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Irodalmi attekintés

1. BEVEZETES ES CELKITUZES

1.1. A TEMA AKTUALITASA

Transzgénikus novények eldallitdsanak tobbféle célja lehetséges; idegen gén
bejuttatasdval stressz és patogén rezisztencia alakithatd ki, elérhetd, hogy a
novények szantofoldi "bioreaktorként" specialis termékeket allitsanak eld (pl.
kornyezetbarat miianyagok). Horizontalis rekombinécioval virus-, baktérium-,
gomba-, rovar-, allat és emberi gének bevitele valik lehetdvé. Regulatorgének
és bioszintézisben szerepet jatszo enzimek génjeinek moddositdsaval a
novények fejlodése, anyageseréje befolyasolhato.

Az etilén szamos novényélettani folyamatért felelds, a novény fejlodésének
joforman minden szakaszaban szabdlyozo szerepet tolt be a csirazastol kezdve
egészen az Oregedésig. Meggyorsitja a zoldségfélék, a gylimolcs €és a virdgok
fejlodését, érését. Nagy gyakorlati jelentdésége van az egyidejli viragzas és
gyiimolcsérés eldidézésében. Az etilénbioszintézis 1épéseinek tisztazasa, illetve
a génexpresszio gatlasa antiszensz RNS-sel tette lehetévé a ndvényvilagban az
oregedés, a gylimolcs- és termés-érés modositdsat molekularis modszerekkel.
Az antiszensz RNS-t az Escherichia coli-ban fedezték fel a colE1 plazmid
replikdciojanak tanulmanyozéasa soran. Az értelmetlen RNS hibridizal az
értelmes RNS szallal, és mivel ez a duplex nem képes a primer funkciot ellatni,
a DNS replikacio gatlodik. Emellett az antiszensz RNS molekulak az atirast is
szabalyozzdk nemcsak prokaridtdkban, hanem eukariétdkban is: elvben
barmilyen gén atirasa gatolhat6 antiszensz RNS molekulakkal, ennek azonban
elofeltétele a biokémiai szintézis utak ismerete, illetve a megfeleld
struktirgének izolalasa. Kiterjedt vizsgalatokkal megallapitottak azt is, hogy a
kiilonbozé fajokbdl izolalt azonos funkcidji (heteroldg) gének képesek a

kiilonb6z6 novényfajokban antiszensz gatlast eldidézni.
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A viragok fontos szerepet toltenek be életiinkben. Mindig adodik
valamilyen kiilonleges alkalom (sziiletésnap, névnap, vagy csaladi {innep:
hazassagi évfordulo, eskiivd), amelyeknek a viragok fontos kellékei. A szegfii
a vilag és a hazai piacon egyarant a legkedveltebb vagott viragok egyike.

A széllitds és a hiitve tarolds technikai fejlédésének eredményeként
(hiitékamionok, repiilégép), az USA-ban az 1970-es évektdl atalakult a
szegflitermesztés, addigi korzetei délre tolodtak. Ma mar a vagott szegfli 95%-
at Dél-Amerikébol importaljak. Eurdpaban hasonlo tendencia figyelheté meg,
mintegy 20 éves késéssel. A fejlett ipari orszagokban (Németorszag, Anglia,
Franciaorszag) napjainkra drasztikusan visszaesett a belfoldi termesztés, az
igényelt mennyisé¢g dontd részét Dél-Eurdpabol, Dél-Amerikabdl és Afrikabol
hozzak be. Magyarorszagon is hasonld a helyzet, s6t miutdn 2002-ben az
importvamot teljesen eltorolték, a novényhdzi vagott viragok termesztése
mindinkabb hattérbe szorul. Ezért is fontos olyan 0j fajtak eléallitasa, amelyek
felvehetik a versenyt valamilyen egyediilallo tulajdonsagukkal az importbol
szarmazd, olcsobb termékekkel.

Mint minden véagott viragnak, igy a tipikusan etilénérzékeny novények
korébe tartozd szegflinek is az egyik legfontosabb értékmérd tulajdonsaga a
vazaélet hossza, amit jelentdsen befolydsol az etilén.

A vézaélettartam novelésére szamos modszert dolgoztak ki: alacsony -
0,5 - 0°C kozotti homérsékleten és 90-120 Pa nyomason tarolast, vagy a
vagést kovetd meleg vizfiirdoben aztatast. A nehézfémionok koziil a kobalt és
a nikkel képes megakadalyozni az ACC = etilén atalakulast. Az eziist ion, a
széndioxid és kaliumpermanganat megkotik az etilén receptorokat. Az 1-MCP,
a 3,3-DMCP, az AVG, az AOA, ¢és a CHX szintén gatolja az etilén
bioszintézisét. A felsorolt etilén inhibitorok taptalajba adagolasaval a csokkent
etiléntermelés  kovetkezményeként  megnovekedett  hajtasregeneracios

képességet tapasztaltak
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A szegfli masik fontos értékméro tulajdonsaga a sziromlevelek szine. A
Florigene cég a vasarloi igényeknek megfelelden olyan transzgénikus szegfiit
allitottak eld, amelynek kékek a virdgai. A vasarlok illatos virdgokat keresnek,
de a viagok illata és a vazaélettartama kozott negativ korrelacio van. Ezért
fontos olyan korrelaciotord egyedek eldallitasa, amelyek mindkét tulajdonsagot
hordozzak.

A transzgénikus novények eldallitdsa jabb nemesitési utat adhat a
diszndvénytermesztés szamara. A modszerrel olyan gazdasagilag jelentds
értékmérod tulajdonsagok javithatok, mint a vazaélettartam és a szin. A kutatok
ACC-oxidaz ¢és szintdz antiszensz ¢és szensz génnel transzformalt szegfiit,
rozsat antiszensz csalkon szintdzzal transzformalt petiniat, szegfiit s gerberat
allitottak mar eld, melyek koziil a szegfitk kereskedelmi forgalomban vannak,

mind az USA, mind az EU teriiletén.

1.2. CELKITUZESEK

A fentiek alapjan célunk volt:

e olyan transzgénikus szegfii eldallitdsa, amelynek genomjaba az
almabol szarmazod, az etilén termelésért felelés egyik gén, az 1-
aminociklopropan-1-karboxildt  (ACC)  szintdz  értelmetlen
"antiszensz" orientdcioban integralodik;

e az antiszensz génnel torténd transzformacio kovetkezményeként a
vagott viragok altal termelt etilén mennyiségének csokkentése;

e a csOkkent etiléntermelés kovetkezményeként a vazaélettartam

novelése €s a hajtasregeneracios képesség javitasa.

11
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. AZ ETILEN ELETTANI SZEREPE

Az etilén olyan szintelen és szagtalan vizben old6do szerves molekula,
amely sokféle élettani funkcidval rendelkezik. Mar az okori Egyiptomban is
hasznaltdk a gylimolesok érésének serkentésére. Az oOkori Kindban is
tapasztaltak, hogy a tomjén égetése zart térben a korte korabbi érését okozza.
1864-ben megfigyelték, hogy a vilagitd gazzal megvilagitott utcakon a
vilagitotestek kornyékén, a fak abnormalis novekedést mutattak. Csavarodott
¢s csenevész hajtasokat hoztak, amelyekre a korai dregedés és a levél lehullasa
volt jellemzd. 1901-ben az orosz fizioldgus NELJUBOV irt eldszor az etilén
novényekre kifejtett hatasarol. Borsé novényeket vizsgalva figyelte meg, hogy
az etilén gatolja a megnyuldsos ndvekedést, fokozza a sejtek lateralis
expanziojat, megakadalyozza a hipokotil és az epikotil kampo kiegyenesedését.
Ezeket a hatdsokat nevezte KNIGHT 1910-ben ’harmas vélasznak’. GANE
1934-ben szolgaltatott elséként bizonyitékot arra, hogy a novények etilént
termelnek. Az etilén gyokeresedést serkentd hatasat TORREY irta le 1976-ban.
Ugyanekkor szdmolt be VERGARA (1976) a szuperndvekedésii rizsrél, azaz
arrol, hogy az etilén a vizindvényeknél, a szarazfoldikkel ellentétben nem
gatolja, hanem serkenti a megnyuldsos novekedést. Arra a tapasztalatra, hogy
egy darab érett alma is képes megérlelni egy egész kosar almat YANG és
HOFMANN (1984) adott magyarazatot, miszerint a klimaktérikus (ut6érd)
gylimolcsok érését etilén termelés kiséri. Mindezek mellett fontos szerepe van
még az abszcisszio €s a viragok hervadéasanak folyamataiban. Megtdri a riigyek
nyugalmi allapotat, epinasztiat idéz eld, a szex jelleget a ndivarusag felé tolja
(Cucurbitaceae), serkenti a virdgkezdemények kialakulasat (Bromeliaceae), a

terméskotést, a termés novekedését és érését, késlelteti a viragzast, serkenti a
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gumofejlodést, indukalja a cellulaz de novo szintézisét, gyorsitja az o-amilaz
szekrécidjat (GAAL 1986, VAN DER STRAETEN et al. 1995, NAGY és
KOVES 2002). Etilén termelédik a biotikus és abiotikus stresszhatasokra
(BOROCHOV et al. 1982, BOROCHOV ¢s WOODSON 1989, KENDE 1993,
YAKIMOVA ¢és WOLTERING 1997, JOHNSON ¢és ECKER 1998,
SURPLUS et al. 1998, VAHALA et al. 1998, PELLINEN et al. 1999).

Az etilén termeléséért felelds géneket mar nemcsak a ndvényekben,
hanem allatokban €és emberben is kimutattdk annak ellenére, hogy funkcidjuk
ezekben a szervezetekben nem ismert. KRASKO és munkatérsai (1999) egy
szivacs fajnal (Suberites domuncula) figyelték meg, hogy az apoptozis
csokkentésére etilén termelodott, mikdzben az intracellularis kalcium
koncentraci6 emelkedett. A gombhalban (Fugu rubripes) és az emberben is
azonositottdk az ACC-szintaz gént (KOCHA et al. 2001). Az emberi gén a

Pichia pastoris-ban nem katalizalta az ACC szintézist.

2.2. AZ ETILEN BIOSZINTEZISE

Az etilénbioszintézis utjardl eldszor 1979-ben jelent meg publikacio,
amelyben ADAMS és YANG bebizonyitotta, hogy az 1-aminociklopropéan-1-
karboxilsav (ACC) az etilén prekurzora. A YANG ¢s HOFFMAN (1984)
nevéhez fliz0dd teljes bioszintetikus Ut leirdsat kovetden szdmos attekintés
jelent meg az etilénbioszintézisrdl (KENDE 1993, ZAREMBINSKI ¢és
THEOLOGIS 1994, FLUHR és MATTOO 1996, WANG et al. 2002).

