-sel és 57 antiszensz ACS-sel volt transzformalva. A PG és szensz ACS transzformansok
ebben az esetben kontrollként viselkedtek, mivel mas génnel illetve vektorral voltak
transzformalva, ezért a transzgén jelenlétét benniik mas primerekkel kellett igazolni. Az 57
ACS transzforméans koziil 1 bizonyult negativnak, amellyel a késdbbiekben nem
foglalkoztunk, egy fa pedig még nem fordult termdre. A 101 Royal Gala transzformans koziil

3 B-gliikkuronidaz génnel ¢és 98 antiszensz ACS-sel volt transzformalva, amelyek koziil nyolc
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negativnak bizonyult, melyekkel a késébbiekben nem foglalkoztunk. A megmaradt 90

termdrefordult fa koziil 48-nak a termését Kanadéban vizsgaltak tovabb.

4.4 A transzgénikus gyiimolcsok vizsgalata

Osszesen 42 transzgénikus Royal Gala, 55 transzgénikus McIntosh és 5-5 kontroll fa
gylimolcseinek analizisét végeztiik el (Galli et al. 2003). Az eléz6 évben (2000) joval
kevesebb mintaszdmmal (mivel a fak még nem teremtek elég gyiimolesdt) mar végeztek
etilén méréseket és azt tapasztaltdk, hogy a hidegtarolds 37. napjan érték el a kontroll
gyiimolcsok etiléntermelésiik csucspontjat. Hogy az adatok 6sszehasonlithatdak legyenek, mi
is a tarolas 37. napjan végeztiik el a méréseket az 6sszes vonal esetében (5. tablazat).

A Mclntosh vonalak koziil taldltunk néhanyat, ahol a gylimolcsok etiléntermelése 50-
70%-ban gatlodott, azonban az ACS enzimaktivitdsa nem mutatott szdmottevd kiilonbséget a

kontrollhoz viszonyitva.

5. tablazat. A legjobb transzgénikus vonalak néhany érési paramétere a hidegtarolas 37.
napjan 2000 és 2001-ben. Az alapadatok ¢és a szdmitads menete a mellékletben

talalhatok.
L. Oldhaté i , ACS aktivitas
TS aagn asok  Keminyeés " malimg
(°Brix) prot/15min)

Kontroll
Mclntosh 186.6 14.2 39.5 46.13
TM 503 106.2 15.3 50.7 14.34

S Kontroll

S Royal Gala 120.0 15.6 66.7 23.4
TG 196 0.8 17.5 77.3 0
TG 197 13.0 16.2 57.2 5.9
TG 198 3.7 16.0 68.1 1.3
Kontroll
Mclntosh 253.76 15.4 50.4 24.03
TM 503 157.96 15.7 66.4 22.15
TM 574 109.18 13.8 50.4 20.63
TM 558 70.25 14.9 48.3 19.03
Kontroll

- Royal Gala 230.3 16.4 86.2 24.5

S TG 196 70.21 16.3 95.3 11.1

N TG 197 8.11 15.0 98.7 2.9
TG 198 68,95 16.6 82.8 10.5
TG 233 95.75 16.5 69.2 17.9
TG 236 15.37 17.0 94.1 9.8
TG 507 34.74 20.0 72.6 4.3
TG 508 11.52 17.8 105.5 0.9
TG 508 6.64 22.8 111.1 1.3
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A Royal Gala esetében nyolc olyan fat talaltunk, melynek gyiimélcsei 60-97%-o0s
gatlast mutattak alacsony ACS aktivitds értékekkel kisérve. A transzgénikus gylimolcsok
altaldban keményebbek maradtak, mint a kontroll és az oldhaté anyagok mennyisége sem
csokkent.

Az Osszes tobbi transzgénikus vonal gyiimdlcsei etilén termelésiikben nem mutattak
szamottevd eltérést a kontrollhoz képest, s6t néhany esetben nagyobb etilén produkcié volt
megfigyelhetd. Az egyes vonalak kozotti eltérések valosziniileg az integralodott transzgén
kiilonboz6 kopiaszamaval, pozicionalis hatasukkal és az ezt kisérd géncsendesitéssel
magyarazhato.

Mivel a gyiimolcsok azonos idépontban lettek sziiretelve 2000-ben és 2001-ben, ezért
a két év eredményeinek nagymértekii eltérését szezondlis hatdsnak tulajdonithatjuk. 2000-ben

az 1d6jaras hiivosebb és csapadékosabb volt, mig 2001-ben szaraz meleg.

4.4.1. A gyiimélesok etiléntermelése szobahomérsékleten tarolva

A 2000-ben legnagyobb mértékben gatlodott fak gylimoleseivel még részletesebb
vizsgélatot terveztiink 2001-ben, szobahOmérsékleten mértiik etilén termelésiiket, minden
masodik nap, nyolc héten keresztiil, 6t ismétlésben. Négy héten keresztiil minden mérés utan
eltavolitottunk egy-egy almat, meghataroztuk a cukortartalmat és keménységiiket, majd RNS-
t és fehérjét izolaltunk beldliik.

Kozvetlenill a betakaritast kovetden a kontroll gylimdlcsokben az etilén termelés
ugrasszerli, gyors novekedése volt tapasztalhatd; kezdetben exponencidlis, majd lineraris
gorbét rajzolva (13/a abra). Két héten beliil az etilén produkcid elérte csucspontjat, csaknem
250 nmol/100g/h értékkel. A kovetkezd héten mar csokkenni kezdett és egy elnyulo,
lecsendesedd, néhol hulldmos ivet rajzolt. Hasonlo etilén gorbéket publikalt mar Song et al.
(1996) is, ahol betakaritds utdn a gyiimolcsokben a belsd etilén szintet mérték, szintén
szobahOmérsékleten. Az etilén termelés ,hullamzasa” esetiikben még szembetlinébb volt,
feltehetéen a kiillonbozd érés-specifikus ACS gének miikodésének és szabalyozasanak
kovetkeztében. A transzgénikus vonalakban az etilén szintézise 1-4 hetes késést mutatott. A
kezdeti exponencialis, majd linearis emelkedés itt is megfigyelhetd volt, azonban maximumuk
joval elmaradt a kontrolltol (13/a dbra). A TG 197 transzgénikus fa gyiimolcsei még egy
hénapos szobahdmérsékleten torténd tarolds sordn sem mutattak etilénszintjiikben
emelkedést. Eddig ilyen jellegli késést akkor tapasztaltak, ha az optimalis betakaritast
megeldzdéen négy héttel sziireteltek (Song et al. 1996). Késobb az etiléntermelés gyors

emelkedése itt is megfigyelhetd volt, de a csticspontja csak a kontroll egyharmadaig jutott.
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Mivel a gyiimdlcsoket azonos idOpontban sziireteltiilk, az etilén produkcioban bemutatott

késedelem az autokatalitikus etilén termelés beindulasanak gatlasat bizonyitja.

ethylene
(nmol/100g/h) a

250.00

—e— Control RG
—0—TG 196
—a—TG 197

I SzD5%

200.00

150.00

100.00

50.00

0.00 +AA-ATR

13 (a) abra. Transzgénikus és kontroll gyiimolcsok etiléntermelése szobahdmérsékleten. Az
ismétlések szama: 5, a legnagyobb szignifikdns differencia (5%) van feltiintetve. A jelolt
pontokon (1-6) tértént mintavétel RNS izolalashoz. (b): Az MdACS2 gén expresszioja. >-P
izotoppal jelolt MdACS2 (U73815) cDNS probaval hibridizaltunk 15 pg total RNS-t. Az 1-6
szamok jelentik az 1/a abran jelolt mintavételi pontokat. (¢): rRNS kontroll. (d): A beépiilt
transzgén kopiaszamanak vizsgélata. A kontroll (I), TG 196 (II) és TG 197 (III) vonalakbol
izolalt DNS, jelolt CaMV 35S promoter és MdACS2 fragmentummal hibridizalt
autoradiografias képe.

4.4.2. Az MDACS?2 gén expresszioja

Az MdACS2 gén milkodését Northern analizissel, **P izotoppal jeldlt probaval
vizsgéltuk. Mar a gylimolcsfejlodés korai stadiumatol, majus kozepétdl kezdve mintat
gyljtottiink abbol a célbol, hogy meghatarozzuk a génexpresszid legkorabbi idépontjat és
annak mértékét.

szjiret
3 4|5 6 y
“s . = 14. (a) abra. Az MdACS?2 gén expresszidja
'. 3 ?i';?: n kf)nt:ro.ll gyﬁmblcsékben Northem _
P Wl T a hibridizaciéval. A mintavételek idopontja: 1:

m4j. 15, 2: jun. 15, 3: jul. 15, 4: aug. 15, 5:
szept. 15, 6: szept. 17. (b): rRNS kontroll
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Az els6 pozitiv reakciot a kontroll gyiimolcsokben kaptuk, a betakaritast kovetd 3.
napon. Az 14. é4bra kontroll gylimdlcsokbdl szarmazo, totdl RNS-sel végzett Northern
hibridizaciés mintdzatot mutat a gylimolesfejlodés korai szakaszatol egészen a tarolés
kezdetéig. Ezzel a kisérlettel sikeriilt egyértelmiien bizonyitanunk, hogy az MdACS2 gén
valoban érés-specifikus expressziot mutat ¢és szerepe az autokatalitikus etilén szintézis
beinditdsdban van.

A transzgénikus vonalakban a génexpresszid 1-4 hetes késést mutatott (13/b abra). Az
abra egyértelmiien bizonyitja, hogy a gén expresszioja szoros korreldcioban van a mért etilén
értékekkel. A kontroll gylimolcsok Northern mintdzata a maximalis expresszional sokkal
intenzivebb (13/b/2 é&bra), mint a TG196 (13/b/4 abra) vagy TG197 (13/b/6 ébra)

transzgénikus vonalak maximalis etilénértékiiknél.

4.4.3. Az integralodott transzgén kopiaszama

Az etilén termelés sikeres antiszensz gatldsahoz nagyszamu, kiilonb6zo
transzformécios eseményekbdl szarmazd névényekre van sziikség (Picton et al. 1993). Az
els transzformacids eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy az antiszensz
géndozis novelésével hatékonyabb gatlas érhetd el (Hamilton et al. 1990), tovabba hogy azt
az integracio helye is nagymértékben befolyasolja (Stockhause et al. 1990). Ezért a transzgén
kopiaszamanak meghatarozasahoz a legjobb transzgénikus vonalainkban Southern analizist
végeztiink, olyan proba segitségével, amely a CaMV35S prométerbdl és az MdACS2 génbdl
is tartalmazott egy-egy szegmentumot (13/d abra). Az eredmények alapjan megallapithatjuk,
hogy a vizsgalt TG196 és TG197 transzgénikus vonalainkban legalabb 3-4 antiszensz gén
integralodott. A paradicsom esetében, ahol az etilén szintézisét az eredeti szint 5%-ara sikertilt
csokkenteni antiszensz ACO génnel, 2 kopiat mutattak ki (Hamilton et al. 1990); mig
antiszensz ACS génnel, amikor a gatlds 99.5%-os volt, 10 antiszensz gén beépiilését
feltételeztek (Oeller et al. 1991). Végeredményben a sikeres gatlas kialakitasdra mind a

géndozis, mind a transzgén pozicidja jelentds hatassal van.

4.4.4. A gyiimolcsok etiléen termelése hidegen (5°C) tarolva

A hidegtarolas sordn a transzgénikus gylimolcsok etiléntermelése az elsé 4 honapon
keresztiil alacsony szinten maradt. Késébb — a TG508 transzgénikus vonal kivételével — az
etilén produkcié emelkedett, majd 5 honap elteltével megkozelitette, majd meghaladta a

kontrollét, ahol ebben az idében mar csokkend tendencia volt megfigyelhetd (15. abra).
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Sajnos a TG508-as vonal 2000-ben még nem hozott gylimdlcsot, ezért nem szerepelt a
korabban mar bemutatott, részletesebb, szobahdmérsékleten végzett vizsgalatokban.

A transzgénikus gyiimolcsok autokatalitikus etiléntermelése a kezdeti gatlas ellenére,
eddig még meg nem magyarazhat6 uton indult be. Feltehetden, a beindulashoz az MDACS2

Hat hoénapos hidegen torténd tarolds utdn szamottevd etilénprodukcid csak a
transzgénikus gylimolcsoknél volt kimutathato, a kontrollok etiléntermelése erre az iddszakra
mar jelentdsen lecsokkent. Az emlitett TGS508-as vonal kivételt jelentett, ugyanis a
hidegtarolas teljes ideje alatt sem volt megfigyelhetd novekedés a gylimolcsok
etiléntermelésében, az végig nagyon alacsony szinten maradt.

A féléves taroldsi vizsgalat végén az Osszes megmaradt gyiimolesot
szobahOmérsékletre helyeztiik és kétnaponta mértiik az etilén termelésiiket. Az etilénszint az
Osszes vizsgalt vonal esetében gyors csokkenést mutatott, kivéve a TG508-as vonalat, amely

még szobahdmérsekleten sem tudott a gatlas alol felszabadulni (15. ébra).

