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1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

A biotechnologia mar ma is a XXI. szdzadi tudasalapu tarsadalom fejlédésének egyik
meghatarozo terlilete melynek jelentdsége a jovOben varhatéan csak ndéni fog. Az egyre
kifinomultabb molekularis technikak rutinszerti alkalmazasa lehet6vé teszi haszonnovényeink
céliranyos javitasat Ugy, hogy a hagyomanyos nemesitéssel kialakitott kedvezd jellegek
valtozatlanul maradjanak. Emellett az alapkutatds szolgalataba allitva ezeket a molekularis
modszereket, a benniinket koriilvevé ¢éldvilag fenotipusos megnyilvanuldsanal mélyebb
megismerésében nyujthat segitséget. A disszertacid témdja is e két nagy teriilethez
kapcsolodoan foglalja O6ssze mind az alap-, mind az alkalmazott kutatdsokban elért
eredményeket.

1.1. Az alma etilén bioszintézisének molekularis gatlasa

Az ismert bioszintetikus utak gatlasaval a ndvények életfolyamatai tudatosan
blokkolhatok, vagy 1j alternativ utakra terelhetok. Az etilén bioszintézis 1épéseinek tisztdzasa,
valamint a génexpresszid molekularis gatlasanak lehetdsége megteremtették az utat az érési
folyamatokba torténd géntechnologiai beavatkozashoz is. Az G.n. utdééré gyiimdlesoknél,
amelyek kozé az alma is tartozik, az érés kozvetlen kivaltd oka a jelentésen emelkedd (tobb
szézszorosra) etilén szint. Az autokatalitikus etiléntermelés beinditasat el6szor paradicsomban
sikerlilt megakadalyozni géntechnologiai modszerekkel az 1990-es évek elején. Ennek
eredményeként elsOk kozott keriilt a piacra szobahdmérsékleten is hosszu ideig tarolhato
transzgénikus paradicsom. Ezekre az eredményekre alapozva kezdtik el kisérleteinket
almaval, melyek elsddleges célja olyan etiléntermelésiikben gatolt almavonalak eléallitdasa
volt, melyek gyiimolcsei hosszabb ideig tarolhatoak mindsegi romlas nélkiil. Ezaltal a tarolasi
koltségek i1s csokkenthetok, mivel a gyiimolcsok betakaritasat kovetd G.n. post-harvest érés
késleltetésével nincs sziikség szabdlyozhatdo hiitétarolokra. Ezen a teriileten elért
eredményeink az els6 adatokat jelentik az etilén bioszintézist antiszensz gén bevitelével gatolt
transzgénikus almak post-harvest viselkedésére vonatkozoan. Gazdasagi jelentdségiik mellett,
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¢s megértéséhez is segitségiil szolgalhatnak.

1.2. Kiilonb6z6 Festuca fajok molekularis taxonomiaja

A foldi élévilag rendszerezése kezdetben morfologiai, majd szdvettani és citologiai
alapon tortént. Sok faj meghatdrozasa ¢és besoroldsa napjainkig is vitatott, melynek
legfontosabb oka a fenotipusos taxondmiai bélyegek kornyezetfiiggdsége. Mivel molekularis
genetikai modszerek alkalmazasaval a kdrnyezeti tényezok hatasa eliminalhatd, ezért a fajok
elkiilonitésére alkalmas megbizhaté modszert a genomialis 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 funkciondlis szintli 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 génreguldcios kiilonbségek, melyek a DNS metilaltsagi
mintazatanak az eredményei, a legtobb esetben nagyobb fenotipusos eltéréseket
eredményezhetnek, mint magénak a genetikai anyagnak a megvaltozasa. Ezért azonos
genetikai hattér mellett is elképzelheték nagy fenotipusos kiillonbségek. A Festuca nemzetség
néhdny fajanak besoroldsa napjainkban is vitatott. Kisérleteink célja ezért az volt, hogy a
legvitatottabb  fajok molekularis oOsszehasonlitasaval uj adatokat szolgaltassunk a
hagyomanyos taxonomia eddigi eredményeihez. A kisérleteinkben szerepld fajok molekuaris
analizisével eddig még nem foglalkoztak.