Az etilén prekurzora tobbféle vegyiilet lehet (metionin, linolénsav, -
alanin, etanol, szahar6z, akrilsav, gliikkoz, ecetsav), de a leggyakoribb prekurzor
a metionin. A metionin egy ATP segitségével S-adenozil-metioninnd (SAM)
alakul. A SAM nemcsak az etilénképzésben jatszik szerepet, hanem prekurzora

a spermidinnek, a poliaminokhoz tartozé ndvekedésszabalyozonak is (Ravanel

14



Irodalmi attekintés

et al. 1998), emellett a SAM a lipidek, fehérjék és nukleinsavak metilacios
folyamataiban is szerepet jatszik.

Fehérieszintézis [ Metionin

SAM-szintetaz

I
ATP
- N
PR B

NH
- o

Metilal6 acceptor

"\\ “"‘x;i/‘\)\m
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1. abra: Az etilén bioszintézis titvonala (WANG et al. 2002).

A kovetkezd 1épést az ACC-szintaz enzim katalizalja. A SAM-bol
egyrészt ACC szintetizalodik, masrészt pedig a Yang-ciklust fenntartva 5°-
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metiltioadenozin (MTA) is, amely vissza tud alakulni metioninnd. Az ACC-t
végiil az ACC-oxidaz enzim alakitja etilénné. Az etilénképzddésnél keletkezd
cianid detoxifikaldsdban a [-ciano-alanin szintdz vesz részt (1. abra)

A bioszintézisben kulcsszerepet jatsz6 ACC a citoplazméban szintetizalodik
(KENDE 1993), és nagy része a vakudlumban kiiloniil el. Etilénszintézis megy
végbe a citoplazmatikus membranon, a plazmalemman és a mitokondrium
belsé membranjan is.

Az etilénbioszintézis sebesség-meghatarozdo 1épése a SAM—>ACC

atalakulas, amelyet az ACC-szintaz enzim katalizal.

2.3. ACC-SZINTAZ MULTIGEN CSALAD

Elészor SATONAK és THEOLOGISNAK sikertilt 1989-ben ACC-szintaz
cDNS-t izolalniuk cukkinibdl. Azdta szdmos gazdasidgi novény ACC-szintaz
enzimét azonositottak; almaban (DONG et al. 1991, KISS et al. 1995, LAY-YEE
¢s KNIGHTON 1995, ROSENFIELD et al. 1996), Arabidopsis-ban (LIANG et al.
1992), avokaddban (WANG et al. 2002), burgonyaban (SCHLAGNHAUFER et al.
1995), cukkiniben (HUANG et al. 1991), mung6 babban (BOTELLA et al. 1992/b,
1993, KIM et al. 1997), orchidedban (BUI ¢és O’NEILL 1998), rizsben
(ZAREMBINSKI ¢s THEOLOGIS 1993), paradicsomban (NAKATSUKA et al.
1997, BARRY et al. 2000, ALEXANDER ¢és GRIERSON 2002) rézsaban (WANG
et al. 2004), siitétokben (NAKAJIMA et al. 1990) és szegfiiben (PARK et al. 1992;
HAVE ¢és WOLTERING 1997) is tobbféle ACC-szintazt jellemeztek. Az
Arabidopsis-ban 13 féle ACC-szintdzt azonositottak (SCHALLER és KIEBER
2002), ahol az ACS3 pszeudogén, valosziniileg az ACS1 részleges duplikacidja. Az
ACSI1 valdsziniileg a tobbi ACS enzim szabalyozoja (WANG et al. 2002). A
paradicsombol izolalt 9-féele (ROTTMAN et al. 1991, OETIKER et al. 1997,
NAKATSUKA et al. 1998) ACC-szintaz kozotti hasonldsag 58-71%-0s. A
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szegfiib6l izolalt DcACS3 gén szintén részleges hasonldésagot mutat a cukkini
(61%), a siitétok (61%), a paradicsom ACC-szintaz 1 (64%), és a paradicsom
ACC-szintaz 2 (60%) génjével (PARK et al. 1992), valamint az avokadé pAVOe3
szintdzzal 68 % (WANG és WOODSON 1991). A szegfti ACC-szintazok kozotti
hasonlésag a kovetkezd: DcACS1 és DcACS2 66%, DcACS1 és DcACS3 66%,
DcACS2 és DcACS3 84% (JONES és WOODSON 1999/b). A szegfii ACC-
szintazok DcACS1, DcACS2, DcACS3 hasonldsaga 65%, 68%, és 66% az alma
MdACS2 ACC-szintazhoz viszonyitva.

2.4. SZEGFU ACC-SZINTAZ GENCSALAD

A szegflibdl elészor PARK és munkatarsai izolaltak ACC-szintaz cDNS-t
(PARK et al. 1992), melynek a CARACC3 (DcACS3) és CARAS1 (DcACS1)
nevet adtdk. A DcACS3 a sziromlevélben, a DcACSI1 pedig a bibeszalban
expresszalodott, az ovariumban viszont mindkettd transzkripcids szintje alacsony
maradt (HENSKENS et al. 1994).

JONES ¢és WOODSON (1999/b) 24 oraja kinyilt szegfiit kezeltek
kiilonboz6 etilén inhibitorral. A 24 6rdas CHX kezelés hatasara egyik DcACS
aktivitasat sem tudtdk kimutatni a bibeszédlban. 24 6rds LiCl-os kezelésre és a
megtermékenyités hatdsara a DcACS2 és DcACS3 is expresszalodott, viszont a
DcACS1 nem. 24 6ras 2,4-D kezelésre csak a DcACS3 aktivitasa volt kimutathato.
A természetes Oregedés sordn a 6 napja kinyilt viragokban mindhdrom DcACS
expresszalodott. Az ovariumban csak a DcACS3 aktivalodott a kiillonb6zo tipust
kezelésre. A magbugédban csak a 24 oras 2,4-D kezelés hatisara expresszalodott
mindharom gén, a tobbi kezelés egyik gén expressziojat sem idézte eld.

A sziromlevelekben a DcACS2 gén nem mukodott, a DcACS3 csak 2,4-D
kezelés hatasara, viszont a DcACSI1 2,4-D, etilén, megtermékenyités €s természetes

oregedés soran is expresszalodott. A levélben csak a DcACS2 gén expreszalodott
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LiCl kezelésre. CHX hatasara egyik szovetben sem aktivaldodott az ACC-szintaz,
bar mas ndvényfajokban igen (ZAREMBINSKI é¢s THEOLOGIS 1994).

Az auxinrol mint etilénbioszintézis serkentd hormonrdl szdmos publikacid
jelent meg (BOTELLA et al. 1992/a, ZAREMBINSKI és THEOLOGIS 1993, KIM
et al. 1997). A szegfli esetében a serkentés csak a DcACS3-ra igaz, a tobbi gén
esetében a hatés szovetfiiggd volt.

A Li "ionrol régota ismert, hogy serkenti az etilénképzédést. SATONAK és
THEOLOGISNAK 1989-ben LiCl-os kezeléssel sikertilt izolalniuk az elsé ACC-
szintaz cDNS-t cukkinibdl. Rizsben, paradicsomban €és Arabidopsis-ban (JONES és
WOODSON 1999/b) szintén sikeres volt a littum kezelés. A szegfiiben viszont az
auxinhoz hasonléan a Li " hatasa is szovetfiiggének bizonyult.

A megtermékenyitést kdvetden eldszor a DcACS3 gén expresszalodik. Ez
egybeesik az elsd etiléntermelési csticcsal. A masodik és harmadik etiléncsucsnal
viszont a masik két ACC-szintdz gén expresszidja volt bizonyithatd. Az
ovariumban az etilénbioszintézise és az ACC-szintdz gén expresszidja nem
mutatott korrelaciot, valosziniileg az ACC-oxidaz az, amelyik ebben a szdvetben

limitalta az etilén bioszintézisét (JONES és WOODSON 1999/a).

2.5. ANTISZENSZ RNS ES DNS

A DNS replikaciot gatld antiszensz RNS felfedezése utan (TOMIZAWA et
al. 1981), IZANT és WEINTRAUB (1984) megallapitottak, hogy a transzkripciod
blokkolasaval elvben barmely gén milkdodése gatolhatd antiszensz RNS
molekulakkal.

A novények voltak az elsd szervezetek, amelyeknél a génexpresszid
antiszensz gatlasarol eldszor szamoltak be (ECKER ¢és DAVIS 1986, VAN DER
KROL et al. 1988,). Antiszensz cat (kloramfenikol-acetiltranszferdz) génnel

transzformaltak (el6zetesen mar szensz cat génnel transzformadlt) sargarépa
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protoplasztokat, mely 95%-kal csokkentette a cat expressziojat. A riportergének
expressziojanak vizsgalataval szinte egyidoben kezdddtek meg a magasabbrendil
ndvényekben az anyagcsereutak, a keményitd, az olaj, az antocian-flavonoid
bioszintézis illetve az etilénbioszintézis modositasa antiszensz génnel torténd
transzformacioval.

Az anyagcserefolyamatok és kiilonboz0 bioszintézis utak megfeleld
enzimjeinek azonositdsa ¢és génjeinek izoldlasa kivaldo lehetdséget teremt e
folyamatok egyes lépéseinek antiszensz génnel torténd gatlasara (BLOKLAND et
al. 1993). Ebbe a korbe tartozik az etiléntermelés is (KENDE 1989), amelynek
csokkentése a gylimolcsérést is szabalyozza (GRAY et al. 1992).
novényvilagban a petinia virdgszinének modositasa, a csalkon-szintdz enzim
miikodésének blokkolasa volt az elsé példa (VAN DER KROL et al. 1988). Az
antocian ¢és flavonoid bioszintézisben kulcsszerepet jatszd csalkon-szintaz (CHS)
gén antiszensz gatlasanak kovetkezménye, a virdgok pigmentszintézisének
csokkenése vagy hianya, konnyen megfigyelhetd volt. A transzformdcié azonban
nemcsak teljesen fehér, hanem kiilonb6zé atmeneti pigmentaltsagu viragokat is
eredményezett. Ez egyrészt annak volt tulajdonithatd, hogy a gatlds nem volt
100%-o0s, masrészt pedig, mint az késdbb igazolodott, a virdgszin kialakulasara
mas folyamatok is — példaul a gibberellinsav-szintézis — hatassal lehetnek
(BLOKLAND et al. 1993).