2-5. hénap 6. honap 7. hénap
A A A
- — Y N\
400 - ethylene —&—Control RG
(nmol/100g/h) -O0-TG 196
350 | —&— TG 197

==TG 508

300 -
250 -
200 -
150
100 +

50 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ sy

19.0kt 07.nov 26.nov 15.dec 03.jan 22.jan 10.febr 01.marc 20.marc 08.apr

15. abra. Néhany transzgénikus vonal és kontroll gyiimdlcs etilén termelése 5°C-on torténd
tarolas soran. A nyil a szobahdmérsékletre helyezés idopontjat mutatja
4.4.5. A gyiimolcsok keménységének és cukortartalmanak valtozasa az érés soran
Héarom hét szobahdmérsékleten torténd tarolas sordan, mikorra a kontroll gyiimolcsok
etiléntermelése egyre magasabb értékeket ért el, keménységiik folyamatosan csdkkent az
eredeti 50%-ara (16/a dbra). A TG197 vonal gylimdlcsei gyakorlatilag nem puhultak a harom
hét alatt, azonban a Brix értékek csaknem kiegyenlitddtek (16/b éabra) jelezve, hogy

cukortartalmuk nem tér el jelentdsen a kontrolltol.
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A TG196 gytiimdlcsok érése és puhulasa kisebb késést mutatott annak ellenére, hogy a
Brix értékekben szinte nem volt kiilonbség, a kontrollhoz viszonyitva. Az azonos farol
szarmaz6 gyimolcsok esetében is szembetlinOk a kiilonbségek, mivel nehéz egy fan két,
azonos ¢érettségi allapotban 1évé gylimolcsot talalni. Ezért a fO trendvonalakat linearis

regresszioval abrazoltuk (16. abra).

90.00 ~

80.00 -+

70.00 A

60.00

145 A

140 A

135 A

13.0 1

Firmness in Brix
130.00 - 170 1
Newton & Control RG a b
° ® TG 196 165 .
12000 - . A TG197 - s * .
b = Linear (Control RG) 16.0 4 * hd e °
110.00 — Linear (TG 196) . °
o A A — Linear (TG 197) 155 A b .
100.00 - ® A °
A a A N 150 - b A

A o control RG
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A TG197
= Linear (Control RG)
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= Linear (TG 197)
50.00 T ————— , days 125 T T T T T T T T )
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16. abra. Kontroll és transzgénikus gyiimolcsok keménysége (a) és Brix értéke (b)
szobahOmérsékleten torténd tarolas soran
A transzgénikus gyiimdlcsok a fentieken kiviil az U.n. post-harvest valtozasokkal
(rdncosodas, zsugorodés, hasadas) és fertézésekkel (bakteridlis €s gombés) szemben is
ellenallast tantsitottak (17. abra). Még harom hénapos szobahdmérsékleten torténd tarolast
kdvetden is csak kisebb mértékii vizvesztés €s rancosodas volt megfigyelhetd. Ez feltehetden
a sejtfalbontd enzimek (poligalakturondz, pektin metil-észterdz, celluldz, hemicellulaz)

csOkkent aktivitasanak a kovetkezménye, amelyek kdzvetleniil etilén szabalyozas alatt allnak.

Kontroll RG

TG 197 TG 198 TG196
17. abra. Transzgénikus és kontroll almak 90 napos szobahdmérsékleten torténd tarolast
kovetden

4.4.6. ,,Knock out” transzgénikus vonal
A legalacsonyabb etilén produkcio mellett (15. dbra) a TG508 transzgénikus vonal
gylimolcsei mutattdk a legmagasabb Brix értékeket is és a legtovabb maradtak kemények (5.

tablazat).
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Kontroll

TG 508
18. abra. A TG 508 ,,knock out” transzgénikus genotipus gylimodlcsében bekovetkezett
morfolodgiai valtozas

srer

abra). A gyliimolcsok sokkal kisebbek, bogy6 alakiiak maradtak, a kocsanyuk is kisebb ¢és
vastagabb lett, tovabba nehezen valt el a termdvesszoktdl. A gylimdleshus még hat honapos
tarolas alatt is extrém kemény maradt, azonban a magas cukortartalom és koncentralt
aromaanyagok miatt a legizletesebbnek bizonyult.

Valoszintileg egy kivald pozicioban bekdvetkezett transzgén integracio kdvetkeztében
olyan mértéki gatlas kovetkezett be az etilénszintézisben, amely még a sejtek megnyulasat is
hatraltatta; vagy beépiiléskor az ezért felelds gént rontotta el. Mivel ebben a genotipusban az
érés-specifikus etilén termelés teljes mértékben gatlédott, a késdbbiekben a gyilimolcsérés

Annak tanulmdnyozéasara, hogy pontosan milyen funkciét lathat el ez a gén a
gyiimolcsok érésében, eldallitottunk egy filogenetikai fat a Megalign (DNASTAR) program
segitségével, amelyben a napjainkig izolalt Osszes ACS gén szerepel (19. é&bra). A
szekvenciahasonldsag alapjan a géncsalad tagjai legalabb hat f6 csoportba oszthatok.

Az MdACS2 gén a Solanaceae csalad tagjaibol izolalt ACS génekkel kozelebbi
hasonlosagot mutat, mint a tobbi eddig izolalt alma ACS génnel. Az MdACS2 gén mikodése
alapjan feltételezhetjiik, hogy az autokatalitikus etilénszintézis beinditasaban jatszik szerepet
a paradicsom LEACS4 génjéhez hasonldan.

Az itt bemutatott eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy néhany transzgénikus
vonalban sikerilt elérniink a kivant célt, a csokkent etiléntermelést és ezaltal a post-harvest
érés  késleltetését. Az MdACS2 gén expresszidja érés-specifikus, amit Northern
hibridizaciéval bizonyitottunk. A gén mRNS aktivitdsa szoros korrelaciot mutat a
gytimolcsok etilén termelésével. Azokban a transzgénikus vonalakban, ahol a legmagasabb
mértékl etilén gatlas volt megfigyelhetd, az integralédott transzgén 3-4 kopidban szerepelt.

Ez a géndozis és az antiszensz fenotipus kozotti korrelaciot sejtet.
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C.paradisiACS (AF048753)
M.indicaACS (AF170705)
P.euphraticaACS1 (AB033502)
MdJACS5A (AB03 4992)
MdJACS5B (AB034993)
P.hortorumACS (AR050167)
P.hortorumACS2 (U88971)
P.hortorumACS (U17231)
C.papayaACS(AJ012577)
C.papayaACS1B (AJ277161)
C.papayaACS1 (AF178076)
C.papayaACS (Y11357)
A.thalianaACS6 (U73786)
[ { A thalianaACS (U79524)

B.oleraceaACS (X82273)
1 L B emaealss (12676,

V.radiataACS (Z11613)
_'_—: G.maxACS (X67100)
P.sativumACS2 (AF016459)
C.meloACS (D37937)
C.meloACS2 (AB032936
4':ELc.sativusAcsz }ABoazgsag
C.maximaACS3 (AB038559)

MdJACS2 (U7381

S.melongenaACS ?AF144746)

S.tuberosumACS5 (U70842)

LEACS6 (AB013100)

LEACS (AB013346)
| LEACS1A (U18056)

LEACS1B (U72390)

C.annumACS (X82265)
N.tabacumACS21 (AJ131836)
N.glutinosaACS2 (AF057563)

1 D.caryophyllusACS (Z218952)
1 D.caryophyllusACS (M66619)

_l I D.caryophyllusACS (X66605)
R.palustrisACS (AF038945)

N.tabacumACS (X65982)
N.glutinosaACS1 (AF057562)
P.hybridaACS (Z18953)

LEACS2 (X59139

1 I— S.tuberosumACS (L20634)
LEACS4 (X59146)
1 C.sinensisACS1 (AJ011095
C.sinensisACS2 (AJ012696)

M.indicaACS (U22523)
P.euramericanaACS2 (AB033503)
P.persicaACS1 (AB044662)

| 4':|'_ P.mumeACS1 (AB031026)
P.pyrifoliaACS3 (AB015625)

L.albusACS1 (AF119411)

C.pepoACS (M58323)
___r_f C.pepoACS1 (M61195)

C.maximaACS (D01032)
e C.meloACS (D30805)

L "C.meloACS1 (AB032935)
L— C.sativusACS1 (AB032937)
; A.thalianaACS2 (M95595)
L] 1 AthalianaACS(Z12614)
AthalianaACS1 (U26543)
O.sativaACS1 (M96672)

O.sativaACS5 (X97066)
M.acuminataACS (X96946
M.acuminataACS (X96947
T.aestivumACS2 (U35778)
— M.acuminataACS (AF109927)
M.acuminataACS (Y15739)
— M.acuminataACS (AF080258)
M.acuminataACS5 (AF129508)

r P.hortorumACS (AR050165)
L P.hortorumACS (U17229)
—— S.longipesACS (AF003981)
— L———————— S.longipesACS (AF003980)
LEACS7 (AF043122
LEACS7 (AF179248
LEACSS8 (AF179247)
LEACS3 (U18055)
A.deliciosaACS %ABOO7449)

MdACS1 (AJ011518)
M.sylvestrisACS (U03294)
P.pyrifoliaACS (AB015624
P.communisACS (X87112)

V.radiataACS (AB000679)
V.radiataACS(AB018355)
V.radiataACS (U34986)
L.albusACS3 (AF119413)
V.radiataACS (U34987)
P.sativumACS1 (AF016458)
C.maximaACS (D01033)
C.meloACS3 (D86241)
C.maximaACS4 (AB038558)
A thalianaACS4 (U23481)
A.thalianaACS5 (L29261)
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L.albusACS4 §__ F119410)
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V.radiataACS (M94863)
] V.radiataACS (Z12135)
MdJACS3 (U73816)
P.pyrifoliaACS (AB007639)
C.papayaACS1A (AJ277160)
L stuberosumACS2 (227235)
M.orchid ACS2 (L07883)
M.orchidACS1 (L07882)
D.crumenatumACS (U64031)
Phalaenopsis (Z77854)
M.acuminataACS5 (AJ223186)

T.aestivumACS1 (U35779)
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19. abra. Az ACS géncsalad filogenetikai faja
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Ez a molekularis megkozelités uj, alternativ lehetdséget jelenthet a késdbbiekben a
gylimolcsok taroldsi problémdinak megolddsdban. Eredményeink alapjan az etilén
bioszintézis gatlasaval szobahdmérsékleten 1-2 honappal, mig hidegen tarolva 4-6 honappal

hosszabb ideig tarthatok a gylimolcsok, szinte azonos mindségben.

4.5. Festuca fajok RAPD és AP-PCR vizsgalata

A vizsgélt Festuca fajok genetikai azonossidganak vagy kiillonbozdségének
meghatarozasara megfeleld polimorfizmust ad6 DNS markereket els6ként a RAPD technika
felhasznalasaval kerestiink. Egy fajbol tobb ¢€lohelyrdl szarmazo mintdkat hasznéltunk és
¢lohelyenként csoportokat (pool-okat) képeztiink, mivel a fajon beliili egyedszinti
molekularis polimorfizmust a lehetséges idegentermékenyiilés kovetkeztében jelentdsnek

becsultiik.

6 T 8B 9 10 1112 B3 M

6 7 8 9 10 11 12 13 14

:ngalliifﬁg'

20. abra. RAPD és AP-PCR primerekkel kapott mintdzatok. M: molekulatdémeg marker
(3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp méreti
fragmentumok; 1: F. wagneri (locus classicus); 2: F. wagneri (magyar keverék); 3: F.
vaginata; 4. F. valesiaca; 5: F. pseudovina; 6: F. rupicola (Deliblat); 7: F. rupicola
(Herkulesfiirdd-vastag levelll); 8: F. rupicola (Herkulesfiird6-vékony levell); 9: F. javorkae;
10: F. pallens (Szarvasko); 11: F. pallens (a F. stricta locus classicus-rol); 12: F. pallens
(Budai hegység); 13: F. stricta (locus classicus); 14: F. stricta (Miinchen)
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A Festuca fajok RAPD analizisét 6sszesen 47 primerrel végeztiik el (2. tablazat). Ezek
koziil 6 nem miikodott, 33 pedig vagy monomorf, vagy jelenlegi elvalasztasi technikankkal
értékelhetetlen mintdzatot eredményezett. A 19 AP-PCR-hez kiprobalt primer kozil (2.
tablazat) 12 miikodott megfelelden, melyek koziil 6 szerepel a kiértékelésben. Osszességében
az alabbi 14 primerrel (8 RAPD és 6 AP-PCR) kaptunk polimorf mintazatot: OPA 02, OPA
09, OPA 11, OPA 13, OPK 02, PAL 1, PAL 2, OPAI 21, E 6, E 8, E 9, E 13, WMS 410 b,
WMS 5 b (20. abra). A 14 polimorf és értékelhetd mintdzatot eredményezd primer 111 db

fragmentumanak binaris kddjai szolgaltak alapadatként.