Vizsgélatainkat molekularis marker- valamint szekvencia szinteken is elvégeztiik.



2. ANYAG ES MODSZER

M26 alany- és Royal Gala nemesfajtakat transzformaltunk az etilénbioszintézisben
kulcsszerepet jatszo ACC-szintdz enzimet kodoldé MdACS2 gén antiszensz valtozataval.
Ehhez kidolgoztuk az in vitro tenyészet inditasat, fenntartasat, felszaporitasat; levélszovetbol
torténd regeneraciot, a regeneralt hajtasok gyokereztetését és akklimatizaciojat. A transzgén
jelenlétét PCR technikéaval és Southern hibridizacioval bizonyitottuk.

A transzgénikus gylimolcsoket a Cornell Egyetem genevai kutatointézetében (New
York State Agricultural Experiment Station, Department of Food Science and Technology,
Geneva NY, USA) vizsgaltuk. A tobb, mint 150 kiilonb6zd transzformacios eseménybdl
szarmaz6 transzgénikus fa (98 db Royal Gala, 57 db McIntosh) gyiimdlcseit
szobahOmérsékleten ¢és hidegen tarolva (5 °C) kiilonb6zé iddpontokban mértik az
etiléntermelésiiket gazkromatograffal, keménységiiket penetrométerrel, az oldhaté anyagok
mennyiségét refraktométerrel. Az ACC-szintaz enzimaktivitds méréséhez 0Osszfehérjét
izolaltunk. Az MdACS2 gén expressziojat Northern hibridizacioval vizsgaltuk a
gylimolcsfejlédés €s érés kiillonbozod iddpontjaiban. Az etiléntermelésben legjobban gatlodott
transzgénikus fakban az integralodott transzgén(ek) kopiaszamat Southern hibridizacioval
hataroztuk meg.

A Festuca fajok molekularis taxonomiai vizsgalataiban, a Festuca Ovinae csoportba
tartozo, a Karpat-medencében megtalalhato és a besorolds szempontjabodl legvitatottabb 10 faj
(F. dalmatica, F. javorkae, F. pallens, F. pseudodalmatica, F. pseudovina, F. rupicola, F.
stricta, F. vaginata, F. valesiaca, F. wagneri) szerepelt. A kiilonbozd ¢élohelyekrdl tobb év
alatt gy(ijtott és fenntartott fajok toveibdl 129-et vizsgaltunk. A bizonytalan besorolast fajok
esetében a fajok locus classicus-arol gyujtott példanyokat illetve herbariumi ndévényeket is
bevontunk. A RAPD ¢és AP-PCR vizsgalatokban a mintdkbol él6helyenként pool-okat
képeztiink és 47 RAPD ¢és 19 AP-PCR primert teszteltink. A 14 polimorf mintézatot
eredményezé primer 111 db fragmentuméanak binéaris kodjai szerepeltek alapadatként a
statisztikai kiértékelésben (SPSS 8.0). Egyezési koefficienseket szamoltunk paronkénti
Osszehasonlitassal, majd klaszter és kétdimenzios analizist is végeztiink.

Szekvencialis Osszehasonlitasra a teljes ITS (internal transcribed spacer) régiot
felszaporitottuk és ABI Prism 310 késziilékkel szekvenaltuk a vizsgalt 10 faj 27 egyedébdl. A
kapott szekvencidkat a Chromas 1.4 program segitségével szerkesztettiik ¢s a BioEdit
programban rendeztiik Ossze. A teljes Festuca nemzetség filogenetikai analizis¢hez sajat
szekvenciainkat kiegészitettiik az 0sszes eddig publikélt és az NCBI génbankban lek6zolt
tobb mint 100 kiilonb6zé Festuca fajbol szarmazé ITS szekvbencidval. A szekvencidk
Osszerendezését a Clustal W program segitségével végeztiik, majd manualisan javitottuk. Az
igy Osszerendezett szekvencidkat a MEGA 2.1 programban a ,legnagyobb takarékossag”
(Maximum Parsimony) modszerével elemeztiik. A kapott filogenetikai fa pontossaganak
tesztelésére bootstrap vizsgalatot (250 ismétlésben) végeztiink.