A gylmolcsérés antiszensz gatldsanak tanulmanyozasdra a paradicsom a
modellndvény. Az els6é piacra keriilt GMO ndvény is egy paradicsomfajta volt
(DUDITS ¢és HESZKY 1990), a ,,Flavr Savr”, amelyben a poligalakturondz (PG)
enzim mikodését gatoltak (SMITH et al. 1988). Ezzel nem sikeriilt a fajtdban a
kivant mértékben csokkenteni a bogyok puhuldsat, viszont a ,Flavr Savr”
fertdzésekkel és sériilésekkel szemben ellendllonak bizonyult (SCHUCH et al.
1991). A masik — még jelenleg is a piacon 1évé — transzgénikus fajta, a sejtfal

pektin alkotorészének lebontdsadban résztvevd masik enzim, a pektinészteraz (PE)
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antiszensz gatlasaval eldallitott paradicsom (HALL et al. 1993). A puhulas gatlasat
ezzel a génnel sem sikeriilt elérniiik, de a paradicsombodl késziilt pilirének ipari
szempontbol jobb a konzisztencidja, igy a kereskedelemben is versenyképes. A
puhulas gatlasat végiil antiszensz pTOMI13 transzformdacioval sikeriilt elérni
(HAMILTON et al. 1990), amely az ACO cDNS-t tartalmazta. Az etilén szintézis
gatlasat paradicsomban az antiszensz ACS enzim transzformacidval sikeriilt elérni
(OELLER et al. 1991), amely szintén a piacra keriilt ,,Endless Summer” néven
(DNA Plant Technology Inc.) keriilt piacra.

Kiterjedt vizsgalatokat folytattak arra vonatkozoélag is, hogy a kiilonb6zo
fajokbol izolalt azonos funkcidju un. heterolog gének képesek-e a kiilonbozo
ndvényfajokban antiszensz gatlast eldéidézni (BLOKLAND et al. 1993). A
petiniaban a chs (csalkon-szintaz) gének 8-12 génbdl 4llo csalddot alkotnak,
amelyek koziil a chsA és a chs] a sziromlevelekben nyilvanul meg (BLOKLAND
et al. 1993). A chsA és a chsJ a nukleotid Osszetételét tekintve 85%-ban hasonlo.
Antiszensz chsA génnel torténd transzformdcié mindketté miikodését gatolta, sot
mas fajokban, dohdnyban és burgonyaban is blokkolta a csalkon-szintdz
expresszigjat (MOL et al. 1990). Az antiszensz technika alkalmazasaval a
szénhidrat anyagcserét is modositottadk. Burgonyabdl szarmazo, a keményitd
Osszetételét meghataroz6 GBSS (Granule Bound Starch Synthase) enzim génje
60%-0s hasonlosag mellett kukoricdban is képes volt a gatlas eldidézésére
(VISSER et al. 1991, BLOKLAND et al. 1993). A génexpresszid gatlasahoz nem
volt sziikség a teljes hossziusagu cDNS alkalmazésara, a chs gén esetében 157 bp
hosszusagu DNS fragmentum is elegenddnek bizonyult.

Az  antiszensz  technikdat  napjainkban  is alkalmazzak a
disznovénynemesitésben, 1j fajtak eldallitasara, és funkcionalis genomikai célbol.
Ilyen javitott tulajdonsagli (rezisztens és kiilonleges szinii) fajtak a BYMW
viruskdpeny fehérje antiszensz génnel transzformalt kardvirdag (KAMO et al.
2005), sziirkepenész ellen rezisztens krizantém (TAKATSU et al. 1999),
gombabetegségeknek ellendlld rozsa (DOHM et al. 2005) vagy a kék rozsa és
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szegfii (FLORIGENE 1995, 2000). Funkcionalis genomikai célokbdl allitottak eld
transzgénikus gerberat (UIMARI et al. 2004), és tulipant (WEGRZYNOWICZ-
LESIAK et al. 2005).

2.6. RNS INTERFERENCIA

A gének kifejez6désében szdmos szabalyozdé mechanizmus létezik. A
metilacié soran DNS szintli valtozas kovetkezik be, a promoéterek metilezddnek,
ennek kovetkeztében az atirds gatlodik. A génelcsendesités soran az mRNS kertil
gatlas ald, amely folyamatot PTGS-nek (Posttranscriptional Gene Silencingnek)
nevezzilkk, mivel az inaktivdlds a transzkripciét kovetden torténik meg. Az
antiszensz RNS expresszié volt az elsé olyan mddszer, amellyel PTGS-t lehett
indukélni a novényben (BOURQUE 1995).

A PTGS egyik esetében egy specialis, un. siRNS (kis interferaldé RNS)
képzddik, amely a bazisok sorrendjét tekintve tiikorképe a gatolni kivant mRNS
egy szakaszanak. Az siRNS megtalalja a hozza 1116 mRNS-t, "Gsszetapad" vele és a
dsRNS-re specifikus enzimek elbontjak a kétszalas RNS-t. Ezt kovetden mRNS-r6l
mar nem késziilhet fehérje. Ezt a fajta gatlast RNS-interferencianak (RNSi1)
nevezik. Amennyiben az siRNS nem taldlja meg a tiikorképét, gyorsan lebomlik a
sejtben, ezért nem szaporodik 6l nagy mennyiségben.

Az antiszensz konstrukciokkal transzformalt novényekben a gatolni kivant
génrél mikodik a transzkripcid, csak a megjelend antiszensz transzkriptum az
mRNS-el kétszalas RNS-t képez, amely elsésorban indukélja a gén elcsendesitést.
Az antiszensz gatlas esetében kétszalas siRNS molekuldk jelenlétét mutattdk ki
(BAULCOMBE 1996, HAMILTON és BAULCOMBE 1999).

Az RNS interferencia jelenségét elészor COGINI és munkatarsai (1996)
mutattdk be Neurospora-n. Az RNS specialis szerepét a géncsendesitésben

els6ként a fonalféreg, a Caenorhabditis elegans esetében figyelték meg 1995-ben,
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amelynek (par-1) génjét akartak elcsendesiteni, ¢s ennek érdekében megfeleld
szensz, illetve antiszensz RNS-molekulakat juttattak be a féregbe. Mindkét esetben
génelcsendesitést tapasztaltak (GUO és KEMPHEUS 1995). Késobb megfigyelték
azt is, hogy ha egyiitt juttattdk be az azonos és a komplementer szekvencidkat még
erdsebb lett a gén elcsendesitése.

A génelcsendesités pontos folyamata még nem ismert, de muslican végzett
kisérletek szolgaltattak olyan az eredményeket, amelyek napjaink ismereteit adjak.
A kisérletek sordn a muslicak embridibol homogenizatumot készitettek, melyben az
embrioban taldlhatd Osszes enzim és fehérje megtalalhatdo. Amennyiben ehhez a
keverékhez hossza, dupla szala RNS-eket (dsRNS) adtak, akkor azok 21-23
bazispar hosszusdgii fragmentumokra darabolddott szét. Az igy keletkezett
darabkédkat nevezték el siRNS-eknek (kis interferald RNS). Ezek sziikségesek
ahhoz, hogy a fehérjét kodolo RNS-t fel tudjak darabolni a sejt (a kisérlet esetében
az embrid-homogenizdtum) enzimei.

Az siRNS-ek képzddéséért egy Dicer nevili enzim a felelds, amely dupla
szali RNS hasitasara képes. Miutan a Dicer elvégezte a feladatat, a dupla szala
siRNS-ek beépiilnek az un. RISC-komplexbe, ez az siRNS altal indukalt
elcsendesitdé komplex. A komplexben taldlhaté enzimek egyszaluva alakitjadk at az
siRNS-t. Ezutdn ez az egyszali siRNS iranyitja a komplexet a vele homolog
részeket tartalmazé mRNS-ekhez, amelyeket a komplex enzimei feldarabolnak. Ily
moddon az embridhomogenizatumben 1év6, a muslicaembridbdl szarmazd mRNS-
ek pontosan a veliik homolog siRNS-eknek megfeleld darabokra vagodnak szét.

Feltételezik azt is, hogy egy ma még nem ismert mechanizmuson keresztiil
az siRNS-ek felszaporodnak, ez megmagyardznd a rendszer rendkiviili
hatékonysagat, és azt is, hogy akar az utdodokban (elsd generacidban) is aktiv
maradhat. Lehetséges, hogy a dupla szali RNS-ek sokszorozoédnak meg, és ezért
keépzddik rengeteg siRNS; a masik elképzelhetd magyarazat, hogy maga az siRNS
amplifikalodik, azaz szaporodik fol. Az sem kizart, hogy a RISC-komplex képes

megujulasra.
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A poszttranszkripcidos  génelcsendesités valdszinlileg nagyon koran
megjelent az evolicido sordn. Egyesek szerint (WATERHOUSE et al. 2001)
bizonyos virusok és transzpozonok elleni védekezésben lehetett és lehet fontos
szerepe. Hibas RNS-ek lebontdsaban ¢s a sejtbdl valo eltavolitasaban is szerepet
jatszhat. Bizonyitottak, hogy az RNS-interferencidban szerepet jatszd gének
meghibasodasa fejlédési rendellenességet okoz.

Tobb mint egy évtizeddel ezeldtt az arizonai egyetem kutatoi, Jorgensen és
munkatarsai (NAPOLI et al. 1990) az RNS-interferencia jelenségét petinian
figyelte meg. A novénynemesitdk célja az volt, hogy sotétebb szinli virdgot
allitsanak eld, ennek érdekében a genomba a lila szinért felelds csalkon-szintdz gén
mellé még egy ugyanilyen gént vittek be. Meglepetésiikre az egyontetiien lila
sziromlevelek mellett lila-fehér mozaikos, st fehér virdgok is megjelentek. Erre
azt a magyarazatot adtak, hogy a bevitt chs gén elnyomta az endogén gén hatasat,
¢s a jelenséget koszupresszionak nevezték el.

Az RNS-interferencia alapjan 2004 szeptemberében Larkin és munkatérsai
olyan makfajtat allitottak eld, mely nem termel kodeint vagy morfint, viszont olyan
alkaloidakat hoz létre, melyeket potencialis fajdalomcsillapitoként lehet alkalmazni
(MILLGATE et al. 2004).

Szdja ndvényben 95%-ban csendesitették el az izoflavin szintéziséért
felelés IFS gént RNSi konstrukcidt tartalmazd Agrobacterium rhizogenes

kozvetitette transzformacioval (SUBRAMANIAN et al. 2005).