A

F. rupicola Deliblat :I_

F. rupicola vékony

F. rupicola vastag

Festuca javorkae

Festuca valesiaca
F. stricta locus cl.-rol

Festuca pseudovina

F. stricta Miinchen

F. wagneri locus cl.-ré}

F. wagneri magyar kev-

F. pallens tetraploid

Festuca vaginata

F. pallens Szarvaské

F. pallens stricta l.cl-rét
2,5

B Festuca wag
20+

1,5+
1,0 »
Ly

0,0

ca wagneri
|

ovina

. pallens (tetraploid)

icola (vastag)

1ol)

-5 o vékony) F. pallens (Szarvaské) F. pallens g
/ ) = (stricta I.cl,
-1,0 a (Mdnchen) stuca vaginata
-1,5
-1,5 -1,0 -5 0,0 5 1,0 1,5 2,0

2,5

21. abra. Kiilonb6zo6 Festuca fajok és tipusok dendogramja (A) és tobbdimenzios MDS

analizise (B)
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6. tabazat. Paronkénti 6sszehasonlitassal kapott egyezési koefficiensek félmatrix tablazata. (A sorszdmok az anyag és modszertani fejezetben

jelzettekkel azonosak.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Festuca F‘;St::? Festuca | Festuca Fest:ca. fes.tUt:Ia ::es_tucla ::es.tucla Festuca |F. pallensl;'pz::!e?s F. pallens| F. stricta | F. stricta
wagneri vr;ag ! vaginata |valesiaca pseudovi- gpll.i?,? uplct:oa u’pllcoa javorkae | Szarvaskd I. sl _'cfla tetraploid| locus cl. | Miinchen
gyar na elibla vastag | vékony .cl.-ré
oo ,785 | ,667 | ,776 | ,727 | ,675 | ,692 | ,709 | ,646 | ,701 | ,617 | ,711 | ,700 | ,655
Festuca
wagneri ,591 | ,687 | ,704 | ,675 | ,651 | ,667 | ,628 | ,600 | ,581 | ,709 | ,679 | ,655
magyar
vagqinata ,675 | ,630 | ,622 | ,679 | ,654 | ,654 | ,733 | ,688 | ,659 | ,688 | ,663
Jestuca ,737 | ,822 | ,819 | ,811 | ,763 | ,646 | ,548 | ,699 | ,776 | ,683
Fest
pseudovi- 724 | ;720 | ,760 | ,692 | ,662 | ,620 | ,675 | ,727 | ,744
na
Festuca
Bmli_fo?!? 912 | 928 | ,822 | ,654 | ,593 | ,667 | ,787 | ,712
elibla
Festuca
rupi<t:o|a ,899 | ,871 | ,693 | ,608 | ,704 | ,808 | ,753
vasta
Festuc?a
rupicola ,836 ,688 ,625 ,699 ,824 ,747
vékony
Fest
favorias ,688 | ,625 | ,659 | ,776 | ,725
Srorvaskt ,726 | ,651 | ,679 | ,654
F. pallens
F. stricta ,631 ,598 ,654
l.cl.-rél
F. pall
tetraploid 651 | ,667
F. stri
locus i ,738
F. stricta
Miinchen
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Az SPSS 8.0 statisztikai program segitségével elkészitettiik paronkénti
Osszehasonlitassal az egyezési koefficiensek félmatrix tablazatat (6. tablazat). A konnyebb
vizualis attekinthetdség kedvéért dendrogrammot és kétdimenzids analizist is végeztiink.

A dendrogram (21/A éabra) és MDS analizis (21/B abra) alapjan megallapithato, hogy
a legnagyobb genetikai tavolsagot a F. stricta locus classicus-ardl szarmazd F. pallens és a F.
valesiaca kozott kaptuk. A F. rupicola morfologiailag eltérd csoportjai viszont 90 %-ot
meghaladé genetikai azonossdgot mutattak. Figyelemre mélt6 ezzel szemben, hogy tobb
szerz0 altal azonos fajba sorolt F. javorkae csak 82-87 %-os homoldgiadt mutat a F.
rupicoldaval. Szembetind még a F. rupicola és F. valesiaca kozotti 80 %-ot meghaladd
homoldgia. A t6bbi faj ennél nagyobb mértékben, 30-50 % kozott tér el egymastol.

Az 21/B. abra alapjan a fajok 3 olyan csoportba sorolhatoak, ahol csoporton beliil a
fajok kozotti homologia a 70 %-ot meghaladja:

Az elsd csoportba tartozik a F. wagneri deliblati gyijtése és magyar keveréke,
valamint a Budai hegység déli lejtdin gytijtott F. pallens. Ez utdbbirol flow citométeres
vizsgéalattal bizonyitottuk (22/B 4bra), hogy szubmediterran tetraploid, szemben a Szarvaskd
melletti szurdok-volgy alsoé részérdl begyiijtott alhavasi diploid tovekkel (22/A ébra). Ez a
vizsgalati eredmény, valamint a tobbi F. pallens fajtol vald nagyfoka genetikai kiilonbozdség

alapjan a tetraploid F. pallens ebben a vizsgalatban kiilonallo taxonnak tekinthetd.
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22. abra. A Szarvaskon (A) és a Budai-hegységben (B) gytijtott F. pallens tovek flow
citométeres vizsgalattal meghatarozott DNS mennyisége

0

A masodik csoportba a masik két vizsgalt diploid F. pallens, valamint F. vaginata
fajok tartoznak. Jo1 megfigyelhetd, hogy a tetraploid F. pallens genetikailag tavol helyezkedik
el ezektdl a fajoktol (21/B abra). Ez a csoport megfelel a morfoldgiai leirasok alapjan
kialakitott beosztasnak is, mivel ezen fajok tartoznak a gyliriis szklerenchimazottsagi format
mutaté taxonok kozé.

A harmadik csoportba sorolhatd az 0Osszes tobbi vizsgalt faj. A F. rupicola

morfologiailag eltérd tipusai rendkiviil kézel helyezkednek el egymashoz. A PAL1 primer
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800 bp méretli fragmentuma alapjan a F. javorkae egyértelmiien elkiilonithetd ettdl a

csoporttol (23. 4bra).
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23. abra. A PAL1 primerrel kapott mintazatok; F. rupicola (6-8. mlnta) F. javorkae (9.
minta); a 800 bp méretli fragmentumot nyil jeloli
A RAPD ¢és AP-PCR analizissel ezek az eredmények sziilettek, ezt kovetden
probalkoztunk nagyobb felbontdst nytjté molekuldris markerek keresésével is. A taxondmiai
vizsgélatokban értékesebb eredményt szolgaltatnak a mikroszatellit régiokat hatarold
szekvenciakra tervezett SSR, valamint a génspecifikus primerparok mintazatai. Ezek egyszerti
savmintazatot adnak, kodominansan o6roklédnek, polimorfok és a genomban egyenletesen
oszlanak el. Ehhez azonban a pontos szekvencidk ismerete sziikséges, melyek a Festuca fajok
esetében génbankokban nagyon korlatozottan allnak rendelkezésiinkre. Ezért elsd 1épésben a
buza genomjara tervezett primereket probaltuk adaptalni, de a buzaban mikroszatellit régiokat
hatarolé szekvencidkra tervezett primer-parok a Festuca genomban nem miikddtek. A parok
tagjai kiilon-kiilon AP-PCR-hez viszont felhasznalhatonak bizonyultak.
Egy pszeudogénre tervezett gliadin-specifikus primerpar polimorf mintdzatot
eredményezett. A buzatol eltérdéen tobb fragmentumot kaptunk, ami feltehetéen a gén

multiallélikus tulajdonsagara utal (24. abra).

—
o
—
| —

24. abra. GLY R1/F2 primerrel kapott mintazatok; Festuca tételek (l 14 mlntak) T. aestivum
(15. minta)

Mivel mikroszatellit markereket nem tudtunk hasznalni, az AFLP mddszer pedig még

nem allt rendelkezésiinkre, ezért kovetkezd 1épésben szekvencia szintli Gsszehasonlitast
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terveztiink. A leggyakrabban alkalmazott ITS (internal transcribed spacer) szakaszok

szekvenalasat és 0sszehasonlitasat tiiztik ki célul.

4.6. Festuca fajok ITS vizsgalata
A teljes ITS régio (ITS1-5.8S-1TS2) felszaporitasat elvégeztiik a F. Ovinae csoport 10
fajanak 27 egyedén (7. tablazat).

7. tablazat. Az ITS vizsgélatokban szerepld Festuca fajok, mintagyiijtési helyeik, génbank
szamuk ¢és a szekvenalt egyedek szama.

Fajok - Auctor Mintagyiijtési helyek Acc. no. Szekv.
F. dalmatica (Hackel) K. Richter ~ Szarsomly6 (H) AY254371 2
F. javorkae Méjovsky Sturovoé locus cl. (SK) AY254372 3
F. pallens Host Szarvaskd, Budai hg. (H), Baden (A) AY254373 3
F. pseudodalmatica Hackel Matra (H) AY254374 2
F. pseudovina Krajina ex Domin ~ Farmos, Albertirsa (H) AY254375 2
F. rupicola Heuffel Baile Herculaneum locus cl. (RO), Deliblato (YU) Vészt6 AJ508379 4
‘ Nyirad (H) AY254376
F. stricta Host Baden (A), Miinchen (D), Als6ors (H) AY254377 3
F. vaginata W. et K. ex Willd Imrehegy, Domonyvélgy (H) AY254379 2
F. valesiaca Schleicher ex Gaudin  Gerecse (H) ) AJ508377 2
F. wagneri Degen Thaisz et Flagg ~ Dchiolato locus cl. (YU), Orkény, Imrehegy, AY254378 4
Domonyvélgy (H)

A szekvenalds mindegyik faj esetében egy 596 bp méretli szakaszt eredményezett (25.
abra). Intraspecifikus ITS varidciot csak a F. rupicola fajon beliil talaltunk, ahol a Nyiradrol
gyljtott egyedek két helyen mutattak kétértelmii poziciot, mig a tobbi eléforduldsi helyrdl
gyljtott mintdk csak egy helyen. A tobbi faj esetében a kiilonbozd egyedek kozott nem
talaltunk eltérést, még tavoli elofordulasi helyek kozott sem. A tobbi 9 fajnal a
polimorfizmust csak intragenomikus kiilonbségek jelentették. A F. pseudovina, F. dalmatica,
F. pseudodalmatica, F. rupicola (Nyirdd), F. javorkae esetében 2-2 pozicidban, mig a F.
stricta, F.vaginata, F. valesiaca, F. rupicola (Vésztd, Herkulesfiirdd), esetében 1-1
pozicioban kaptunk egyeden beliili intragenomikus polimorfizmust (25. abra). A kétértelmi
szekvencidk pirimidin bazisokat jelentettek (T vagy C = Y) egy kivételtdl eltekintve (F.
pseudovina - Farmos) ahol guanin ill. adenin nem voltak egymastol elkiilonitheték. A4 F.
wagneri és F. pallens esetében még intragenomikus polimorfizmust sem talaltunk.

Meg kell azonban jegyezniink, hogy az egyeden belilli intragenomikus
polimorfizmust, amely az rDNS nagy kopiaszdmaval magyarazhatd, valoszinileg
alabecsiiltiik mintainkban. A nemzetk6zi gyakorlatot kdvetve ugyanis csak ott jeloltiik, ahol a
kromatogramm csucsai kb. egyforma magassagig mutattak (26. abra), igy a szamitogép sem

tudta eldonteni a helyes bazist.
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ITS1-> 5

F.dalmatica TCGTGACCCT
F.javorkae TCGTGACCCT
F.pallens TCGTGACCCT
F.psedalma TCGTGACCCT
F.pseudovi TCGTGACCCT
F.rupicola TCGTGACCCT
F.rupic(Ny) TCGTGACCCT
F.stricta TCGTGACCCT
F.vaginata TCGTGACCCT
F.valesiaca TCGTGACCCT
F.wagneri TCGTGACCCT
R -

65
F.dalmatica GTCTGTCGCC
F.javorkae GTCTGTCGCC
F.pallens GTCTGTCGCC
F.psedalma GTCTGTCGCC
F.pseudovi GTCTGTCGCC
F.rupicola GTCTGTCGCC
F.rupic(Ny) GTCTGTCGCC
F.stricta GTCTGTCGCC
F.vaginata GTCTGTCGCC
F.valesiaca GTCTGTCGCC
F.wagneri GTCTGTCGCC
R I

125
F.dalmatica AGAACCCACG
F.javorkae AGAACCCACG
F.pallens AGAACCCACG
F.psedalma AGAACCCACG
F.pseudovi AGAACCCACG
F.rupicola AGAACCCACG
F.rupic(Ny) AGAACCCACG
F.stricta AGAACCCACG
F.vaginata AGAACCCACG
F.valesiaca AGAACCCACG
F.wagneri AGAACCCACG
R

185
F.dalmatica TTGCTGGCCG
F. javorkae TTGCTGGCCG
F.pallens TTGCTGGCCG
F.psedalma TTGCTGGCCG
F.pseudovi TTGCTGGCCG
F.rupicola TTGCTGGCCG
F.rupic(Ny) TTGCTGGCCG
F.stricta TTGCTGGCCG
F.vaginata TTGCTGGCCG
F.valesiaca TTGCTGGCCG
F.wagneri TTGCTGGCCG

R
15
GACCAAAACA
GACCAAAACA
GACCAAAACA
GACCAAAACA
GACCAAAACA
GACCAAAACA
GACCAAAACA
GACCAAAACA
GACCAAAACA
GACCAAAACA
GACCAAAACA