A vizsgalatokban szerepld Festuca fajok pontos ploidfokdt PARTEC I tipusu flow
citométerrel hataroztuk meg.

3. AZ EREDMENYEK

A dolgozat két - els6 pillanatban tavolinak ting - kutatasi teriileten elért eredményeket
foglal 6ssze. Molekularis szinten azonban, mindkét esetben egyetlen molekuldnak, a genetikai
orokitd anyagnak a vizsgdlatarol van sz6, annak megvaltoztatasardl (genetikai
transzformdcio) illetve 6sszehasonlitod vizsgalatardl (molekularis taxondmia).

Az elsé témakorben a hazai transzformdcios kisérletek elkezdéséhez ki kellett
alakitanunk egy egyszerli, gyors ¢és hatékony levélszovetbdl torténd hajtasregeneraciot, a



hajtasok gyokereztetését és akklimatizacidjat. Ezt kovetéen M26 alany- és Royal Gala
nemesfajtdkat transzformaltunk, a transzgénikus novényeket iiveghazban helyeztik el. A
transzgénikus gyiimolesok vizsgalatira az Egyesiilt Allamokbeli Cornell Egyetem genevai
kutatointézetének (New York State Agricultural Experiment Station, Department of Food
Science and Technology, Geneva NY) transzgénikus iltetvényébdl szarmazd gyiimdlcsokon
keriilt sor. A vizsgéalatokhoz mar tobb mint 150 kiilonb6zd transzformécids eseménybdl
szarmaz6 termdre fordult transzgénikus vonal allt rendelkezésiinkre. E teriileten elért
eredményeink az elsd adatokat jelentik az etilén bioszintézisben gatolt transzgénikus
gyumolcsok post-harvest viselkedésére vonatkozdan.

Az egyes transzgénikus fak gyiimdlcseiben, az antiszensz génnel kivaltott etilén
termelés gatlasa nagy kiilonbségeket mutatott. A legtobb esetben nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a kontrollhoz képest, néhany esetben pedig még a kontrollnal is nagyobb
etilénszinteket mértiink. Azokban a transzgénikus vonalakban (az 0Osszes 2-3 %e-a),
amelyeknél az etiléntermelés antiszensz gatldsa hatékonyan miikodott, a gylimolesok etilén
produkcidja szobahdmérsékleten tarolva 1-4 hetes késést mutatott. A tarolas 1-4 hetét
kovetden az autokatalitikus etiléntermelés ezekben a vonalakban is beindult, bar csokkent
intenzitassal. Ezek a gylimolcsok cukortartalom (Brix®) szempontjabdl alig kiilonboztek a
kontrolltol, mig a hasuk keménysége hosszabb ideig fennmaradt. Eredményeink
bizonyitottdk, hogy antiszensz ACC-szintdz gén bevitelével a gyiimdlcsok puhulasa is
gatolhato.

Northern hibridizacidval kovettiik az MdACS2 gén aktivitdsat a gyliimdlcskotddéstdl a
tarolasi idészak masodik honapjaig. Mivel a génaktivitas csak a betakaritast kovetd 2-3.
napon nyilvanult meg, ezaltal bizonyitotta valt, hogy az MdACS2 génnek érés-specifikus az
expresszioja. Ezt kovetden az adott idopontban mért mRNS akkumuléacid és az etilén szint
valtozéasa kozott szoros korrelacidt tapasztaltunk.

A hitott tarolas eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a legjobb transzgénikus
vonalak gyiimolcsei 3-4 honapos késéssel érték el etiléntermelésiik csucspontjat.

A bemutatott eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az antiszensz technikara
alapozott génszupresszid alternativ lehetdséget jelenthet a jovoben az utdérd gylimolesok
tarolasi problémainak megoldéasaban.

A masodik téemakorben a Festuca Ovinae csoportba tartozd, besorolas szempontjabol
legproblematikusabb fajainak molekularis szintli dsszehasonlitasat tiiztiik ki célul. A tesztelt
47 RAPD primer koziil nyolc, mig a 19 AP-PCR primer koziil 6 eredményezett polimorf
mintazatot. A genetikai tdvolsdgok meghatarozasdhoz a 14 polimorf és értékelhetd mintazatot
eredményezd primerek 111 db fragmentuménak binaris kodjai szolgaltak alapadatként. A
statisztikai elemzést kdvetden a vizsgalt fajokat harom csoportba soroltuk.