2.7. ETILENBIOSZINTEZISEBEN MODOSITOTT TRANSZGENIKUS NOVENYEK

Az etilénbioszintézis moddositdsat géntechnoldgiai modszerrel mar szdmos

novényfajnal végrehajtottak (1. tablazat).
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1. tablazat: Kiilonb6z6 novények etilénbioszintézisének modositasa
transzgénikus technikaval
Transzgénikus | Gén és
Eredmények Irodalom
novény promoter
87%-ban csokkent
etiléntermelés az érd
Paradicsom ACC
' gyiimolcsben, 68%-ban HAMILTON et
oxidéaz szensz )
) csokkent etiléntermelés az al. 1990
orientacioban
oregedd levelekben.
Paradicsom ACC deaminaz a P. ]
Fenotipus valtozas nincs, az
chlorapis-bol )
etiléntermelés csucsa 3 nappal | KLEE et al.
CaMV 35S
) eltolodott, 90%-ban csdokkent 1991
promoter
az etiléntermelés.
SAM hidrolaz
bacterofag T3-bol
paradicsombol A magas SAM hidrolaz
) GOOD et al.
szarmazo érés koncentracio torpe fenotipust
. ) 1994
specifikus E8 eredményezett.
promoter
Z61d és naranscsarga érési
stddiumban maradtak a
gylimolesok. A 8838-as
ACC deaminaz a P. | vonalban a piros érési stadiumu
chlorapis-bol gyiimdlcsok 77-97%-ban REED et al.
CaMV 35S a 8838 | csokkentek, mig a 5673-as 1995
¢€s 5673 vonalakban | vonalban 50-90%-ban. A piros

érési stadium eléréséhez 2,2-

szer hosszabb 1d6 kellett.
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Gén és
Eredmények Irodalom
promoter
E. cloacea UW4
ACC deaminaz Fokozottt fém akkumulacio,
Paradicsom s . GRICHKO et
CaMV 35S vagy amely a gyokérben és a
1. 2000
rolD, illetve PRB- | hajtasban halmozodott fel. a
1b prométer
E. cloacea UW4
ACC deaming 70%-ban csokkent
eaminaz
etiléntermelés, ro/D prométer | GRICHKO ¢és
CaMV 35 S vagy b | 1
esetében tulontdzés elleni LICK 2001
rolD, illetve PRB- GLICK 200
rezisztencia.
1b promoter
RolD és PRB-1b promoter
E. cloacea UW4 esetében gombas betegségek
ACC deaminaz tiineteinek csokkenése, de a
ROBINSON et
CaMV 35S vagy fogékonysag nem valtozott. A
. i ., . |al.2001 a,b
rolD, illetve PRB- CaMV 35S esetében a fertdzési
1b promoter tiinetek azonosak voltak a
kontroll névénnyel.
Antiszensz szegfli | 90%-ban csokkent
_ _ SAVIN et al.
ACC-oxidaz etiléntermelés, 3 nappal
1995
MAC promoter hosszabb vazaélettartam.
] Csokkent etiléntermelés, 12
Antiszensz szegfii FLORIGENE
nappal hosszabb
; ACC-szintaz (1995)
Szegfii vazaélettartam.
Antiszensz alma
Levélbdl kiindulod

ACC-szintaz
CaMV 35S

promoter

hajtasregeneracios képesség

novekedése.

KISS et al. 2000

Antiszensz alma
ACC-szintaz
CaMV 35S

promoter

20-55%-ban csokkent
etiléntermelés, 6 nappal
hosszabb vazaélettartam,

szilardabb, szar.

VERES et al.
2002, 2004
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) Gén és
Eredmények Irodalom
prométer
Szensz és antiszensz | Cs6kkent etiléntermelés,
szegfl
g szegfli ACC-szintaz | csokkent hajtdsregeneracios IWAZAKI et
CaMV 35S képesség a transzformaciot al. 2004
promoter kovetden.
Antiszensz MEL1 99%-ban csokkent
(sargadinnyeACC etiléntermelés az érd
‘ AUYB etal.
oxidaz) gyiimdlcsben, 68%-ban
1996
CaMV 35S csokkent etiléntermelés az
promoter oregedd levelekben.
Sargadinnye Antiszensz )
) A gyiimdlcs héjanak klorofil és
sargadinnye ACC- ) )
. karotin tartalma csokkent, a héj | FLORES et al.
oxidaz
cukor és savtartalma megnétt. | 2001
(prométer nem
publialt)
Alma antiszensz 30%-al csokkent ROMBALDI et
ACC-oxidaz etiléntermelés. al. 2002
Antiszensz ACC )
Jase & CP4 A transzgénikus novények
oxidase és syn ) ) N
) " | levelei tobb etilént termeltek, | NUNEZ-
(glifozat tolerancia) )
] mint a kontroll, de a PALENIUS et
gén
gylimolcsnél ezt forditva al. 2004
(prométer nem ’
] tapasztaltak.
publikalt)
Antiszensz SAM
Burgonya dekarboxilaz Torpe fenotipus, rovid
. KUMAR et al.
CaMV 358 és tet interndduszok, sok elagazas,
. et s 1996
promoter gyenge gyokérzet.
Paradicsom
91%-al csokkent etilén HENZI et al.
Brokkoli antiszensz ACC-
termelés. 1999

oxidaz
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Transzgénikus

novény

Gén és

promoter

Eredmények

Irodalom

Dohany

dohany

Antiszensz és
szensz dohany ACC
szintaz, és szensz és
antiszensz cEFE26
(patogén indukalta
ACC oxidaz)
CaMV 35S

promoter

30-70%-al csokkent etilén

termelés

KNOESTER et
al. 1997

Szensz ACC oxidaz
CaMV 35S
promoter €s
antiszensz 690 bp
hosszu
3’fragmentum
pettnia bibe
specifikus S3

promoter

Kicsi viragok és a maghozo

képesség hianya.

DE
MARTINIS és

MARIANI
1999

P. syringae pv.
Phaseolicola PK2
ACC oxidaz és GUS
NtADH promoéter

Csak a gyokérben jelentkezd
csokkent etiléntermelés, torpe

fenotipus.

ARAKI et al.
2001

Brokkoli

Paradicsom
antiszensz ACC-

oxidaz

91%-al csokkent etilén

termelés.

HENZI et al.
1999

Repce

E. cloacea UW4
ACC deaminaz
kettos CaMV 35S

promoter

40%-al megnovekedett
csirazas, megduplazodott

biomassza mennyiség.

NIE et al. 2002
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Transzgénikus | Gén és
Eredmények Irodalom
novény promoter
99%-al csokkent etilén
Szensz és antiszens | termelés, csokkent
Alma alma ACC szintdz | gyiimdlcsméret, de koncentralt | GALLI et al.
CaMBYV 35S beltartalmi értékek a 2003
promoter legkevesebb etilént termeld
vonalakban.
95%-ban csokkentett
Alma antiszensz etiléntermelés, a transzgénikus | DEFILIPPT et
ACS1, ACS2, ACO | gyiimdlesok aroma Osszetétele | al. 2005
(észterek) negvaltozott.
Szensz és antiszensz
Kirte Krte ACC-oxidin Csokkent ACC szint a MURAYAMA
(LE-ACOI) transzgénikus hajtasokban. et al. 2003

2.8. A GENTECHNOLOGIA ALKALMAZASA A LAGYSZARU DiSZNOVENYEK
ERTEKMERO TULAJDONSAGAINAK JAVITASARA

A szegfli vilargszerte igen népszerli vagott virag. Vilagviszonylatban a
harmadik legkedveltebb (10 milliard szalat adnak el évente). Hazdnkban 1998-ban
kb. 180 ha-on termesztettek vagott viragot, ebbdl 72 ha-on szegfiit. 2003-ban a
viragtermesztés teriilete 220-240 ha volt, ebbdl 60-65 ha-t foglalt el a szegfii
(SZTOLAR 2004).

A szegfli szaporitdsa meriklonos modszerrel torténik. Szadmos virusa ismert,
amelyek a termés biztonsdgat veszélyeztetik, rdadasul a szegfii szaporitdsa soran
hianyzik a viruselimindld6 mag ¢életciklus. A szegfli mikroszaporitdsanak
technoldgidjanak korai, 1957-73 kozotti kidolgozasat a kovetkezd tulajdonsagok
tették lehetdvé: merisztémaja jol prepardlhatd, hajtadsa gyors novekedési, jarulékos

gyokérfejlodésre hajlamos, ezért kivaldé modellnévény a merisztématenyésztéses
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virusmentesités és  mikroszaporitdas tanulméanyozasara (MAROTI 1976,
JAMBORNE 1993, 2005).

A szegfl termesztésénél 15%-os veszteséggel lehet szamolni, amibdl nagy
hanyadot a tarolasi veszteség tesz ki. Tarolasi veszteséget okoz a bimbdk id6 elotti
kinyilasa, amit a tarold helyiségben feldusulo etilén gaz is eldidézhet. A szegfii
tipikusan etilénérzékeny novény, ezért az etilén mennyiségének csokkentése a
viragok kornyezetében mérsékli a tarolasi veszteséget.

A vagott virdgok nemesitdi els6sorban a sziromlevelek szinvaltozataira, a
virdgok szerkezetére és a vazaélethossz novelésére koncentraltak. A szegfii
tradicionalisan illatos virag, amelyet az eugenol nevl vegyiilet hatdroz meg (PRIEL
1999). A régi, koztermesztésben 1évé fajtdk illatanyagainak 85%-at eugenol
alkotja. Ugyanakkor a modern fajtdk eugenol tartalma nagyon kicsi, ezért nincs
illatuk (CLERY et al. 1999). A vazaélettartam novelését célz6 nemesités e fontos
illatkomponens mennyiségének csokkenését vonta maga utan, mert az illat és a
vazaélettartam kozott negativ korreldcid van. Ezt a megallapitast tdmasztja ala az,
hogy a virdgokban az illatanyag Osszetételében, igy az eugenol tartalom
meghatarozasaban szerepet jatszik a jazminsav €és a metil-jdzmonat, amelyek
indukaljak a viragok oregedési folyamatait (PORAT et al. 1995).

A géntechnologia Ujabb  nemesitési utakat nyitott meg a
diszndvénytermesztésben is. Olyan egygénes modositdsokat tett Iehetove,
amelyekkel a virdgok értékmérd €s esztétilai tulajdonsagait célzottan javitottak. A
vazaélettartam novelése c€ljabol transzformaltak a szegfiit ACC-oxidaz és szintaz
antiszensz ¢és szensz génnel (SAVIN et al. 1995, IWAZAKI et al. 2004,
FLORIGENE 1995). Kiilonleges szinvaltozatokat allitottak elé antiszensz csalkon-
szintdzzal transzformalt petinia (NAPOLI et al. 1990, BLOKLAND et al. 1993),
gerbera (ELOMAA et al. 1993), és a r6zsa (DOHM et al. 2005) esetében. Egyéb
értékmérd tulajdonsagokat javitottak tulipannal (WILMINK et al. 1995),
muskatlinal (U.S. Pat. No. 5.824.875), krizantétmnal (DOLGOV ¢és
MITIOUCHKINA 1995, DOLGOV et al. 1997, TAKATSU et al. 1999,
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MITIOUCHKINA ¢és IVANOVA 2000, CUI et al. 2003), liliomnal (HOSHI et al.
2004, BYUNGJOON et al. 2004), ¢és kardviragnal (KAMO et al. 2001, 2005)

transzgén technikaval.