R
75

CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT
CAGCCAAAGT

N I

135
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG
GCGCCGAAGG

ol
195
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT
CACCCTGGGT

R
25

GACCGCGCAC
GACCGCGCAC
GACCGCGCAC
GACCGCGCAC
GACCGCGCAC
GACCGCGCAC
GACCGCGCAC
GACCGCGCAC
GACCGCGCAC
GACCGCGCAC
GACCGCGCAC

R
85

CCTCGAAACT
CCTCGAAACT
CCTCGAAACT
CCTCGAAACT
CCTCGAAACT
CCTCGAAACT
CCTCGAAACT
CCTCGAAACT
CCTCGAAACT
CCTCGAAACT
CCTCGAAACT

N I

145
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA
CGTCAAGGAA

R I
205
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA
TGCAATGCTA

R
35

GCGTCATCCT
GCGTCATCCT
GCGTCATCCT
GCGTCATCCT
GCGTCATCCT
GCGTCATCCT
GCGTCATCCT
GCGTCATCCT
GCGTCATCCT
GCGTCATCCT
GCGTCATCCT

R
95
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG
CCTCTCTTCG

N I

155
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT
CACTGTGCCT

R
45
GCCTGCCGGG
GCYTGCCGGG
GCCTGCCGGG
GCCTGCCGGG
GCCTGCCGGG
GCCTGCCGGG
GCCTGCCGGG
GCCTGCCGGG
GCCTGCCGGG
GCCTGCCGGG
GCCTGCCGGG

N I

105
GAGGGGCGGC
GAGGGGCGGC
GAGGGGCGGC
GAGGGGYGGC
GAGGGGCGGC
GAGGGGCGGC
GAGGGGCGGC
GAGGGGCGGC
GAGGGGYGGC
GAGGGGCGGC
GAGGGGCGGC

N I

165
AACCYGGGGA
AACCYGGGGA
ARCCCGGGGA
AACCCGGGGA
AACCCGGGGA
AACCYGGGGA
AACCYGGGGA
ARCCYGGGGA
AACCCGGGGA
AACCCGGGGA
AACCCGGGGA

5.8S rRNS

A
215 l
TATAATCCAC
TATAATCCAC
TATAATCCAC
TATAATCCAC
TATAATCCAC
TATAATCCAC
TATAATCCAC
TATAATCCAC
TATAATCCAC
TATAATCCAC
TATAATCCAC

el
225
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG
ACGACTCTCG

R
55
CGGCGGCACC
CGGCGGCACC
CGGCGGCACC
CGGCGGCACC
CGGCGGCACC
CGGCGGCACC
CGGCGGYACC
CGGCGGCACC
CGGCGGCACC
CGGCGGCACC
CGGCGGCACC

A
115
TCGAGGTAAA
TCGAGGTAAA
TCGAGGTAAA
TCGAGGTAAA
TCKAGGTAAA
TCGAGGTAAA
TCGAGGTAAA
TCGAGGTAAA
TCGAGGTAAA
TCGAGGTAAA
TCGAGGTAAA

R I

175
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC
CGCGGCTGGC

el
235
GCAACGGATA
GCAACGGATA
GCAACGGATA
GCAACGGATA
GCAACGGATA
GCAACGGATA
GCAACGGATA
GCAACGGATA
GCAACGGATA
GCAACGGATA
GCAACGGATA
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F.dalmatica
F.javorkae
F.pallens
F.psedalma
.pseudovi
.rupicola
.rupic(Ny)
.stricta
.vaginata
.valesiaca
.wagneri

o e I B I B

.dalmatica
. javorkae
.pallens
.psedalma
.pseudovi
.rupicola
. rupic(Ny)
.stricta
.vaginata
.valesiaca
.wagneri

e T T B R L R T B

.dalmatica
. javorkae
.pallens
.psedalma
.pseudovi
.rupicola
.rupic(Ny)
.Stricta
.vaginata
.valesiaca
.wagneri

e I T T B T B I T B

.dalmatica
. javorkae
.pallens
psedalma
.pseudovi
.rupicola
. rupic(Ny)
.stricta
.vaginata
.valesiaca
.wagneri

T T T T I T T T B B

R I
245
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT
TCTCGGCTCT

R
305
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA
ATCCCGCGAA

R
365
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT
ACGCCTGCCT

el
425
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC
GGCATGTGGC

R I
255
CGCATCGATG
CGCATCGATG
CGCATCGATG
CGCATCGATG
CGCATCGATG
CGCATCGATG
CGCATCGATG
CGCATCGATG
CGCATCGATG
CGCATCGATG
CGCATCGATG

R
315
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC
CCATCGAGTC

R
375
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG
GGGCGTCACG

el
435
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC
TCTCCGTCTC

R I
265
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG
AAGAACGTAG

R
325
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA
TTTGAACGCA

ITS2

Qoo loen]
l 385

CCARACACGC
CCARACACGC
CCARACACGC
CCARACACGC
CCARACACGC
CCARACACGC
CCARACACGC
CCARACACGC
CCARACACGC
CCARACACGC
CCARACACGC

el
445
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG
GCAAGGGGCG

R I
275
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA
CGAAATGCGA

R
335
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC
AGTTGCGCCC

R
395
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA
TCCCACCCCA

N
455
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA
GTGGGCCGAA

R I
285
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT
TACCTGGTGT

R
345
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT
GAGGCCTTCT

N I

405
CTAAACATGG
CTAAACATGG
CTAAACATGG
CTAAACATGG
CTAAACATGG
CTAAACATGG
CTAAACATGG
CTAAACATGG
CTAAACATGG
CTAAACATGG
CTAAACATGG

N —

465
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG
GATCCGGCTG

R I
295
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA
GAATTGCAGA

R
355
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC
GGCCGAGGGC

N I

415
GGCGGGAYGC
GGCGGGATGC
GGCGGGATGC
GGCGGGAYGC
GGCGGGAYGC
GGCGGGATGC
GGCGGGATGC
GGCGGGATGC
GGCGGGATGC
GGCGGGAYGC
GGCGGGATGC

N ——

475
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
CCGGTGTATC
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R B L I T e B L |
485 495 505 515 525 535
F.dalmatica GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.javorkae GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.pallens GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.psedalma  GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.pseudovi  GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.rupicola GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.rupic(Ny) GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.stricta GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.vaginata  GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.valesiaca GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
F.wagneri GTGCCGGACA CAGCGCGTGG TAGGCGATCT CGCTATACTA AACGCAGTGC ATCCGGGACG
R R R I R . R . R
545 555 565 575 585 595
F.dalmatica TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.javorkae TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.pallens TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.psedalma  TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.pseudovi  TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.rupicola TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.rupic(Ny) TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.stricta TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.vaginata TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.valesiaca TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC
F.wagneri TAGCCGACTC AATGCCCTCA ATGGACCCTA TTAACGGAGC GCACGACGCT TCGACC

25. abra. A Festuca Ovinae csoporton beliil tanulméanyozott 10 faj teljes ITS szekvencidja. A

rorm

szamok az ITS1 szakasz kezdetétdl az ITS2 végéig feltiintetik a pontos poziciokat. A nyilak
jelolik az ITS1, 5.8S és ITS2 szakaszok pontos kezdeteit, illetve végeit Hsiao et al. (1995a)
szerint. (Az eltéréseket alahuzassal jeldltiik.)

File: dalmatica.abi

831 bases in 9918 scans

Comment:
Page 1 of 1

Sample: dalmatica

1150

160

180

26. abra. Részlet a F. dalmatica 1TS1 szekvencidjabol. A detektalt és feltiintetett intrageno-
mikus polimorfizmus a 165. pozicidban lathatd. A nyilak mas, lehetséges polimorf

intragenomikus helyeket mutatnak a 173, 189, 192, 194, 198 pozicidkban

Azonban a F. dalmatica szekvencidjabol kivett részleten is lathatod, hogy még legalabb

ot kiilonboz6 helyen kisebb csucsok is felfedezhetok a f& csucsok alatt. Ezt a mintazatot

kaptuk a megismételt kétiranyu szekvenalasi reakcidkban is, igy nem tekinthetok szekvenalasi



74 Eredmények és megvitatasuk

hibaknak. Ezekben az esetekben feltehetden a tandem ismétlddé rDNS szekvencidk bizonyos
%-aban (<50%) az adott pozicioban baziscsere kovetkezett be, intragenomikus
polimorfizmust okozva. Ez a leggyakrabban pirimidin (T vagy C = Y) vagy purin (G vagy A
= R) bazisok kozott tortént (tranzicid). Ezek a valtozasok tekinthetdk az evolicios kiilonvalas
kezdeti 1épéseinek.

A filogenetikai analizishez a sajat szekvencidinkat kibdvitettik az adatbankban
talalhatd Festuca fajokra lekozolt dsszes (117) ITS szekvencidaval és — a nem Festuca
nemzetségbe tartozd — két ,kiviilallo” (outgroup) faj (Poa pratensis, Secale cereale)
szekvenciaival (3. tablazat). Koziiliik eltavolitottuk a 100% homologiat mutatd szekvencidkat.
Egy kivételtdl eltekintve az 6sszes esetben fajon beliili mintak teljes egyezdséget mutattak. A
kivételt a F. arundinacea és F. pratensis jelentik, mivel a hexaploid F. arundinacea a diploid
F. pratensis genomot is tartalmazza, igy tobbek kozott a F. pratensis 1TS varidnsa is
megtalalhatd genomjaban.

A Lkiviilallé” fajok (Poa pratensis, Secale cereale) felvétele utan ClustalW
programmal ¢és manudlisan kialakitott aligned matrix 629 poziciobol allt és 41 rést
tartalmazott. A réshosszisag 1-t6l 4 bp kozott valtozott, az ITS1 18 rést, az 5.8S szakasz 8
rést, az ITS2 15 rést tartalmazott. A teljes régidoban 270 pozicidban voltak kiillonbségek (az
Osszes 43%-a) melyek koziil a filogenetikai analizishez 154 volt informativ (84 az ITS1, 10 az

5.8S és 60 az ITS2 régidkban).

4.6.1. Filogenetikai analizis

A filogenetikai analizishez az adatbankban napjainkig fellelhetd 6sszes 103 kiilonb6z6
ITS szekvenciat kiegészitettiik az altalunk izolalt szekvencidkkal. Az MP analizissel kapott
1609 azonos értékii filogenetikai fa 629 bp hosszisagu volt, a Consistency Index 0.5895 (CI)
¢s a Retention Index (RI) 0.8777 volt. A szamitas Pentium 4-es szamitogéppel is tobb, mint 3
napig tartott. A végso, letesztelt konszenzus fat bootstrap értékekkel a 27. abra tartalmazza.

Amint az abrabol is kitlinik, a filogenetikai fa elsddlegesen 2 nagy fécsoportra osztja
fel az Osszes vizsgalt Festuca fajt 93 illetve 85 magas bootstrap értékekkel tdmogatva. Ez
teljesen egybevag a Gaut et al. (2000) és Torrecilla & Catalan (2002) altal kozoltekkel, tehat a
széleslevell és keskenylevelll Festuca fajok korai kiillonvalasaval. Nem tdmasztja ala azonban
Gaut et al. —nak (2000) azt a nézetét, hogy létezik egy harmadik és egyben legdsibb Festuca
fécsoport is a F. drymeja, F. scariosa és F. lasto reprezentansaival.

A széleslevelll Festuca fajokon beliil tovabbi négy alcsoportot kiilonithetiink el:
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27. abra. Festuca fajok MP konszenzus filogenetikai faja. A bootstrap értékek az egyes
elagazasok felett, illetve alatt lathatok.
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Az 1. alcsoportba tartozik a F. mairei €s tesvércsoportja F. glaucescens, F. atlantigena
¢s F. letournexiana. Ezek a fajok nagy ploidszinttel rendelkeznek, mely a tetraploidtol az
oktoploidig terjed.

A 1II. alcsoportba a F. pratensis, F. arundinacea, F. gigantea és F. font-queri fajok
tartoznak. Minden kétséget kizarolag ebbe a csoportba tartoznak a Lolium fajok is, ahogyan
azt elézetesen mar bizonyitottdk (Gaut et al. 2000, Torrecilla és Catalan 2002). A II. és III.
focsoport hataran elhelyezkedd F. pratensis (Y09814) szekvencia feltehetéen jel6lési hiba
kovetkeztében keletkezett, mivel a tobbi F. pratensis szekvenciatol nagymértékii eltérést
mutat. Ezt mar Gaut et al. (2000) eredményei is sejtetni engedték.

A TII. alcsoport két kisebb csoportbol all a F. durandoi, F. baetica és F. paniculata
amely Torrecilla és Catalan (2002) kimutatasaban még a széleslevelli Festuca fajok bazalis
csoportjat alkottak; valamint egy Gjabb F. arundinacea és F. mairei szekvencia, amelyek az
eddigi II. illetve I. alcsoportba nem voltak besorolhatoak.

A IV. alcsoportba tartoznak a mar Torrecilla és Catalan (2002) altal is egy csoportba
sorolt F. kingii, F. triflora, F. caurelescens, F. scariosa, F. pseudoeskia, F. altissima tovabba
a F. lasto és F. drymeja fajok. E két utobbi faj a F. scariosaval kiegésziilve alkottak Gaut et
al. (2000) tanulmanyaban a harmadik fécsoportot, amelyet azonban mar Torrecilla és Catalan
(2002) eredményei sem tamasztottak ala.