Bizonyitottuk, hogy a F. rupicola egyedek - fliggetleniil az altalunk levélméret alapjan
torténd szétvalasztastol - molekularisan egységes fajt alkotnak.

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

A F. javorkae, bar meglehetésen kozel all a F. rupicola egyedeihez, morfoldgiai
sajatossagaiban is hasonlo, de mégis molekulérisan elkiilonitheté a PAL1 primerrel generalt
~800 bp méretii fragmentum alapjan.

Figyelemreméltd, hogy a molekularis besorolhatdsdg alapjan a F. wagneri mas
csoportba keriilt, mint a feltételezett sziiléfajai (Q: F. vaginata, 3: F. valesiaca vagy F.
pseudovina vagy F. rupicola).

A PCR alapt vizsgalatokat kovetden elvégeztik a vizsgalt fajok ITS (internal
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felszaporitasat és szekvenaladsat a 10 faj Osszesen 27 egyedén végeztik el. A kapott
szekvenciakat 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 variaciot csak a F. rupicola fajon beliil talaltunk. A tobbi
9 faj esetében a kiillonboz6 egyedek kozott nem talaltunk eltérést, még tavoli eléfordulasi
helyek kozott sem. Ezeknél a fajoknal a polimorfizmust csak intragenomikus kiilonbségek
jelentették ami az rDNS nagy kopiaszamaval és a benniik lehetséges variaciokkal
magyarazhato.

szekvencidkat kibdvitettiik az adatbankban taldlhatd mas Festuca fajokra lekozolt ITS
szekvenciakkal. A Maximum Parsimony analizissel kapott 1609 azonos értéki filogenetikai fa
629 bp hosszasagl volt, amelyekbdl a végsd konszenzust fat bootstrap analizissel teszteltiik.
Eredményeink megerdsitik a keskenylevell és széleslevelll fajok korai kiilonvalasat, azonban
cafoljdk egy harmadik, legésibb csoport meglétét. A széleslevelli Festuca fajok leszarmazasi
sora és fejlodése pontosan nyomonkdvethetd, mig a keskenylevelii csoporton beliil a fajok
nagy homoldgiat mutatnak. A Festuca rubra alcsoport legdsibb, monofiletikus eredete
azonban altalunk is megerdsitést nyert.

3.1. Uj tudoményos eredmények
Az alma etilén bioszintézisének molekularis gatlasa

1. Bizonyitottuk az etilén bioszintézis molekularis gatlasat az antiszensz ACC-szintdz
génnel (MdACS2) transzformalt almafak termésében ¢és az eltérést a gatlas
mértékében az egyes transzgénikus fak kozott.

2. Bizonyitottuk, hogy az MdACS2 gén expresszioja érés-specifikus, tovabba hogy a
gén mRNS akkumulécidja szoros korreldciot mutat a transzgénikus gylimolcsok
etiléntermelésével.

3. Bizonyitottuk, hogy azokban a transzgénikus vonalakban, amelyeknél az antiszensz
gatlas hatékonyan miikodott, a gylimolcsok — a nem transzformalt kontrollhoz
képest — 1-2 honappal hosszabb ideig tarolhatok szobahdmérsékleten, mindségi
romlas nélkiil.

4. Bizonyitottuk, hogy az etilén szintézisben gatolt transzgénikus gyiimolcsok hosszan
tarto tarolasahoz — a jelenleg alkalmazott technologiakhoz képest — nincs sziikség a
hiitétarolok oxigén-, széndioxid- és paratartalmanak szabalyozasara.

5. Bizonyitottuk, hogy az etilén szintézis antiszensz gatlasaval a gylimolcsok puhulasa
is mérséklodott.

Festuca fajok molekularis taxonémiaja

6. A Festuca Ovinae csoportba tartozd — taxondmiai szempontbdl legproblemati-
kusabb — 10 fajt RAPD és AP-PCR technikakkal 3 csoportba soroltuk. Klaszter és
MDS analizissel megbecsiiltiik a koztiik 1év6 genetikai tavolsagot. Bizonyitottuk,
hogy a F. rupicola egyedek — fiiggetleniil levélméret alapjan torténd
szétvalasztasuktol — egységes fajt alkotnak. A F. javorkae, bar meglehetdsen kozel
all a F. rupicola egyedeihez, a PAL1 primer 800 bp méretli fragmentuma alapjan
molekularisan elkiilonithetd.