2.9. A VAZAELETTARTAM MEGHOSSZABBITASANAK MODSZEREI

A vagott virdgok legfontosabb értékmérd tulajdonsaga a vazdban valod
eltarthatosdg 1idejének hossza (vazaélettartam), amelynek javitdsdra szdmos
modszert dolgoztak ki. A haziasszonyok kedvelt gyakorlata a cukros vizben tartés,
de a kereskeddk is alkalmaznak kiilonbozd kezeléseket. Ezek kozé tartozik az
alacsony, -0,5 - 0°C kozotti hdmérsékleten és 90-120 Pa nyomason valo tarolas, a
vagast kovetd meleg vizfiirddben &ztatds, vagy kémiai szereket adagolasa.
PARKER ¢és SMITH mar 1966-ban megfigyelte, hogy a széndioxid késlelteti az
Oregedést, azbéta is szamos tanulmény jelent meg a témdval kapcsolatban
(BUESCHER 1979, CHAVES ¢és TOMAS 1984, GORNY ¢és KADER 1994,
MATHOOKO 1996). Az eziist tioszulfatos kezelés megelézi az etilén
felhalmozodast (VEEN 1979, REID et al. 1980), ¢s igy lassitja a hervadast. A
nehézfémionok koziil a kobalt €s a nikkel képes megakadalyozni az ACC = etilén
atalakulast. Az eziist ion, a széndioxid és kalium-permanganat megkotik az etilén
receptorokat, vagy gatoljak az etilén reakciot. Az 1-metilciklopropén (1-MCP) és a
3,3-dimetil ciklopropén (3,3-DMCP) az etilén receptorokhoz kapcsolodva gatoljak
a jelatviteli mechanizmust (SISLER et al. 1996, ICHIMURA et al. 2002). Az
aminoetoxivinilglicin (AVG) és az amino-oxalecetsav (AOA) (FUJINO et al.
1980), az ACC-szintdz enzim mikodését gatolja, és igy blokkolja a SAM = ACC
atalakulast (BEYER 1976). A cikloheximid (CHX) fehérjeszintézis gatlo kezeléssel
szintén csokkenthetd a termelt etilén mennyisége (LIANG et al. 1996).
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2. tablazat: Az etilén mennyiségének ¢és hatasanak csokkentésére iranyulo
modszerek szegflinél, és ezek hatékonysdga a vazaélettartamra szamitott relativ

értekek alapjan

Relativ érték
22°C 4°C | Hivatkozas

Az etilénmennyiség
csokkentésének modszere

Transzformaci6 szegfii

antiszensz ACC-oxidaz 3-4 SAVIN et al. 1995
génnel

Transzformaci6 szegfii

antiszensz ACC-szintaz 12 Florigene Pty Ltd 1995
génnel

Aminooxal ecetsav 33 BOVY etal. 1999
Eziist tioszulfat 7,2 BOVY etal. 1999
Transzformacié

Arabidopsis efr 1-1 alléllal 16 | BOVY etal 1999

Keresztezés és szelekcid 13 ONAZAKI et al. 2001
HASSAN ¢és
1-MCP S GERZSON 2002

Transzformacio szegfii
ACC szintaz szensz és 5-7 IWAZAKI et al. 2004
antiszensz génnel

Transzformacid alma
antiszensz ACC-szintaz 6 VERES et al. 2005
génnel

A kezelések hatasara bekovetkezd vazaélettartam valtozés irodalmi adatai
nem voltak 0sszevethetok, mert egyes esetekben azt adtak meg, hogy hany nappal
viragzott hosszabb ideig a vizsgalt virdg, mas esetekben pedig, azt, hogy a kontroll

¢s a kezelt ndvény mennyi ideig viragzott. Ezért bevezettiik a relativ értéket, amit a
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kontroll és a kezelt virag viragzasa kozotti nap kiilonbozete ad meg. Ezen relativ
érték alapjan szegfli virdgoknal AOA kezeléssel 3 nappal (BOVY et al. 1999), 1-
MCP hatasara 5 nappal (HASSAN ¢és GERZSON 2002), eziist-tioszulfat kezelésre
7 nappal novekedett a vazaélettartam (BOVY et al. 1999).

A kémiai anyagok hasznalata terheli a kornyezetet, ezért mas modszerek
alkalmazasa célszerli. ONAZAKI ¢és munkatarsai (2001) keresztezésen alapulod
hagyomanyos nemesitési modszerekkel 13 nappal megndvekedett vazaélettartamu
novényeket szelektaltak.

Kornyezetkiméld modszernek tekintheté a géntechnologiai megkozelités.
Az antiszensz ACC-oxidaz gén (SAVIN et al. 1995, CHANDLER ¢és CORNISH
1995) 3-4 nappal, etri-1 gén (BOVY és munkatirsai 1999) 14 nappal, az
antiszensz DcACS1 gén (FLORIGENE) 12 nappal hosszabb vézaélettartamu
szegfiit eredményezett. IWAZAKI és munkatarsai szensz és antiszensz szegfiit ACC
szintdz génnel transzformaltak szegfli novényeket, melynek eredményeként 5-7

nappal hosszabb vazaéletet tapasztaltak (IWAZAKI et al. 2004) (2. tablazat).

2.10. A VIRAGOK OREGEDESELETTANA

A Dianthus caryophyllus fajt hosszu évek ota hasznaljdk modellnovényként a
virdgok Oregedés élettananak tanulmanyozéasara (COOK és VAN STADEN 1988;
REID ¢és WU 1992). A szegfli sziromlevelének 6regedése aktiv folyamat, amely
sok biokémiai ¢s ¢lettani valtozast foglal magéaba. A folyamatokat az etilén
szabalyozza. A sziromlevelek jellegzetes bepondorddést mutatnak az Oregedés
soran, ezt a bepondorddést késleltetni lehet, vagy meg lehet elézni, ha molekularis
modszerekkel gatoljuk az etilénszintézis prekurzoranak (ACC) atalakulasat etilénné
(SAVIN et al. 1995).

A legtobb novényfajnal az etilén gyorsitja a virdg és a viragzat oregedését. Az

oregedés két folyamatot jelent. Az egyik az abszcisszio, amikor nem kdvetkezik be
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hervadds, hanem a még duzzadt novényi részeket a ndvény ledobja a
megtermékenyitést kovetden. A madsik folyamat a hervadds, amikor passziv
vizvesztés kovetkezik be, ezaltal elhervadnak a virdgok. A disznovények Oregedés
kutatdsaban fontos, hogy melyik ndvény tartozik az abszcisszidt, és melyik a
hervadasi tendencidt mutatod csoportba. Az abszcisszidra hajlamos fajok (szarkaléb,
szellérozsa, begdnia, egyes rozsa tipusok), sokkal kevésbé etilén érzékenyek, mint
amelyek hervadnak. Az etilén inhibitorok, mint az STS gatoljak az etilén indukalta
parta abszcissziot (WOLTERING 1987, WOLTERING és VAN DOOR 1988). Az
endogén szabalyozza az oregedést azokban a novényekben (petunia, gylisziivirag,
muskatli, szegfii, alma ¢&s cseresznye), amelyek viragfejlddéskor vagy a
megtermékenyitést kovetden fokozdodo etilén termelést mutatnak (WHITEHEAD et
al. 1984, EVENSEN 1991).

A meg nem termékenyitett viragszerkezetek esetében nincs egyértelmii korrelacio
az etiléntermel6dés €és az abszcisszid kozott. Magrol szaporitott muskatli (P. x
hortorium) esetében csak alacsony szintli etilén termelést mértek a sziromlevelek
hervadésa soran, ezzel ellentétben a (P. x domesticum)-nal fokozott etiléntermelést
tapasztaltak (BROWN 1997). A megtermékenyitetlen ciklamen virdgok nem
érzékenyek az etilénre, és végiil vizet veszitve elhervadnak, ugyanakkor a
megtermékenyiilt virdgok etilén érzékenyek, ezért abszcisszioval valik le a még
duzzadt parta (HALEVY et. al 1984).

A levelekhez és a gyiimdlcsokhdz hasonléan a viragpartaban az abszcisszids zonat
olyan sejtek alkotjdk, amelyek kicsik, citoplazmatikusak €s hosszanti iranyban
megnyultak. A szabalyozas mégis eltér ezekben a szdvetekben. A levelek és
gylimolcsok abszcisszioja 12-48 oran 4t is tarthat. Mig a paradicsom gylimolcsé 4,
(ROBERTS et al. 1984), addig a partaé 1-2, a muskatli viragé pedig, 1 ora
(EVENSEN et al. 1993).
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2.11. GENEXPRESSZIO AZ OREGEDO SZEGFU VIRAGOKBAN

Az etilén az elsddleges novényi hormon, amiely a vagott szegfiiviragok
oregedését okozza (REID és WU 1992). Nagy mennyiségli etilén termelddik pér
nappal a teljes virdgzast kovetéen (MANNING 1986), par oraval a
megtermékenyités utdn (HAVE és WOLTERING 1997, JONES és WOODSON
1997, 1999/b), és azonnal kiilsé etilén kezelés hatasara (BOROCHOV ES
WOODSON 1989).

A megtermékenyités altal kivaltott dregedési folyamat rendkiviil dsszetett.
Azt mar tisztaztak, hogy a termékenyitést kovetéen jelmolekula koordinalja az
etilén termelodését, ami a bibébodl szallitodik at az ovariumba és a sziromlevelekbe.
Az ACC és etilénszint novekedése a kovetkezd sorrendben megy végbe a
megtermékenyitést kovetden: eldszor a bibeszalban, majd az ovariumban és végiil a
sziromlevelekben. Az etilén mennyisége és az ACC szint kezdetben a bibeszdj
teriiletén, de 24 6réval a megtermékenyités utan az alapi részen lesz a legnagyobb.
Az ACC-szintaz mennyisége korreldcidban van az etilén termeléssel a bibében ¢és a
sziromlevelekben, de érdekes modon ez nem mutathatdo ki az ovariumban, ahol
felhalmozodik az ACC, igy magas a szintje. ACC-szintdz hidnya a
megtermékenyitett ovariumban, magas ACC szinttel parosulva azt mutatja, hogy az
ACC a gynoeciumon keresztiil a sziromlevelekbe transzlokalddott és ott alakult at
az etilénné.