A vékonylevelll Festuca fajok fécsoportjan beliil:

Az 1. alcsoportban a legszembetlinébb a F. rubra csoport elkiiloniilése kiegésziilve a
F. heterophylla, F. lemanii és F. idahoensis egy-egy példanyaval. Ez az alcsoport
monofiletikus eredetet és a legdsibb csoportot mutatja 6sszhangban Gaut et al. (2000) azon
eredményével, ahol az dsszerendezés utan kialakult szekvencidn beliili réseket, mint hidnyzo
karaktereket vették figyelembe. Azt, hogy a F. rubra mintegy atmenetet képez a
keskenylevelll és széleslevell Festuca fajok kozott €s a keskenyleveliieken beliil a legdsibb,
morfologiai adatok is alatdmasztjak. A podrodott télevelek alapjan a keskenyleveliiek kozé
sorolhatd, mig a virdgzati hajtason fejlddd levelek kiteriilnek, igy a faj morfologiailag is
atmenetet képez a széleslevelli Festuca fajok felé. Ezt alatamasztja az is, hogy a
magashegységektdl a szaraz homokig eléfordul, emiatt a nagy adaptiv értéke miatt is a
gyepkeverékek egyik o dsszetevoje.

A fbcsoport Osszes tobbi tagja testvér csoportokat alkotva nehezen kiilonithetdk el
egymastol, igy kevés bepillantast enged a fajok kozotti rokonsagi viszonyokba. Erdekes
észrevétel, hogy a Karpat-medencében el6forduld, altalunk izolalt F. Ovinae csoportba tartozo

fajok 100%-ban megegyeznek a mdar kordbban kozolt F. rupicaprina szekvencigjaval. A



77 Eredmények és megvitatasuk

Festuca fajokkal foglalkozo cikkek koziil eddig minden esetben az azonos ITS
szekvenciakkal rendelkezd egyedek azonos taxonba is tartoztak. Gaut et al. (2000) Lolium
fajok esetében szdmolt be azonos ITS szekvencidkrol. Allopoliploid fajok esetében azonban
természetesen megtalalhatoak a genomjuk Osszedllitasaban résztvevo alacsonyabb ploidszinti
fajok genomjai is. Tehat az egyeden beliili ITS szekvencidk polimorfizmusa nemcsak az
rDNS nagy kopiaszamaval és a benniik lehetséges kiilonbségekkel magyarazhatd, hanem
allopoliploid fajok esetében a kiilonb6z6 genomokbdl szarmazd rDNS variaciokkal is. Talan a
legjobban dokumentalt példa erre a mar emlitett F. arundinacea (PPGG;G2G,) esete,
melyben a P genom szinte biztosan a F. pratensisbdl (PP) szarmazik, melyet alatdmasztottak
meiotikus kromoszémaparosodassal (Chandrasekharan és Thomas 1971, Sleper 1985), RFLP-
vel (Xu & Sleper 1994, Chen et al. 1998), in situ hibridizacioval (Humphreys et al. 1995) és
fajok nagyobb kiilonbségeket ITS szekvencidjukban, mint a diploidok. Mivel azonban még a
legjobban tanulmanyozott F. arundinacea esetében sem tisztdzott a masik két genom eredete
(feltehetéen a F. glaucescens, F. mairei vagy valamelyik Lolium faj — Jauhar 1993), az
allopoliploid fajoknal kapott eredményeket ovatosan kell kezelni. A legtdbb poliploid faj
esetében azonban még az sem tisztdzott, hogy auto- vagy alloploididval allunk-e szembe. A
dolgot tovabb neheziti az a tény, hogy egyes fajoknal komplett autopoliploid sorozatot
fedezhetiink fel alkalmazkodva a kiilonb6z6 természeti koriilményekhez. Az altalunk vizsgalt
fajok ploidszintje diploidtdl oktoploidig terjed. Mivel alap ITS szekvencidjuk minden esetben
azonos volt, mas genombdl szarmazo ITS szekvenciat nem talaltunk, ezért feltehetden a
magasabb ploidfoku fajoknél autopoliploididval allunk szemben. Més genomok jelenlétére
utal6 eltérd ITS szekvenciakat nem sikeriilt kimutatnunk.

A 1I. alcsoporton beliil tovabbi 4 csoport kiilonithetd el egymastol. Az elsé csoportba
tartozik a F. burnatii és testvércsoportjai a F. eskia, F. quadriflora és F. gautieri. A
masodikba a kozeli rokonsagban allo F. ovina és F. filiformis fajok tartoznak, egy harmadik
csoportot alkotnak a F. idahoensis szekvencidk, mig végiil a 4. csoportot a F. lemanii és F.
glauca fajok.

Mivel a filogenetikai analizisben kiilonb6z6 Festuca fajokbol az 6sszes eddig izolalt

(2003-1g) ITS szekvencia szerepel, napjainkig ez tekintheto a legteljesebb vizsgalatnak.

Eredményeinkbdl az alabbi megallapitasokat tehetjiik, illetve kovetkeztetéseket vonhatjuk le:
o A széleslevelil és keskenylevelii fajok korai kiillonvalasat megerdsitettiik.

e Analizisiink cafolja egy harmadik, legdsibb fécsoport meglétét.
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o A széleslevell Festuca fajok fejlédése szinte pontosan nyomonkovethetd, mig a
keskenyleveliieknél tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

e A Festuca rubra csoport legdsibb, monofiletikus eredete azonban megerdsitést nyert.

e Ezen a fécsoporton beliil a tobbi faj ITS szekvenciai nagy homologiat mutatnak, mivel
evolucidés szempontbol feltehetdleg kozeli rokonok, ezért ez a vizsgalat kevés

bepillantast enged a rokonsagi kapcsolataikba.

Az ITS szekvencidkrol mar korabban bebizonyosodott, hogy a fiiféléken beliil faji
hatarok elkiilonitésére alkalmazhatd (Hsiao et al. 1994, 1995a, 1995b, Gaut et al. 2000,
Torrecilla és Catalan 2002). A vizsgalt fajoknal a faji hatarok ITS szekvenciaik alapjan nem
kiilonithetdk el, ezért azok nagy valoszinliséggel faj alatti taxonoknak tekintheték. A
morfoldgiai és molekularis alapi taxondmia a jovoben — amellett, hogy egymadst erdsitik —
konfrontalni is fognak egymadssal. Ennek kovetkezményeként a morfologiai kiilonbségek
alapjan kialakitott faji hatarok a késobbiekben varhatdan atértékelddnek és sok esetben nem
fognak a molekularis modszerekkel kialakitott hatarokkal megegyezni. Ez azzal is
magyarazhat6, hogy azonos genetikai hattér mellett a génregulacios kiilonbségek, melyek a
genomikus DNS metildcidos mintdzatanak 6roklédé kovetkezményei, esetenként fenotipusos
kiilonbségeket okozhatnak (morfologiai alapi taxondmia), anélkiil, hogy a DNS

szekvenciajaban valtozas kovetkezne be (molekularis alapt taxondmia).
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4.7. Uj tudomanyos eredmények

1. Az alma etilén bioszintézisének molekularis gatlasa

1.1. Bizonyitottuk az etilén bioszintézis molekuldris gatlasat az antiszensz ACC-

szintdz génnel (MdACS2) transzformalt almafik termésében és az eltérést a

gatlas mértékében az egyes transzgénikus fak kozott.

1.2. Bizonyitottuk, hogy az MdACS2 gén expresszidja érés-specifikus, tovabba hogy a

1.3.

1.4.

1.5.

gén mRNS akkumulacioja szoros korreldciot mutat a transzgénikus gyiimolcsok

etiléntermelésével.

Bizonyitottuk, hogy azokban a transzgénikus vonalakban, amelyeknél az
antiszensz gatlas hatékonyan miik6dott, a gylimolcsok — a nem transzformalt
kontrollhoz képest — 1-2 honappal hosszabb ideig tarolhatok szobahd-

mérsékleten, mindségi romlas nélkiil.

Bizonyitottuk, hogy az etilén szintézisben gatolt transzgénikus gyiimolcsok
hosszan tartdé taroldsdhoz — a jelenleg alkalmazott technoldgidkhoz képest —
nincs sziikség a hitdtarolok oxigén-, széndioxid- ¢és paratartalmanak

szabalyozasara.

Bizonyitottuk, hogy az etilén szintézis antiszensz gatlasdval a gylimdlcsok

puhulasa is mérséklodott.

2. Festuca fajok molekularis taxonomiaja

2.1.

A Festuca Ovinae csoportba tartoz6 — taxondmiai szempontbol
legproblematikusabb — 10 fajt RAPD és AP-PCR technikékkal 3 csoportba
soroltuk. Klaszter é¢s MDS analizissel megbecsiiltiikk a koztiik 1évé genetikai
tavolsadgot. Bizonyitottuk, hogy a F. rupicola egyedek — fliggetleniil levélméret
alapjan torténd szétvalasztasuktdl — egységes fajt alkotnak. A F. javorkae, bar
meglehetésen kozel all a F. rupicola egyedeihez, a PAL1 primer 800 bp

méretll fragmentuma alapjan molekulérisan elkiilonithetd.
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2.2. Bizonyitottuk, hogy a Budai hegységben talalhatd Festuca pallens faj tetraploid.
A RAPD ¢és AP-PCR vizsgélatokban a diploid fajhoz képest mutatott nagyfoku

genetikai kiilonb6zdség alapjan kiilonallo taxonnak tekinthetd.

2.3. A tiz vizsgalt faj koziil nyolcnak elsdként irtuk le pontos ITS (internal transcribed
spacer) szekvencigjat. Megallapitottuk, hogy ITS szekvencidjuk alapjan faji
hatarok nem kiilonithetdk el, ezért feltehetden faj alatti taxonoknak tekinthetdk.

2.4. In silico kutatds eredményeként — ITS szekvencidik alapjan — elkészitettiik a
Festuca nemzetség filogenetikai f4jat, mellyel bizonyitottuk, hogy a
keskenylevelii Festuca fajokon beliil a Festuca rubra a legdsibb csoport, és

monofiletikus eredetd.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az alma etilén bioszintézisének molekularis gatlasa

Az ezen a teriileten elért eredményeink az elsé adatokat jelentik alméaban az etilén
bioszintézisben gatolt gylimolcsdk post-harvest viselkedésére vonatkozoan.

Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy az etilén bioszintézisének molekularis
gatlasa megoldhatdé az MdJACS2 gén antiszensz orientacioban torténd genetikai
transzformaciojaval. Nagyszdmu, kiilonb6z0 transzformacids eseménybdl szdrmazd
transzgénikus vonal koziil kivalaszthatok olyanok, amelyek gylimolcsei megfeleld mértéki
etiléntermelés csokkenést mutatnak. Mivel a sejtfalbonté enzimek is az etilén kozvetlen
kontrollja alatt allnak, ezért ezeknek az almaknak a puhulasa is késleltethetd. A gylimolcsok
szobahOmérsékleten 1-2 honappal hosszabb ideig tarolhatok mindségi romlas nélkiil, ezaltal
feltételezhetden a piacokon, boltok polcain is tovabb tarthatok. Hidegen tarolva pedig az
autokatalitikus etilénszintézis kezdete €és csticspontja 4-5 honappal késleltethetd. Ezeknél a
gylimolcsoknél tehat nincs sziikség a hiitétarolokban az oxigén- széndioxid- és paratartalom
szabalyozasara, amelyek a tarolasi koltségek jelentds novekedését idézik eld. A TG508-as
»knock out” transzgénikus vonal, melyben feltehetden egy j6 pozicionalis hatas
kovetkeztében az érés soran bekovetkezd autokatalitikus etiléntermelés nem képes beindulni,
biokémidjanak jobb megértéséhez és molekularis tisztdzasahoz. Gazdasagi szempontok
figyelembevételével mérlegelendd a jovoben a transzformacios vektorban szerepld konstitutiv

promoter gylimdlcs- és/vagy érés-specifikus promoterrel torténd cseréje.

Festuca fajok molekularis taxon6miaja

A vizsgalt 10, hazankban is eléforduld Festuca faj molekularis analizisével els6ként
foglalkoztunk.

Az altalunk hasznalt RAPD ¢és AP-PCR molekularis modszerek alkalmasnak
bizonyultak a  Festuca nemzetség kisérletinkbe vont fajai és  genotipusai
megkiilonboztethetoségének, illetve azonossaganak eldzetes vizsgélatara. Az ezt kdvetd, ITS
(internal transcribed spacer) régioban torténd szekvencia szintli dsszehasonlitds — a fajok
kozotti eltérések kimutatasara — nem vezetett eredményre. Evolacios szempontbol ezek a
fajok feltehetben még a kiilonvalas kezdeti szakaszan allnak. A vizsgalt fajok ploidszintje

diploidtol oktoploidig terjed. Mivel ITS szekvencidjuk szinte minden esetben azonos volt és
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mas genombol szarmaztathaté ITS szekvenciat nem talaltunk, ezért a magasabb ploidfoku
fajok autopoliploidoknak feltételezhetdk.