7. Bizonyitottuk, hogy a Budai hegységben taladlhatd Festuca pallens faj tetraploid. A
RAPD ¢és AP-PCR vizsgélatokban a diploid fajhoz képest mutatott nagyfoku
genetikai kiilonbozdéség alapjan kiilonallé taxonnak tekinthetd.



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

9. In silico kutatds eredményeként — ITS szekvenciaik alapjan — elkészitettiik a
Festuca nemzetség filogenetikai fajat, mellyel bizonyitottuk, hogy a keskenyleveli
Festuca fajokon belill a Festuca rubra a legésibb csoport, és monofiletikus
eredettl.

4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Az alma etilén bioszintézisének molekularis gatlasa

Az ezen a teriileten elért eredményeink az elsd adatokat jelentik almaban az etilén
bioszintézisben gatolt gylimolcsok post-harvest viselkedésére vonatkozodan.

Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy az etilén bioszintézisének molekularis
gatlasa megoldhato az MdACS2 gén antiszensz orientdcidban torténd genetikai
transzforméciojaval. Nagyszamu, kiilonb6z0 transzformaciés eseménybdl szarmazéd
transzgénikus vonal koziil kivalaszthatok olyanok, amelyek gyliimolcsei megfeleld mértéki
etiléntermelés csokkenést mutatnak. Mivel a sejtfalbontdé 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 romléas 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
gyltimolcsoknél tehat nincs sziikség a hiitétarolokban az oxigén- széndioxid- és paratartalom
szabalyozasara, amelyek a tarolasi koltségek jelentés novekedését idézik eld. A TG508-as
»knock out” transzgénikus vonal, melyben feltehetéen egy jo poziciondlis hatas
kovetkeztében az érés soran bekdvetkezd autokatalitikus etiléntermelés nem képes beindulni,
biokémiajanak jobb megértéséhez ¢és molekuldris tisztdzdsdhoz. Gazdasagi szempontok
figyelembevételével mérlegelendd a jovoben a transzformacios vektorban szerepld konstitutiv
promoter gylimdlcs- és/vagy érés-specifikus promoterrel torténd cseréje.

4.2. Festuca fajok molekularis taxonomiaja

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

Az altalunk hasznilt RAPD ¢és AP-PCR molekularis modszerek alkalmasnak
bizonyultak a Festuca nemzetség kisérletinkbe vont fajai és  genotipusai
megkiilonboztethetdségének, illetve azonossaganak eldzetes vizsgdlatara. Az ezt kdvetd, ITS
(internal transcribed spacer) régidban torténd szekvencia szintli O0sszehasonlitds — a fajok
kozotti eltérések kimutatasara — nem vezetett eredményre. Evolacidos szempontbol ezek a
fajok feltehetéen még a kiillonvalas kezdeti szakaszan allnak. A vizsgalt fajok ploidszintje
diploidtol oktoploidig terjed. Mivel ITS szekvencidjuk szinte minden esetben azonos volt és
mas genombodl szarmaztathaté ITS szekvenciat nem talaltunk, ezért a magasabb ploidfoku
fajok autopoliploidoknak feltételezhetdk.

Nagyobb polimorfizmust ad6 szekvencidk izolalasat tervezziikk a késObbiekben,
nevezetesen kloroplaszt és mitokondrium eredetli gének ¢és intronok szekvencia szintli
Osszehasonlitasat. Ezt az idegenmegporzas léte is indokoltta teszi. Tervezziik még nagyobb
felbontast nytjté molekularis markerek bevonésat is a taxondmiai problémak tisztdzasdhoz.
Festuca fajokra specifikus mikroszatellit markereket még nem publikaltak, a Lolium
nemzetségre leirtak pedig nem miikddtek megfeleléen. Ezért AFLP vizsgalatok bevonasat
tervezziik kisérleteinkbe.
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