A Dbibe fontos szerepet jatszik a jelatviteli rendszerben (HAVE ¢és
WOLTERING 1997, JONES és WOODSON 1997, 1999/a). A megtermékenyitést
kovetden vizsgaltdk az ACC-szintdz és ACC-oxiddz gén expresszidjat. Etilén
termelésekor mind az ACC-szintdiz mind az ACC-oxiddz expresszalodott.
Génspecifikus probaval kimutattak, hogy a megtermékenyitett bibeszalban elészor
az ACS3 aktivitasat lehetett detektalni és a kozvetlen 1-MCP kezelés nem gatolta

az aktivitast.

34



Irodalmi attekintés

Az Oregedés alatt az ACC mennyisége €s az etilén szintje a termdtajban
elébb kezd ndvekedni, mint a sziromlevélben. HAVE és WOLTERING (1997)
mutatott ra arra, hogyha a sziromleveleket még az etilén termelés beindulésa eldtt
eltavolitjuk, akkor az eltavolitott sziromlevél élete meghosszabbodik. Ennek
ellenére jelentek meg olyan publikdciok, amelyek szerint a termdtdj eltavolitasa
nem eldzte meg a sziromlevelek Oregedését a vizben tartott vagott viragoknal
(WOODSON ¢és BRANDT 1991), és a vazaélettartam azonos volt azokban a
ndvényekben, mint amelyekbdl nem tavolitottak el. Ezt az ellentmondast KOSUGI
¢s OHASI (2000) oldottak fel. A termdtaj eltavolitidsa utdn egyes virdgoknal
hosszabb, masoknal rovidebb vazaéletet tapasztaltak. Azoknal a virdgoknal,
amelyekbdl csipesszel tavolitottdk el a termdtdjat, az ovarium és a magbuga
illeszkedésénél, a vazaélet hosszdban nem tapasztaltak kiillonbséget. Azoknal a
viragoknal azonban, ahol kézzel tavolitottadk el a termdtdjat az egész ovarium
szovettel egyiitt, 10 nappal hosszabb vazaéletet kaptak a kontrollhoz képest. A 10
nap eltelte utan a sziromlevelek bepdndorddés nélkiil megbarnultak és elszaradtak.
A kezelt viragok alig érték el a 14%-os tomegcsokkenést, mig a kontrollnal ez 59%
volt, tehat maga a természetes Oregedési folyamat, a vizvesztéses hervadas a
bepondorodott szirmokkal elmaradt. Sem etilén termelést, sem DcACS1 ¢és
DcACOI aktivitast sem tudtak kimutatni. Az ABA, IAA és ACC kezelés hatasara
sem jelentkeztek az Oregedés tiinetei, annak ellenére, hogy ezek a hormonok
stimulaljak az etilén termelését (MAYAK ¢és DILLEY 1976, RONEN és MAY Ak
1981). Etilén kezelés hatasara mind az ACC-szintdz, mind az ACC-oxidaz gén
expresszalodott, és megindult az autokatalitikus etilén termelés (SHIBUYA et al.
2000).

A sziromlevél hervaddsa szoros Osszefiiggést mutat a cisztein-proteinaz
(CPase) gén expressziojaval. A CPase egyike azoknak az enzimeknek, amelyek a
sejtosszetevok hidroliziséért, ezaltal a sejt halaldért feleldsek az oOregedd
sziromlevélben. A CPase gén miikddése, a természetes és a megtermékenyitéssel

kivaltott vagy a kiils6leg adagolt etilén indukalta sziromlevél dregedés alatt, végig
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szabalyozva van (JONES et al. 1995). Exogén etilén adagolas esetében a CPase
transzkriptum felhalmozodik és bekovetkezik a hervadas. A proteindz aktivitds mar
a sziromlevelek teljes kinyildsa el6tt kimutathatdo, az etilén termelés
meginduldsakor minimalisan visszaesik, majd az etilén szint intenziv ndvekedését
kovetve meredeken emelkedik. A DC-CPIn (CPase inhibitorgén) megakadalyozza
a DC-CP1 megnyilvanulasat (KOSUGI et al. 2000). KOSUGI és munkatérsai
(2000) azt is bebizonyitottak, hogy az ACC-szintdz és ACC oxidaz expresszidja
mashol szabalyozott, mint a CPase-¢ (KOSUGI et al. 2000). Teljes viragzasban a
DC-CPIn mRNS a levélben és a hajtasban is kimutathatd, de az mRNS szint joval
magasabb volt a sziromlevélben és a bibeszalban, mint a tobbi szdvetben
(SUGAWARA et al. 2002). Exogén etilén adagolds hatdsidra a sziromlevél
oregedése folyaman a DC-CPIn folyamatosan csokkent, mig a DC-CP1 a hervadas
kezdetéig ugrasszeriin nétt, majd kissé csokkent, ezutan végig jéval magasabb
szinten maradt, mint a DC-CPIn. Az ovariumban és a bibeszalban nem volt
szignifikans szintvaltozas, sem a DC-CP1 sem a DC-CPIn esetében, ami arra utal,
hogy a DC-CPIn-nek védé szerepe van a DC-CP1 kéros hatdsaval szemben, az
ovarium ¢és a bibeszal szovetek épségét biztositja az dregedés folyamata alatt. A
CPase mellett lipadz enzim is részt vesz a sziromlevelek hervaddsanak folyamataban
(HONG et al. 2000).

Etilénre nem érzékeny Arabidopsis mutdnsokat vizsgalva azonositottak olyan
géneket, amelyeknek szintén szerepe van az Oregedés ¢és a hervadas
szabalyozasaban (MULLER és STUMMAN 2003). Ezek a mutdns ndvények etilén
kezelés hatasara sem mutattak az egyébként jellemz6 ,,hdrmas valaszt”. Napjainkig
vélhetdleg 5 etilén receptor géncsaladot azonositottak az Arabidopsis-ban,
amelyekhez két alcsalad tartozik. Az 1-es alcsalad tagja az ETR1 és ERS1, mig a 2-
es alcsaladot az ETR2, EIN4, és ERS2 alkotja (CHANG et al. 1993). Szamos
molekulat azonositottak melyek részt vesznek az etilénvélasz szabalyozasaban.
Ilyen molekula a CTRI1, amely negativan szabédlyozza az etilén-véalasz utvonalat.

Az EIN3 (Ethylene-Insensitive3) gén episztatikus az ETRI a CTR1 és az EIN2-vel
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szemben. Az ETRI1 és EIN3 mutansok csokkent etilén-valaszt mutatnak (CHAO et
al. 1997). Szegfiibdl is izolaltak egy EIN3 fehérjeszerli molekulat, amelyet DC-
EIL1-nek neveztek el. Az aminosav szekvencidja 49, illetve 52%-0s hasonlosagot
mutatott az Arabidopdis EIN3-hoz és a dohany TEIL-hez (WAKI et al. 2001,
IORDACHESCU ¢s VERLINDEN 2005). A sziromlevelek oregedése kozben,
exogén etilén adagolas hatdsara vagy abszcizinsavas kezelésre, a sziromlevelekben
csokken a DC-EILI transzkripcidja. Ez ellentétes folyamat az Arabidopsis EIN3-
nal (Chao et al. 1997) és a dohdny TEIL-nél tapasztaltakhoz (KOSUGI és OHASI
2000) képest.

2.12. TRANSZGENIKUS SZEGFU ELOALLITASA

A transzgénikus ndvények eldallitdsanak alapfeltétele hatékony
regeneracidos rendszer megléte. A szegfiire kidolgozott regeneracios rendszerek
kiilonbozdé explantumokon alapulnak. A kiinduldsi novényrész lehet honaljriigy
(MILLER et al. 1991), kallusz (ENGVILD 1972, PETRU ¢és LANDA 1974,
EARLE és LANGHANS 1975, KALLAK et al. 1997), levél (VAN ALTVORST et
al. 1992, 1994, 1995, MESSEGUER et al. 1993, NONTASWATSRI et al. 2002),
merisztéma (SHABDE ES MURASHIGE 1977), nédusz (NONTASWATSRI et al.
2002, 2004), szar (LU et al. 1991, NUGENT et al. 1991, ZUKER et al. 1995, 1997,
1999), és sziromlevél (LU et al. 1991, NUGENT et al. 1991, FISCHER et al. 1993,
MESSEGUER et al. 1993, NAKANO et al. 1994, MATRAI et al. 1995, VAN
ALTVORST et al. 1996).

Transzgénikus szegfli eldallitasa céljabol noduszokbol kindulva *Improved
White Sim’ fajta esetében ZUKER et al. (1995) 83-86%-0s hajtasregeneracios
eredményt kapott. Agrobacterium-os transzformaciét kdvetdéen sziromlevélbol 2-
79%, intern6duszbol 8-64%, levélbdl pedig, 41-97%-os regeneracios
hatékonysagrol szamolt be MIROSHICHENKO és DOLGOV (1999, 2000). VAN
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ALTVORST et al. (1995) levélbdl kiindul6 transzformaciét kdvetden *Improved
White Sim’ (IWS) fajta esetében 15,8+1,9 % hajtasregeneracios eredményt kapott.
5 szegfiifajta regeneracids eredményeit vizsgalva megallapithat6 volt, hogy 4 fajta
koztik az IWS eredményei azonosnak tekinthetdk, de egy fajtdnak a Diantininak
csak 4,7% volt a regeneracidja.

Eleinte elsdsorban marker- és riporter géneket hordoz6 transzgénikus
szegfiit allitottak eld (LU et al. 1991, VAN ALTVORST et al. 1995, 1996, ZUKER
et al. 1995, 1999, MIROSHINCHENKO ¢és DOLGOV 2000). Hasznos gén
bevitelére eddig 6 esetben kertilt sor (3. tablazat). Szegfii antiszensz ACC-oxidaz
(SAVIN et al. 1995, CHANDLER ¢és CORNISH 1995), szegfli antiszensz ACC-
szintdz (Florigene 1995 PR-19), szegfi ACC szintdz szensz és antiszensz
(IWAZAKI et al. 2004) és Arabidopsis etri-1 (BOVY et al. 1999) génnel a
vazaélet meghosszabbitasa volt a cél. A virdgszin kialakitasaért kétféle pigment
felelds, a flavonoidok és a karotinoidok. A karotinoidok adjak a sarga ¢és a
narancssarga kiilonbozd arnyalatait. A flavonoidok koz¢ tartoznak az antocianinok
(kék), a cianidok (piros €s roézsaszin) és a pelargonidok (narancsarga és téglavoros)
(HELARIUTTAY et al. 1993). Petinia DFR (dihidroflavonol-reduktaz) génnel
transzformalt szegfii (Florigene PR-28) esetében lila, ibolya, és malyvaszini
sziromleveleket kaptak. Gombabetegségekkel szemben rezisztens szegfiiket is
eléallitottak (Florigene 1999 PR-84), de az adatokat még nem publikaltak, csak a
szabadalmat (PR-84).