Nagyobb polimorfizmust ad6 szekvencidk izolaldsat tervezziik a késdbbiekben,
nevezetesen kloroplaszt és mitokondrium eredetli gének ¢és intronok szekvencia szintli
Osszehasonlitasat. Ezt az idegenmegporzas 1éte is indokoltta teszi. Tervezziilk még nagyobb
felbontast nyujtd6 molekularis markerek bevonésat is a taxondmiai problémak tisztdzasahoz.
Festuca fajokra specifikus mikroszatellit markereket még nem publikaltak, a Lolium
nemzetségre leirtak pedig nem miikddtek megfeleléen. Ezért AFLP vizsgalatok bevonasat

tervezzik kisérleteinkbe.
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6. OSSZEFOGLALAS

A dolgozat két - els6 pillanatban tavolinak tiing - kutatasi teriileten elért eredményeket
foglal 6ssze. Molekularis szinten azonban, mindkét esetben egyetlen molekuldnak, a genetikai
Orokitd anyagnak a vizsgéalatarol van sz06, annak megvaltoztatasardl (genetikai
transzformécio), illetve 6sszehasonlitd vizsgalatardl (molekularis taxondmia).

Az elsé témakorben azt tiztiik ki célul, hogy almaban a gylimolcsok érési folyamatat
gatoljuk, a betakaritds utdni eltarthatosag novelése céljabol. Ehhez az etilén bioszintézisben
kulcsszerepet jatsz6 ACC-szintaz enzim génjét (MdACS2) nemzetkdzi egyiittmikodés
keretein beliil izolaltuk €s juttattuk antiszensz orientacidoban kiilonbozd almafajtak genomjaba.
A hazai transzformacios kisérletek elkezdéséhez egyszerti, gyors és hatékony levélszovetbol
torténd hajtasregeneraciot kellett kialakitanunk, majd a hajtdsok gyokereztetését ¢&s
akklimatizaciojat. Ezt kdvetden M26 alany- és Royal Gala nemesfajtakat transzformaltunk, a
transzgénikus novényeket liveghazban helyeztiik el. A transzgénikus gylimdlesok vizsgalatara
az Egyesiilt Allamokbeli Cornell Egyetem genevai kutatéintézetének (New York State
Agricultural Experiment Station, Department of Food Science and Technology, Geneva NY)
transzgénikus iltetvényébol szarmazéd gylimolcsokon keriilt sor. A vizsgalatokhoz mar tobb
mint 150 kiilonb6z6 transzformacios eseménybdl szarmazo termore fordult transzgénikus
vonal allt rendelkezésiinkre. E teriileten elért eredményeink az elsé adatokat jelentik az etilén
bioszintézisben gatolt transzgénikus gyiimolcsok post-harvest viselkedésére vonatkozoan.

A transzgén jelenlétének tesztelését kovetden az egyes transzgénikus fakrdl szarmazo,
szobahOmérsékleten €s hidegen tarolt gyiimolcsokben kiilonbozd idopontokban mértiik az
etilén termelddést, cukortartalmat és keménységet. A kiilonb6zd transzgénikus fak
gylimdlcseiben, az antiszensz génnel kivéltott etilén termelés gatlasa nagy kiilonbségeket
mutatott. A legtobb esetben nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést a kontrollhoz képest,
néhany esetben pedig még a kontrollnal is nagyobb etilénszinteket mértiink. Azokban a
transzgénikus vonalakban (az Osszes 2-3 %-a), amelyeknél az etiléntermelés antiszensz
gatlasa hatékonyan miikodott, a gytimolesok etilén produkcidja szobahdmérsékleten tarolva 1-
4 hetes késést mutatott. A tarolds 1-4 hetét kovetden az autokatalitikus etilén termelés
ezekben a vonalakban is beindult, bar csokkent intenzitdssal. Ezek a gylimdlcsok
cukortartalom (Brix°) szempontjabol alig kiilonbdztek a kontrolltdl, mig a husuk hosszabb
ideig maradt kemény. Eredményeink bizonyitottdk, hogy antiszensz ACC-szintdz gén

bevitelével a gyiimdlesok puhulasa is gatolhato.
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Northern hibridizacioval kovettiikk az MdACS2 gén aktivitasat a gyiimolcskotddéstol a
tarolasi idészak masodik honapjaig. Mivel a génaktivitds csak a betakaritdst kovetd 2-3.
napon nyilvanult meg, ezaltal bizonyitotta valt, hogy az MdACS2 génnek érés-specifikus az
expresszioja. Ezt kdvetden az adott idopontban mért mRNS akkumulécio és az etilén szint
valtozasa kozott szoros korrelaciot tapasztaltunk.

A hitétt tarolas eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a legjobb transzgénikus
vonalak gylimolcsei 3-4 honapos késéssel érték el etiléntermelésiik csticspontjat. Egy vonal
esetében (TG 508) ez az érték a taroldsi periodus teljes idétartama alatt nagyon alacsony
szinten maradt. Ezeknél a gytimdlcsoknél szembetlind morfologiai valtozas is bekovetkezett,
sokkal kisebbek maradtak, azonban keménységiik és cukortartalmuk a legmagasabb értéket
mutattak.

Az egyes transzgénikus vonalak kozotti nagymértékii kiillonbségek az integralddott
0ssze.

A bemutatott eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az antiszensz technikara
alapozott génszupresszio alternativ lehetdséget jelenthet a jovOben az utdérd gylimolesok

tarolasi problémainak megoldasaban.

A masodik témakorben a Festuca Ovinae csoportba tartozo, besorolas szempontjabol
problematikus fajainak molekularis szintli 6sszehasonlitasat tliztiik ki célul. A kisérleteinkben
vizsgalt, hazankban is el6forduld 10 Festuca faj molekularis analizisére nem talaltunk
adatokat az irodalomban. A tesztelt 47 RAPD primer koziil nyolc, mig a 19 AP-PCR primer
koziil 6 eredményezett polimorf mintazatot. A genetikai tavolsagok meghatarozasahoz a 14
polimorf és értékelhetd mintazatot eredményezd primerek 111 fragmentumanak binaris kodjai
szolgaltak alapadatként. A fragmentumok mérete 200-2500 bp kozott volt. Az SPSS 8.0
statisztikai programcsomag segitségével hasonlosagi értékeket szamitottunk, valamint klaszter
¢és tobbdimenzids analizist végeztink. Az eredmények alapjan a vizsgalt fajokat harom
csoportba soroltuk.

Bizonyitottuk, hogy a F. rupicola egyedek - a levélméret alapjan torténd
szétvalasztastol fliggetlentil - molekuldrisan egységes fajt alkotnak.

A szubmediterran tetraploid F. pallens (4x) molekularis szempontbdl jelentdsen eltért
az alhavasi diploid F. pallens (2x) valtozattol, mely jelenlegi taxondmiai besorolasat

modosithatja.
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A F. javorkae, bar meglehetosen kozel all a F. rupicola egyedeihez, morfologiai
sajatossagaiban is hasonlod, molekuldrisan mégis elkiilonitheté a PAL1 primerrel generalt
~800 bp méretii fragmentum alapjan.

Figyelemreméltd, hogy a molekularis besorolhatosdg alapjan a F. wagneri mas
csoportba keriilt, mint a feltételezett sziil6fajai (9: F. vaginata, &: F. valesiaca vagy F.
pseudovina vagy F. rupicola).

Eredményeink bizonyitjadk, hogy az A&ltalunk hasznalt molekularis modszerek
alkalmasak a  Festuca  nemzetség  kisérletbe vont fajai és  genotipusai
megkiilonboztethetdségének, illetve azonossaganak vizsgalatara.

A PCR alapu vizsgalatokat kovetden elvégeztiik a vizsgalt fajok ITS (internal
felszaporitasat és szekvendldsat a 10 faj Osszesen 27 egyedén végeztik el. A kapott
szekvencidkat az NCBI génbankban helyeztiik el, ahol a vizsgalt fajok koziil nyolcnak ez az
elsd bejegyzése. A szekvendlds mindegyik faj esetében egy 596 bp méretli szakaszt
eredményezett. Intraspecifikus ITS varidciot csak a F. rupicola fajon beliil talaltunk, ahol a
Nyiradrol gytijtott egyedek két helyen mutattak kétértelmii pozicidt, mig a tobbi eléfordulasi
helyrél gyiijtott mintak csak egy-egy helyen. A tobbi 9 faj esetében a kiilonb6zd egyedek
kozott nem talaltunk eltérést, még tavoli eléforduldsi helyek kozott sem. Ezeknél a fajoknal a
polimorfizmust csak intragenomikus kiilonbségek jelentették, ami az rDNS nagy
kopiaszamaval és a benniik lehetséges varidciokkal magyarazhaté. A Festuca Ovinae
csoportba tartozd vizsgalt fajoknal tehat a faji hatdrok ITS szekvencidik alapjan nem
kiilonithetdk el, ezért ebben a vizsgalatban faj alatti taxonoknak tekinthetdk; feltehetden
evolucids szempontbdl a faji kiilonvalas kezdeti szakaszan lehetnek.
szekvenciakat kibdvitettiik az adatbankban taldlhatdé mas Festuca fajokra lekozolt ITS
szekvencidkkal. A Maximum Parsimony analizissel kapott 1609 azonos értékii filogenetikai
fa 629 bp hossziisagu volt, amelyekb6l a végsd konszenzust fat bootstrap analizissel
teszteltilk. Eredményeink megerdsitik a keskenyleveli ¢és széleslevelii fajok korai
kiilonvalasat, cafoljak azonban egy harmadik, legdsibb csoport meglétét. A széleslevell
Festuca fajok leszarmazasi sora ¢és fejlodése pontosan nyomonkodvethetd, mig a keskenylevelii
csoporton beliil a fajok nagy homologiat mutatnak. A Festuca rubra alcsoport legdsibb,
monofiletikus eredetét a sajat eredményeink megerdsitik.

A morfologiai (fenotipusos) kiilonbségek alapjan kialakitott faji hatarok a jovében

feltehetden atértékelddnek és sok esetben nem fognak a molekularis modszerekkel elért
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eredményekkel megegyezni. Ez azzal is magyardzhato, hogy azonos genetikai hattér mellett a
génregulacios kiillonbségek, melyek részben a genomikus DNS kémiai megvaltozasanak
(metilaciés mintazat) kovetkezményei, nagyobb fenotipusos eltéréseket okozhatnak
(morfologiai alapt taxonémia), anélkiil, hogy a DNS szekvenciajaban valtozas kdvetkezne be

(molekularis alapt taxondmia).
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SUMMARY

This thesis contains results from two research fields that might seem far from each
other at first sight. However, at molecular level there is a very close relationship, a single
molecule (DNA) was investigated in both cases. In the first case it was modified by genetic
transformation while in the second case the same segments of different DNA molecules were
compared in molecular taxonomy.

In the first field our goal was the inhibition of the ripening process of apple fruits to
increase the storage life after harvesting. A gene coding for ACC synthase enzyme was
isolated (MdACS2) within a framework of an international collaboration. This gene was
introduced in antisense orientation into the genome of different varieties of apple. To start the
transformation experiments at home we had to establish a single, rapid and efficient
regeneration system from leafes tissues, and a quick method of rooting of the gained shoots
and acclimatization to the field. After that M26 rootstock and Royal Gala scion cultivars were
transformed with the antisense gene and the transgenic trees were placed in a greenhouse. The
examination of transgenic fruits took place in the USA at the research center of the Cornell
University (New York State Agricultural Experiment Station, Department of Food Science
and Technology, Geneva NY). More than 150 fruit bearing transgenic trees were available for
the investigation which were originated from different transgenic events. In this field our
results mean the first data to address the transgenic fruits in which the ethylene biosynthesis
was inhibited by genetic engineering.

The first step was testing the presence of the transgene in all transgenic lines. After
harvesting, the fruits were stored at room temperature and cold room (5 °C), respectively and
ethylene production, sugar content and firmness were measured at different intervals. Great
difference was observed in ethylene production of each transgenic tree. Most of the lines
showed no significant difference compared to controls while in some lines higher ethylene
production was observed. In those transgenic lines where the inhibition of ethylene
production worked well (2-3 %), the delay of onset of ethylene synthesis was 1-4 weeks.
After delay, the autocatalytic ethylene synthesis started up in these fruits as well, but the peak
of ethylene level remained lower. These fruits barely differed from the control’s regarding
sugar content, while the firmness of their fruit-flesh kept up for a longer time. Our results
proved that the introduction of an antisense ACC-synthase gene into the apple genome

inhibited the softening of fruits, also.
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Expression of MdACS2 gene was followed from early stage of fruit development to
the second months after harvesting by Northern hybridization. The gene activity was
detectable only after the harvesting time, so the MdACS2 gene has a ripening specific
expression. A strong correlation was perceived between the measured ethylene level and
mRNA accumulation during storage.

According to the results of cold storage the fruits of the best transgenic lines reached
their peak of ethylene production after a delay of 3-4 months. There was no remarkable
ethylene production observed in a transgenic line (TG 508) during the whole storage period.
Changes in morphology were also observed in these fruits. Fruits remained smaller with a
berry shape, the fruit-flesh was extremely hard but the most delicious with high sugar content
and concentrate flavour.

The variance between the transgenic lines is probably due to the different copy
number of the integrated transgene and the position of their place of integration.

According to our detailed examinations, this molecular approach based on antisense
technology can provide an alternative way to replace the commonly used and costly

atmospheric storage of fruits.