A Florigene vallalat f6 célja a kék szin kiilonb6z6 valtozatainak eldallitasa.
A transzgénikus novényeket tobb éven keresztiil tesztelték a kornyezeti
rizikotényezOk szempontjabol. A transzgén genetikailag stabilnak bizonyult, a
mikroszaporitas soran sem veszett el. A pollen kozvetitette atkeresztez6dés mas
fajokkal szinte kizarhatd. A termesztett szegfii gyakorlatilag himsteril, ha mégsem,
akkor is nagyon kevés pollent termel. Ezt a kevés pollent rovarok vihetnék at egyik
novényrdl a masikra, de rovarhal6 hasznalataval a zart térben termesztett szegfiinél,

ez kikiiszobolhetd. A szegfli 6 hét alatt érleli meg a magjat, mivel azonban a vagott
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szegfii ¢élettartama maximum 4 hét, igy maggal sem ,,szokhet meg” a gén. Még
sosem tapasztaltak vadon ¢él6 Dianthus fajok kozotti atkeresztezddést

(www.Florigene.com).

3. tablazat: A szegfl transzformacidja soran elért eddigi eredmények

Transzgén | Prométer | Markergén | Promodter | Tulajdonséag Hivatkozas
Hosszabb vazaélet FLORIGENE
DCACS CaMV 35S | surB CaMV 35S
Herbicid tolerancia | PR-19
szinvaltozat FLORIGENE
Dfr Mac-1 surB CaMV 35S
Herbicid tolerancia | PR-28
szinvaltozat FLORIGENE
hfl psCHS surB CaMV 35S
Herbicid tolerancia | PR-28
FLORIGINE
? ? ? CaMV 35S Gomba rezisztencia
PR-84
SAVIN et al.
ACO Mac-1 nptll CaMV 35S Hosszabb vazaélet 1995
CaMV 35S BOVY et al.
etr 1-1 GUS-A FBP1 Hosszabb vazaélet
és FBP1 1999
IWAZAKI et
DCACS CaMV 35S | nptl] CaMV 358 Hosszabb vazaélet L 2004
al.

surB = acetolaktat-szintaz (klorszulfuron tolerans Nicotiana tabacum), dfr =
dihidroflavon-reduktaz (Petunia hybrida), DCACS = antiszensz ACC-szintaz (Dianthus
caryophyllus), CaMV 35S = karfiol mozaikvirus 35S konstitutiv promoéter, mac-1=
konstitutiv promoter (Agrobacterium tumefaciens), ACO = antiszensz ACC-oxidaz
(Dianthus caryophyllus), nptIl = neomicin foszfotranszferaz (kanamicin rezisztencia E.
coli), FBP1 = viragspecifikus promoter, (Petunia hybrida) etr 1-1 = mutans (etilén
k6zombos) allél (Arabidopsis thaliana), hfl = flavonoid hidroxilaz (Petunia hibrida),
psCHS = sziromlevél specifikus csalkon-szintdz promoter (Anthirrhinum majus), GUS-A

= B-D-gliikkuronidaz gén (E. coli)
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2.13. AZ ETILEN GATLASANAK HATASA A HAJTASREGENERACIORA

Megfigyelték, hogy az eziist nitrdt adagoldsa a taptalajban fokozza a
hajtasfejlodést burgonydban (TURHAN 2004), a ndvekedés mértéke erdsen
valtozik eziistnitrat hatasdra (TREVISON ¢és MENDES 2005). Azt az eredményt
kaptak, hogy BA (benziladenin) és eziistnitrat egyiittes adagolasa a taptalajba nem
okozott szignifikdns valtozast fejlodott hajtdsok szdmaban, de ha TDZ-vel
(tidiazuron) egylitt adagoltdk az eziistnitratot, akkor 20%-r61 35%-ra nétt a hajtasok
regeneracios hatékonysaga. FARIA és SEGURA (1997) szintén a hatdsregeneracio
javulasat tapasztaltadk a golgotavirdgnal, de 6k nem vizsgaltak, hogy a kiilonb6z6
hormonok és az adagolt eziistnitrat hajtasregeneraciot gatlo hatdsa kézott milyen
munkatarsai  (1997) is tapasztaltdk eziistnitrat és kobaltklorid taptalajba
adagolasaval. Edesburgonya novényeken végzett hajtisregeneracios kisérleteik
soran GONG ¢és munkatarsai (2005) szintén tapasztaltdk az ezlistnitrat
hajtasregeneraciot noveld hatasat, amit 73,3%-ra sikeriilt novelniik levélbol
kiindulva. Megallapitottak, hogy az etiléninhibitor hasznélata erésen szovetfiiggo,
mert a legjobb regeneracios eredményt szarbol kiinduld hajtasregeneracional értek
el (86%), amikor csak NAA-t alkalmaztak eziistnitrat nélkiil. Eziistnitrat,
aminoethoxyvinylglycine hajtasregeneraciot fokozo hatdsdnak szovetfiiggését
mutattadk ki NAIK és CHAND (2003) granatalmaban (Punica granatum), ahol a
sziklevélbdl  kiindulé hajtasregeneracional tapasztaltdk a megnovekedett
regeneracidt, mig a hipokotilbol kiinduldé regeneracional nem volt szignifikdns
kiilonbség. Kinai kel (Brassica rapa ssp pekinensis) hajtasregeneracios kisérletek
soran a kiilonb6zé hormonkombinaciokat (BA, NAA) és az eziistnitrat hatdsat
vizsgaltak a sziklevél és a hipokotil explantumoknal. Hormonmentes taptalajon 4,5

mg/l eziistnitrat adagolasakor 18% volt a regeneracid, mig 5 mg/l BA és 0,5 mg/l
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NAA hormonkombinaciéval, eziirtnitrat adagoldsa nélkiil kaptdk a legjobb
regeneracids eredményt (40%)(YANG et al. 2004).

Transzgénikus krizantém internodiumokbol kiindulé hajtasregeneracios
rendszerének kidolgozasakor is az ezilistnitratot tartalmazo regeneracios taptalajnal
tapasztaltdk a legjobb regeneracios széazalékot (XIAOHAN et al. 2003).
Eziistnitratos  taptalajkiegészités  hatasara  bekovetkezd  hajtasregeneracio
novekedését tapasztaltdk még gyapotnal (OUMA et al. 2004), karfiolnal
(ZOBAYED et al. 1999), a papajanal (LAI et al. 1998), és Virginiai
foldimogyoronal (AYLIN et al. 2005). ORLIKOWSKA ¢és munkatarsai (1996)
arrdl is beszamoltak, hogy nemcsak a hajtasregeneraciot novelte a taptalajhoz
Agrobacterium feliilfertdzését is csokkentette, igy javaslatuk alapjan a gyakran
fitotoxikus cefotaximot vagy carbenicillint ezzel a moddszerrel ki lehet valtani

(ORLIKOWSKA 1996).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. NOVENYANYAG

3.1.1. Noévényregeneracios kisérletekhez felhasznalt szegfii fajtak

Steril hajtastenyészetekben a kovetkezd fajtakat kaptuk az Obuda Kertészettdl
(1039 Budapest Kiralyok utja 226)

’Bibor®” Obuda Kertészet (Dianthus caryophyllus), bibor

"Improved White Sim’ (Dianthus caryophyllus), fehér

A kovetkezd, a kereskedelemben, mag formajaban kaphatd szegfii fajtakat
hasznaltuk fel:

Dianthus chinensis, szinkeverék

Dianthus chabaud szegfii, r6zsaszin (Dianthus caryophyllus)

Chabaud szegfli (Reine rose vit.), sotétrozsaszin (Dianthus caryophyllus)

Grenadin szegfli ("Grenadin nelke’), szinkeverék (Dianthus caryophyllus)

Chabaud szegfii (Marie chabaud), sarga (Dianthus caryophyllus)

Nizzai szegfii ("Nizzaer Kind Nelke’), fehér (Dianthus caryophyllus)

3.12. A hajtasregenerdcio 6sszehasonlitasahoz felhasznalt novényanyag

’Bibor®” Obuda Kertészet

e ACC-szintaz antiszensz génnel transzformalt névények (CCA)

e GUS gént tartalmazé vektorral transzformalt novények (GUS);

e Az Agrobacterium-os fertézést kivéve a transzformacid lépésein atesett

kontroll ndvények (K)
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e Tehénbab tripszininhibitor gént tartalmazé vektorral transzformalt
novények (pCpTi) (eldallitotta Vizér Orsolya, 2000)
e Szénhidrat-bioszintézisben modositott transzgénikus novények (Fru-2,6-

P,-az, 6-PF-2-K) (eldallitotta SzOke Antal, 2000)

3.1.3. Transzformdciohoz felhasznalt novényanyag
"Bibor®’ Obuda Kertészet in vitro hajtasok levelei

3.1.4. Etilentermelés méréséhez és a vazaélettartam meéréséhez felhasznalt
novenyanyag

’Bibor®’ Obuda Kertészet:
e ACC-szintaz antiszensz gént tartalmaz6 transzgénikus novények (CCA)
e GUS gént tartalmazo6 transzgénikus novények (GUS)
e Az Obuda Kertészetben szaporitott és nevelt kertészeti kontroll nvények
(KK)
o Az Agrobacterium-os fertézést kivéve a transzformacié lépésein atesett

kontroll ndvények (K)

3.1.5. Toreési kisérletekben felhasznalt fajtak

’Bibor®’ Obuda Kertészet:
e ACC-szintaz antiszensz gént tartalmaz6 transzgénikus novények (CCA)
e Az Obuda Kertészetben szaporitott és nevelt kertészeti kontroll nvények
(KK)
Improved White Sim’:

e Az Obuda Kertészetben nevelt és szaporitott kertészeti kontroll novények

(IWS)
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3.2. NOVENYANYAG SZAPORITASANAK, FENNTARTASANAK, NEVELESENEK
MODSZERE

3.2.1. A magvak fertotlenitése

A ndvényregeneracidos kisérletekhez kereskedelmi forgalomban kaphat6
vetdémagokbol (3.1.1 fejezet) inditottunk tenyészeteket. A magvakat 70%-os
alkoholban 1 percig aztattuk, majd 3:1 aranyu viz:Na-hyipoklorit (HYPO) oldatban
30 perces razatas utan steril vizben haromszor 2 percig mostuk. A steril magvakat
MS (MURASHIGE ¢és SKOOG 1962) taptalajra helyeztiik.