In the second field our aim was the molecular comparison of the most disputed
Festuca species belonging to the Ovinae section. There was no available scientific literature at
molecular level regarding the examined 10 Festuca species which are present in the
Carpathian Basin. Among the tested 47 RAPD and 19 AP-PCR primers, eight and six showed
polymorphic patterns, respectively. For the determination of genetic distance between the
examined species, the binary codes of 111 fragments of these 14 polymorphic primers were
used. The length of these fragments varied between 200 and 2500 basepairs. Similarity values
were computed and cluster and multidimensional analysis were conducted using the SPSS 8.0
pack of statistical programs. The examined Festuca species were classified into three well-
separable groups on the basis of these results.

It has been proved that the separate Festuca rupicola groups independently of their
separation based on the shape and size of their leaves, compose uniform species at molecular
level.

It has been proved that the sub-Mediterranean tetraploid F. pallens (4x) differs
genetically from the subalpine diploid F. pallens (2x), which may modify the present

classification.
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The species F. javorkae and F. rupicola can be differentiated from each other at the
molecular level based on a 800 bp fragment amplified by the PAL1 primer.

It is worthy of note that the species F. wagneri based on our molecular classification
was placed in a different group than its supposed parent species (Q: F. vaginata, 3: F.
valesiaca or F. pseudovina or F. rupicola).

According to our results, the used molecular methods are capable of distinguishing or
to assess the identity of species of the genus Festuca.

After the above experiments based on PCR techology, comparison of internal
transcribed region (ITS) have been executed at sequence level in the studied species. The
amplification and sequencing of the ITS region was achieved in 27 specimens of 10 species.
The determined sequences were placed into the NCBI Genbank where among the 10 species
in 8 cases this meant the first entry. Sequencing resulted in a fragment of 596 bp in each
species. Intraspecific ITS variation was detected only in F. rupicola where individuals from
’Nyirad’ contained two, while the other samples only one ambiguous nucleotide sites. In the
other 9 species there was no detectable difference between their individuals even if they
originated from different locations. In these species polymorphism was manifested only in
intragenomic differences which can be explained by the high number of copies of rDNA and
the possible differences between them. Based on the results of ITS sequences the examined
species from the Ovinae section cannot be considered as species but subspecies. Supposedly,
they are on the beginning of separation to be different taxon.

For the phylogenetic analysis of the whole Festuca genus, our isolated sequences were
completed with all available ITS sequences from the Genbank which were isolated from other
Festuca species. The found 1609 parsimonuos Maximum Parsimony trees were 629 steps
long and the strict consensus tree was tested by bootstrap analysis. According to our results,
the early divergence of broad-leaved and fine-leaved fescues was confirmed while the
existence of a third and basal Festuca clade was not supported. The phylogeny of broad-
leaved Festuca species is almost completely resolved, while in the case of fine-leaved Festuca
species more detailed experiments are required, although the monophyletic and basal origin of
the Festuca rubra aggregate was confirmed.

The identification and classification of the species using morphological traits should
be reassessed in the future since in many cases it is not going to be the same as the separation
created by molecular methods. The differences of gene regulation in the same genetic

background, which are the results of the inherited methylation patterns of the genomic DNA,
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can occasionally cause bigger phenotypic differences (taxonomy based on morphology) than

the change of DNA itself (taxonomy based on molecular methods).
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M2. Alapadatok és a szamitasok menete

I. tablazat. A 4-es szdmu tablazat alapadatai
Regeneracios kisérlet 3 féle taptalajon (M26)
(Regeneralddott hajtasszam/explantum)

1. Taptalaj 2. Taptalaj 3. Taptalaj
1. ismétlés 2. ismétlés 1. ismétlés 2. ismétlés 1. ismétlés 2. ismétlés
7,3,2,5,2,6,3,53,4,3,4,4,4,2,16,8,6,5,6,6,5,68,2,7,6,9,6,7,71,4,0,2,4,5,5,53,4,5,1,3,5, 4, 2
3,4,3,2,3,2,4,43,5,5,7,3,5,7,422,2,4,4,4,7,5,45,8,7,4,3,5,5,33,4,5,4,3,4,6,23,2,4,3,3,4,3,3
3,3,4,2,6,4,5,34,3,2,3,4,5,4,35,9,9,7, 4,6, 4,65, 5,6,5,4,6,6,6[1,3,0,3,6,2,3,53,4,0,3,3,2,0, 2
4,5,5,6,4,5,3,3/1,3,2,4,3,3,3,48,6,5,7,8,6,5,15,5,7,7,4,7,6,22,3,5,6,6,5,1,45,2,2,7,5,2,5, 3
4,5,4,4,5,4,3,23,5,3,4,2,4,4,24,3,3 3,6,6,7,6 3 4,5,2
4,2,3,4,0 3,3,4,3,4,5
Regeneraciods kisérlet 3 taptalajon (Royal Gala)
(Regeneralddott hajtasszam/explantum)
1. Taptalaj 2. Taptalaj 3. Taptalaj
1. ismétlés 2. ismétlés 1. ismétlés 2. ismétlés 1. ismétlés 2. ismétlés
5,4,4,4,3,3,6,62,5,4,5,3,4,4,43,59,3,4,10,8 6,4,3,7,6,6,3,80,1,1,1,1,3,0,0/1,1,1,1,1,1,1, 1
7,6,4,6,5,3,3,54,5,4,3,5,3,3,45,4,7,6,2,4,7,5[7,3,2,1,2,4,7,3[0,0,0,0,0,0,2,0/1,1,1,0,0,0, 0,0
52 5,4,5,5,3,22,3,4,4,5,3,3,55,4,4,6,3,5,5,6/4,7,5,4,4,6,0,6(1,1,0,0,0,0,0,00,0,0,0,0,0,0, 0
3,4,3,2,5,3,5,43,3,2,5,4,3,5,45,5,4,8,4,9,3,46,5,5,3,2,6,7,700,0,0,0,0,1,1,10,0,0,0,0, 2, 2, 1
1,4,4,3,1,3,2 |5,3,3,5,4,3,3,54,6,7,6,6,5,6,5[7,4,0,6,5,7,7,6 1,1,1,1,1,1,1, 1
3,4,5,3,3,4,5,66
5,3,6
II tablazat. az 5. szdmu tablazat alapadatai (Mclntosh)
Transzgénikus Mért Atlag Almak Netto C.H, Oldhato Keménység
vonalak etilen | o) [tomege (g)| 7092t |nmoli100g/m) 2MY29%K | (Newton)
(pmol) (ml) (°Brix)
16973,85
2-20 TM474 1703997 17006,91 | 489,55 1610,45 233,11 16,1 37,87
2-21 TM554  |1091912 | eong 70 | 43668 | 166332 | 268,36 15,6 4831
16898,28 ’ ’ ’ ’ ’ ’
4848.89
2-28 TM579 184358 484624 | 217,41 1882,59 174,85 15,7 51,44
3519,70
2-46 TM597 356385 3541,78 | 210,20 1889,80 132,68 14,7 54,61
27822,47
247 TM553 = 1988 27768,68 | 413,10 1686,90 472,47 16,5 62,10
17730,98
2-48 TM597 17733.05 17732,02 | 511,32 1588,68 229,56 16,7 59,92
2-49 TM551 |—17868 | ge0160 | 21280 | 188720 | 362,19 16,7 4717
9826,51
12529,20
2-50 TM555 | 260174 12565,47 | 537,81 1562,19 152,08 15,8 44,86
2-51 TM554 1??2?;? 1106772 | 47834 | 162166 156,34 15,4 54.60
1371217
2-54 TM579 1385490 13783,54 | 558,70 1541,30 158,44 16,8 39,14
5603,67
2-56 TM597 561769 5610,68 | 411,16 1688,84 96,02 15,4 57,74
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5503,97
) 97 | 549117 | 51594 | 1584.06

2119 TS558 (02 , , , 70,25 14,9 48,31

2-57 TM474 1:;?2?2 15082,68 | 44553 | 165447 233,37 16,2 50 41
27319,99

2-58TMSS5 |20 27304,80 | 555,96 | 154,04 315,97 14,7 49,35
20156,38

2-59 TM586 20033.97 20095,18 480,90 1619,10 281,90 14,8 4717
12572,19

270TMS79 | 200200 1253521 | 51175 | 158,25 162,10 15,0 5144
14673.03

271TME89 | ST2o8 ar7os | 380.97 | 171903 277,87 16.9 39.14
13233,39

272TMS89 (S350 1328844 | 567,00 | 154201 153,35 16,1 43,73
20468,95

2149475 (290501 2051608 | 20515 | 189485 789,56 14,5 54 61
7540,31

2-151 TM598 7490.48 7515,40 459,52 1640,48 111,79 16,4 4717

2-165 TMA474 g?ggff 982135 | 49570 | 1604.30 132,44 14,0 52,50

2175 TM574 22418 | 230380 | 23640 | 1863,60 109,18 138 50,41
3323.42 : : : ’ : :
22119,47

2184 TMS53 |22 000 2207635 | 46354 | 163646 324,74 15,7 48,31

2-128 TM557 :g?g‘s 825031 | 38481 | 171519 153,39 15,3 5144

2-189 TM558 122?‘2“138 1667345 | 40690 | 169310 289,07 15,2 50,41

2-192 TM503 1:2?2:2 14888.94 | 418,80 | 1681.20 249,04 14,5 5575

2198 TM599 |-1996.35 | 14rn503| 25580 | 184420 345,61 16,7 48,31
11413,70
11753,67

2-208 TM563 11904.57 11829,12 344,99 1755,01 250,73 14,3 54,61

2.235 TM578 |- 80LT | 4173358 | 39897 | 1701.03 208,44 15,1 39.14
11666,04 ' ’ ' ’ : :
25726,79

3190 TMB1O 220227711 2663606 | 46240 | 167,60 378,29 14,1 65.36
18213.87

3194 TM588 (02 057 | 18280065 | 434,50 | 166550 291,97 15,3 44,86
16159,33

3-195 TM581 15987.70 16073,52 302,80 1797,20 397,50 14,9 46,02

3-197 TM556 1:232?; 1890472 | 506,80 | 1593.20 247,62 175 58,88
14179,55

3191 TMBT1  [Tpl 220 1426757 | 50424 | 159576 188,13 15,6 5144
21759,69

3-200TMB10 (21088} 2165284 | 49040 | 160060 296,12 16,0 74.84
16577.62

3-201TM504 (S TLE2 teaset0 | 42328 | 167672 271,81 15,7 48,31
17071,92

3-202TMS81 (- SL02 1 1701226 | 43673 | 1663.27 269,96 13,2 63.20
1069085

- : 10619,2 1 4
3-204 TM556 (20521 1061920 | 503,60 596,40 140,26 15,7 43,73




106

Mellékletek-Alapadatok és szamitasok

3205 TM581 2211384 | seg249 | 46877 | 1631.23 299,88 12,5 50,41
20651,13
3-207 TM556 249828 | cis688 | 287.85 | 181215 169,37 16,7 54 61
6415,48
20730,52
3-221 TMB10 | 200207 2079497 | 47900 | 162100 293,22 16,1 74.84
2 ANONYMUS ? 1240316 | yoaga00 | 46027 | 163973 228,37 14,0 48,31
15366,63 : ’ ’ ’ ' ’
15-44 TM474 | LOS8Y | 260074 | 37740 | 172260 335,15 17.1 58,88
1752966 ‘ ’ ' ’ ' :
13410.38
923 TMS62 | e 1384750 | 361,94 | 1738,06 267,07 13.4 68,36
1428771
15-14 TM475 | 93201 1431384 | 33304 | 166,96 298,52 17.9 69,38
9-44 TM562 ggfgg 178361 | 13118 | 186882 105,87 15.3 66,36
15-20 TMA75 jf;‘:gg 421326 | 18272 | 181728 174,60 16,4 66,36
23196,84
1-16 TM838 23316.70 23256,77 467,95 1532,05 317,26 15,8 62,10
1-18 TM834 mggfg 1121745 | 30643 | 169357 258,32 15.3 50,41
20747,90
15-37 TM503 2063617 20692,04 463,80 1536,20 285,57 14,1 65,36
26650,88
1-2TMB36 (202002 2657197 | 50426 | 159574 350,36 14,2 54 61
25419.49
15-11TM475 | 220 26506082 | 388,85 | 161,15 437,83 17.2 54.61
28232,28
1-4TMB34 (2007520 2616980 | 43600 | 166400 447,96 15,1 48,31
13918.63
1-19TMB38 | 21037 1405756 | 46561 | 1634,30 205,60 16,3 53,52
7168,53
15-46 TM503 7151,39 317,40 1682,60 157,96 15,7 66,36
7134.25
Az 5 kontroll fa atlaga: 253,76 15,4 50,41
I1I tablazat. az 5. szam tabldzat alapadatai (Royal Gala)
Transzgénikus "".e,“ Atlag Almak N etto C.H, Oldhato Keménység
vonalak etilen (pmol) | tomege (g) térfogat (nmol/100g/h) anyagok (Newton)
(pmol) (ml) (°Brix)
2563,99
3-9 TG196 2497.91 2530,95 485,10 1614,90 35,11 16,3 95,26
5823,48
36TGI98 | —poon| 583652 | 44143 | 165857 91,37 16,2 75.98
5293.76
340TG198 2000 627800 | 50781 | 150219 68,95 16,6 82,78
19067,15
3-60TG213  |—oolon eee210 | 4Btes | 151812 | 249,17 15,0 58,86
18848.77
3-81TG213 | och0 18818,37 | 48470 | 161530 | 261,31 14.4 73.71
3.03TG213 |-2109838 |, 160745| 50896 | 159104 | 282,61 16,1 66,36

21736,52
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18730,19
-93 TG21 ’ 18709,12 532,06 1567,94 , 17,4 ,

e 229,73 69,38
12847,28

319TG214 22Tt 12878,12| 488,10 | 161190 | 177,20 147 69,38

3-63TG214 |-98085 | go4g30 | 51385 | 158615 115,09 17.1 64,27
8915,95
21568,42

3-24TG215 20008 2152384 | 42320 | 167680 | 355,34 15.4 66,36
11089,01

3-26 TG215 11063.67 11076,34 459,27 1640,73 164,87 15,2 72,39
9902,86

3-30TG215 |~ oon| 984060 | 39359 | 170641 177,77 15.4 73.39

3-62 TG217  |1291364 | 1108930 | 46608 | 163392 17513 16.4 66,36
11965,13
16933,53

377217 (oS 1686333 | 52024 | 157876 | 213,36 14.4 64,27
15469,24

379TG217  |200e0 1553993 | 492,38 | 160761 211,40 14.4 63,20
17515,86

3-61TG218 (o070 1750778 | 48895 | 161105 | 240,36 16,1 66,36

3-95 TG220 ;gzg‘ﬁ 769579 | 52397 | 157603 96,45 15,7 73,71
9945,99

3-3TG231 9893,72 9919,86 506,04 1493,96 122,02 15,4 78,25
12151,94

- ’ 12082,7 28.1 1471

3-31TG231 |2 2250 12082,75 | 528,15 85 | 140,30 16,6 72.39
10061,09

3-32TG231 oo 1000885 | 57220 | 1527.80 | 111,35 16,0 71,38
4420,80

3-51TG231 [0t 447082 | 442 | 155538 53,31 12.1 56.70
14268,92

3-32TG232 oot 14197.21| 40760 | 169240 | 24562 14,8 63,20
19024,91

3-52 TG232 1892654 18975,73 571,74 1528,26 211,34 15,7 65,36
15008,73

3-68TG232 [ocie i 1406171| 47390 | 62610 | 213,91 16,2 63,20
22752,14

3-92 TG232 2244669 22599,42 494,33 1605,67 305,86 14,2 70,35
12061,36

3-69TG233  [ooooo{ 1205087 | 386,80 | 171320 | 222,56 16,9 69,38
5746,98

3-70TG233 | oL 2| 564593 | 41420 | 168580 95,75 16,5 70,35

3-18 TG234 12?;2?? 1401432 | 49324 | 160676 190,22 16,0 74,84
18017,44

3-64TG234 (o0l 1706031 | 45583 | 154417 | 263,51 16,1 74,84
12468,81

3-66 TG234 1244051 12454,66 427,24 1672,76 203,18 15,4 66,36
4336,05

3-20TG235 (2000 443557 | 46745 | 163255 64,55 16,6 67,37
24697,20

3-80TG235 |2, 7o 2455467 | 51590 | 158410 | 31415 14,6 62,10

926,53
3-35TG236 [~ 90605 | 41407 | 168593 15,37 17.0 94,12
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9224,06
- ’ 216,7 480 1619,1

3-50TG239 | —22tP8 0216,73 90 61910 | 129,30 16.9 7138
1464211

3-82TG239 (1.0 1450841| 556,00 | 154400 | 168,91 13.6 4935
17394,27

3-82TG230 (L0l | 1738549 | 50328 | 159672 | 229,82 15,0 5774

3-83 TG240 112(1)?2; 1185883 | 517.00 | 158300 | 151,29 14,6 65,36
12118,09

3-83 TG240 11972.00 12045,05 450,67 1649,33 183,67 14,5 70,35
2441,30

31176507 |20 247145 | 480,10 | 161990 34,75 20,0 73.39
16671,27

3-54 TG507 16508.08 16589,68 417,01 1682,99 278,97 13,6 62,10
13303,00

3-56 G507 (G oooioe (1320068 | 48620 | 161380 | 183,94 16,4 69.38
13918.95

3-72TG507 (oot 1386645 | 42030 | 167070 | 224,85 14,6 67.37
20519.79

3-72 TG507 20360.81 20440,30 450,20 1649,80 312,11 13,3 66,36

206,49
15-32TG508 |2 00— 20667 | 24114 | 185886 6,64 228 111,13
347,97

3-94 TG508 34027 344,12 221,42 1778,58 11,52 17,8 105,46
22618,44

3-87TGS00 (oo i 2253400| 63132 | 156868 | 277,21 12,6 58,88
18590,09

3-87TG500 (oo D0 1851876 | 448,00 | 165100 | 283,73 13.6 67.37

Az 5 kontroll fa atlaga: 230,31 16,4 89,59

Az etilén érték Kiszamitasa: Az elézetesen megmért gylimdlcsoket (3-3 db vonalanként)
2100 ml-es edényekbe helyeztiik és lezartuk 24 orara. Feltételeztiik, hogy 1 g alma 1 ml
levegdt szorit ki, igy a 2100 ml-bdl az almak tomegét levonva megkaptuk a nettd térfogatot.
Pontosan 24 o6ra elteltével a lezart edénybdl 1 ml-t fecskendeztiink a gazkromatogratba, és
mértiik a gaz etilén tartalmat (pmol). Ezt a 1épést megismételtiik és a két értékbdl atlagot
szamitottunk. A kapott eredményt megszoroztuk a netto térfogattal és elosztottuk 24-gyel, igy
megkaptuk, hogy a gyiimdlcsok egy ora alatt mennyi etilént termeltek (nmol). Ezt az értéket
100-zal szorozva ¢és elosztva az almak tomegével, megkaptuk, hogy 100 g alma egy oOra
leforgasa alatt mennyi etilén gazt termelt (nmol/100g/h).

Példaszamitas:

Minta: TG 196-o0s vonal almak tomege: 485.10g

2100 ml — 485.10 g#ml = 1614.9 ml

1614.9 ml X 2530.95 pmol : 24 = 170301.3 pmol/1h = 170.3013 nmol/1h

170.3013 X 100/ 485.10 = 35.11 nmol/100g/h
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Az ACS enzimaktivitas kiszamitasa:

cre

“ sy

a kiindulasi ACC mennyiséget meghatarozhatjuk. Ehhez 3 torzsoldatot készitettiink: (Az
ACC molekula tomege 101.1 g/mol)
1. torzs (2 pmol/ml): 4.044 mg ACC-t 20 ml bidesztvizben feloldottunk.
2. torzs (200 nmol/ml): Az 1. térzsbdl 1 ml-t 10 ml-re higitottunk bidesztvizzel
3. torzs (2 nmol/ml): A 2. térzsbol 1 ml-t 10 ml-re higitottunk bidesztvizzel
készitettiink
IV. tablazat. Standarizalas az etilén = ACC atszamitashoz.

ACC Viz NaOH+ Etilén pmol/ml Atla

mol ACC | s (ul) ay | P2 Naoa |1 ismétléspz. ismétlés (nmo%)
0.01 5 595 2 2.09 2.26 0.002175

gl 005 25 575 g 5.99 7.39 0.00669
S o1 50 550 & 9.93 10.04 | 0.009985
<l 05 250 350 | &g 36.19 39.5 0.037845
1 500 100 =| 3s 71.48 70.98 | 0.07123

= 5 25 575 =3 z = 41026 | 389.82 | 0.40004
2 10 50 550 S 53 693.9 716.6 0.70525
’é 50 250 350 TE|F B | 3734.03 | 3831.81 | 3.78292
~1 100 500 100 — | %% |6131.85 | 6208.11 | 6.16998
= 250 125 475 g ~ 17996.2 | 18196.88 | 18.09654
2| 500 250 350 3 36234.22 | 36348.77 | 36.291495
S| 750 375 225 ° 53808.29 | 53639.3 | 53.723795
~| 1000 500 100 ” 69707.18 | 70397.98 | 70.05258

A kapott etilén ¢és ismert ACC értékek logaritmusait koordindta rendszerben
abrazoltuk, majd linedris regresszidt illesztettiink rd. Az igy nyert standardizalt egyenes

cre

etilénértéket, az ACC mennyiség kiszamithatova valik.

25. Y7 0,9766x - 1,0983
nmol ACC | log ACC__log C;H, | R?= 0,9991
0.1 -1 )
0.5 03 -1,422 154
1.0 0 -1,147 N
500 0,698  -0,398 5 y
10.0 1 -0,1516 | %
5000 1,698 05715 | 8 — ; ; 4
100.0 20,7903 | £ o5
250.00 23979 12576 | 9
500.00 2,6989  1,5598
750.0 2,875  1,7302
1000.0 31,8454
25 )
log nmol ACC

Ezt kovetéen Yip et al. (1991) modszerével Osszfehérjét izolaltunk 20-20 g
gylimolcshisbol minden egyes transzgénikus vonal esetében 5-5 ml végtérfogatban. A fehérje
tartalmat Bradford teszttel hataroztuk meg 595 nm-en mérve. Ezt kdvetden Lizada és Yang
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(1979) modszerét kovetve 0.2 ml Osszfehérje izolatumbol meghataroztuk a teszt hatdsara
felszabaduld etilén tartalmat gazkromatograffal, amelybdl a fehérje frakci6 ACC tartalmat
kiszamithattuk az y=0.9766x-1.0983 képlet segitségével.

Példaszamitas:

Minta: TG 196-0s vonalbol 20 g gyiimdleshus, melybdl 5 ml végtérfogatban Osszfehérjét
izolaltunk, melynek a Bradford teszttel meghatarozott fehérje tartalma 0.11 mg/ml volt. Az
izolatumbdl 0.2 ml minta atlagosan 20.02 pmol etilént termelt a teszt soran. Ez 20 g mintara
szamitva = 20.02 X 25 (5 ml / 0.2 ml) = 500.5 pmol, 1 g mintara pedig = 500.5 / 20 = 25.025
pmol. A kdvetkezd 1épés kiszamitani az ismert képlet alapjan, hogy ez mennyi ACC-nek felel
meg.

10g(25.025/1000) = 10g0.9766x-1.0983 x =0.3052 nmol ACC

Tehat 1 g gyiimolcshusban 0.3052 nmol ACC van. Végiil ki kell szamitanunk, hogy 1 mg
fehérje mennyi ACC termeléséért felelds:

0.3052 : (0.55/20) = 11.098 nmol ACC/mg fehérje
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KOSZONETNYILVANITAS

Témavezetéimnek, Dr. Kiss Erzsébetnek és Dr. Heszky Laszlonak eldszor is halasan
koszondm a belém vetett bizalmukat, hogy lehetdséget biztositottak a disszertacidban targyalt
tudomanyos témakorok kutatdsahoz. Koszonom tovabba a kisérletek tervezésében,
kivitelezésében ¢és tudomanyos nyelven torténd értékelékelésiikben nyujtott segitségiiket,
melyek mellett nagyfoka 6nallosagot is biztositottak munkdmban.

Koszonettel tartozom Dr. Imre Tamasnak és Dr. Géza Hrazdinanak, hogy amerikai
tanulmanyutaim soran magasszintli szakmai irdnyitdsom mellett segitettek a minél konnyebb
beilleszkedésben is.

Koszondom Dr. Penksza Kérolynak a Festuca fajok azonositdsdban ¢és
mintagyijtésiikben, valamint a kisérletek kiértékelésében nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom Dr. Dobranszky Juditnak, Dr. Gémesné Juhdsz Anikonak, Dr.
Gyulai Gabornak, Dr Torjék Ottonak, Dr Kiss Jozsefnek, Kondrdk Mihalynak ¢és Dr.
Bucherna Nandornak értékes szakmai javaslataikért és barati tamogatasukért. Koszonom
tovabba Dr. Balint Andornak, hogy sajat értékes konyvtarabol mindig rendelkezésemre
bocsatotta a szdmomra sziikséges konyveket.

K06sz6ndm a nyugodt, barati €s inspirativ munkahelyi 1égkor megteremtését €s mindig
aldozatkész segitségét a tanszék minden dolgozodjanak: Dr. Hajosné Novak Martanak, Dr.
Mazikné Tokei Katalinnak, Dr. Bellusné Daniek Agnesnek, Katona Melindanak, Toth
Péternének, Bakos Gyorgynének, Ocsai Sandornének, Veres Anikoénak, Balogh Andreanak,
Debreceni Didnanak, Szdke Antalnak, Szabd Zoltannak, Fiile Lorantnak és Bittsanszky
Andrasnak. Kiilon szeretném kiemelni Adam Zoltanné -Stefi nénit-, akinek segitségéért és
lelkesitd szavaiért sokat kdszonhetek.

Koszonom feleségemnek ¢s sziileimnek a lankadatlan tdmogatast, megértést ¢és
bizalmat, valamint az altaluk kialakitott nyugodt csalddi légkort melyet a hosszira nyult

tanul6éveim alatt mindvégig élvezhettem.

Ko6szoném a Magyar Allami Eotvos Osztondij Bizottsagnak, valamint a Fulbright

hivatalnak, hogy kiilfodi utjaimhoz 6sztondijakat biztositottak szamomra.

A kisérleteinket az alabbi palyazatok tamogattdk: OTKA T26502, T37861, M36630,
TS040887, FKFP 380/2000.