Az Obuda Kertészet sajat nemesitésti, illetve hajtastenyészetekben fenntartott
fajtait bocsatotta rendelkezésiinkre. Az *Improved White Sim’ gyakran alkalmazott

modellndvény, mig a *Bibor®’ illatos, de torésre hajlamos szegfiifajta.

3.2.2 A novények mikroszaporitisa

A fejlédd hajtasokat 4 hetente szikével ugy daraboltuk fel, hogy minden
darabhoz 3 levélpar tartozzon, a szarszegmentumokat fiolaba, szilard MS téptalajra
(7 ml) helyeztiik. A tenyészeteket fényszobaban 22+2°C-on inkubaltuk ,,cool-
white” fluoreszcens fényben (40 W-os Tungsram fénycsovek) 16 6ras fotoperiodus

és 40 pEm’s™ fényintenzitas mellett.

3.2.3. Hajtasregeneralas

A novényregeneracid kiinduldsi explantuma levél és sziromlevél volt. A
levélbdl kiindulva VAN ALTVORST és munkatérsai (1994), mig a sziromlevélbdl
NAKANO ¢és munkatarsai (1994) modszerével regeneraltunk névényeket.

A hajtasregeneracio 4 hetes in vitro fenntartott, steril novények levelébdl
indult ki. A leveleket a szarrél csipesszel ugy tavolitottuk el, hogy az alapi rész egy

darabja is rajta maradjon. A leveleket 1 mg/l BA, 0,2 mg/l NAA hormont
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tartalmazo szilard MS taptalajra (20 ml) petricsészébe helyeztiik. A 4-5 hét mulva
fej16d6 hajtasokat hormon nélkiili MS taptalajra raktuk at.

A sziromleveleket zart bimbokbdl preparaltuk ki. A bimbok felszinét
Tween 20-at (5 ml/l) tartalmazo6 steril vizben mostuk, majd 1 perces 70%-0s
alkoholos mosassal fertdtlenitettiik, amit 3:1 ardnya viz:Na-hipoklorit oldatban
torténd 20 perces rdzatds kovetett, ezutdn haromszor steril vizben atmostuk az
explantumokat. A bimbdk sterilezését kovetden csipesszel -eltavolitottuk a
lepelleveleket €s a kiilsé virdgszirmokat. Petricsészébe az 1 mg/l BA-t és 0,2 mg/l
NAA-t és tartalmaz6 szilard MS taptalajra (20 ml) a bels6, ekkor még fehér vagy

szintelen sziromleveleket helyeztiik ra.

3.2.4. A hajtasregenerdcio hatékonysaganak osszehasonlitdsa

A hajtasregeneraciét mas, az etilénbioszintézis szempontjabol semleges
génekkel (Fru-2,6-P,-az, 6-PF-2-K, pCpTi) transzformalt Bibor’ ndvényeknél is
megvizsgaltuk. Minden egyes tipusbdl (CCA, GUS, pCpTi, Fru-2,6-P,-4z, 6-PF-2-
K, K) 200 levelet helyeztiink ra a hormont tartalmazé (1 mg/l BA+0,2 mg/l NAA)
MS taptalajra (4. tablazat).

Hormonmentes MS  téptalajon is elvégeztik a  hajtadsregeneracio
Osszehasonlitasat. Ebben az esetben a kontroll, nem transzformalt szegfiik szarairol
300 db, az ACC antiszensz génnel transzformalt ’Bibor’ szegfiikbdl, pedig 900
levelet gytijtottiink a hajtasregeneralas modszerében leirtak szerint.

Minden vegboxba 10 transzformalt és 10 nem transzformalt levelet helyeztiink,
hogy a taptalajhatast kikiiszoboljiik az értékelés soran. A kisérletet 3 ismétlésben

végeztiik el.
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4. tablazat: A hajtasregeneracid 6sszehasonlitdsdhoz, a kiilonbozo taptalajokra

helyezett névénymintak (CCA, GUS, pCpTi, Fru-2,6-P,-4z, 6-PF-2-K, KK)

MS taptalaj MS taptalaj+
Img/l BA+0,2
Novényminta
y Hormonmentes mg/l NAA
ACC antiszensz génnel tarnszformalt *Bibor’
900 200
(CCA)
GUS génnel transzformalt *Bibor’ (GUS) 200
Tehénbab tripszininhibitor génnel 500
transzformalt *Bibor’ (pCpTi)
Szacharoz termelésben modositott
200
transzgénikus *Bibor’ (Fru-2,6-P;-4z)
Keményitd termelésben modositott 200
transzgénikus *Bibor’ (6-PF-2-K)
Nem transzformalt kontroll *Bibor’ (K) 300 200

3.2.5. A novények nevelése iiveghdzban

A 8 hetes hajtasok gyokerei koziil vizzel kimostuk a taptalaj maradvanyait.
Mivel a novények gyokerei egyrészt még tul gyengék voltak, masrészt a kimosas
soran megsériiltek, a szegfliket talajba iiltetés eldtt 3 hétre vizkultirédba helyeztiik.
A gyokér fejlodésének serkentésére hormonkészitménybe (Incit-2 Bioplant,
Szentendre) martottuk. A gydkeres novényeket kezdetben 1:2 aranyban perlitet és
tézeget tartalmazo foldkeverékbe iiltettiik. A megfeleld tapanyagellatds érdekében
lassan lebomlé miitragyat adtunk, majd a talaj kémhatasat (5,7-6,5 pH) Futorral
(Bioplant, Szentendre) allitottuk be. A ndvényeket fényszobaban neveltiik 20°C -
on, napi 16 oras megvilagitdsban. Az iliveghdzba keriilés el6tt ujbol atiiltettiik a
ndvényeket vizben aztatott Jiffy-7 (perlit+tézeg) tdpkockaba, 2-3 hét mulva a
tapkockakat tiveghazban foldbe iiltettiik ki (2. abra).
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2. abra: Az Obuda Kertészet tiveghazaba kiiiltetett novények (2001. aug. 21.).

3.3. TRANSZFORMACIORA ALKALMAZOTT VEKTOR

A transzformdciora hasznalt ACS c¢DNS-t KISS ¢és munkatarsai (1995)
izolaltdk MclIntosh almabol (MdACS2 — génbanki szdma: U73815). RNS
izolalas és cDNS szintézis utdn a cDNS templatot olyan ACC-specifikus
degeneralt primereket (BOTELLA et al. 1993) alkalmazva amplifikaltak PCR
technikaval, amelyek tobb ndvényfajban konzervativ régionak bizonyultak. A
PCR egy 1,1 kb nagysagia DNS-t eredményezett, amelyet klonoztak, majd az
inszertet szekvenaltak. Azt, hogy a kapott cDNS valdéban az ACC-szintaz
géncsalad tagja tovabbi szekvendlassal bizonyitottdk. Transzformaciéra
alkalmas vektort (4. abra) szintén KISS és munkatarsai (1995) allitottak eld, az
inszertet szubklonozasi 1épésekkel pBI121-es vektorba épitették be antiszensz
orientacidban (3. abra).

Transzformacioés kisérleteinkben LBA4404-es Agrobacterium tumefaciens torzset

hasznaltuk fel, amelybe ’triparental mating’ modszerrel juttattuk be a vektort.
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3. abra Az ACC-szintaz cDNS fragmentum antiszensz orientacioji
klénozéasa a pBI 121 bindris vektorba.

<_HH - - HIl—<]

LB  nos-pro nptll nos-ter CaMV 35S CCA nos-ter RB

4. abra: A transzformaciohoz alkalmazott binaris vektor felépitése (LB:
baloldali hatarszekvencia, nos-pro: nopalin-szintdz promoter, nptll:
neomicin-foszfotranszferaz markergén, nos-ter: nopalin-szintaz gén

3’régioja, CaMV35S: karfiol mozaik virus 35S RNS promotere, CCA:
antiszensz MdACS2 cDNS, RB: jobboldali hatarszekvencia).
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3.4. A MOLEKULARIS TRANSZFORMACIO

Kisérleteink soran két, Agrobacterium tumefaciens kozvetitette, transzformacios

modszert hasonlitottunk dssze. A transzformaciot megelézden 3-4 nappal, a —70°C-

¢DNA
ACS
1.1kb

5. abra: A transzformacio vazlata

on tarolt Agrobacterium torzseket
szilard LB taptalajra (10 g/l trypton, 5
g/l élesztd, NaCl 5 g/l agar 18g/1)

szélesztettik, amely 50 mg/l
kanamicint tartalmazott, majd 28°C -
on inkubdltuk 24 oran keresztiil. A
kin6tt telepekbdl
lombikokban 28°C-os vizfiirddben

Erlenmeyer-

folyékony tenyészeteket inditottunk.

A YEP taptalaj (10 g/l élesztd
extraktum, 10 g/l pepton, 5 g/l NaCl,
pH 7,0) szintén 50 mg/l kanamicint
tartalmazott. Transzformdaciora az
0D600=0,5 denzitasi értéket elért
baktérium

tenyészeteket

alkalmaztunk.

A transzformacid el6tt 5 6raval a szuszpenzidhoz 0,1 mM acetosziringont (100 mM

torzsoldat DMSO-ban oldva) adtunk. Az acetosziringon a természetben is

eléforduld olyan jelmolekula, amely a sebzéskor keletkezik ¢és eldsegiti az

Agrobacterium sejtbe jutdsait (MELCHERS 1989).

A transzformacidohoz mindkét esetben 3-4 hetes hajtasok leveleit hasznaltuk

ugyanugy, ahogyan a hajtasregeneracios kisérletekben (3.2.2 fejezet). A leveleket a

fert6zés eldsegitése érdekében tobb helyen megsértettiik, majd 25 ml folyékony
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MS téptalajt tartalmazo Erlenmeyer-lombikokba (20 db/lombik) helyeztiik és 5 ml
baktérium szuszpenziot (OD600=0,5) adtunk hozza (5. abra).

HORSCH et al. (1988) modszere alapjan a lombikokat sotétben 3 napon
keresztiil razattuk, majd a leveleket 3-szor steril 500 mg/l cefotaximot tartalmazo
desztillalt vizben kimostuk és szilard 1 mg/l BA-t, 0,2 mg/l NAA-t, 50 mg/l
kanamicint és 500 mg/l cefotaximot tartalmaz6é MS taptalajra helyeztiik.

VAN ALTVORST et al. (1995) médszere alapjan a lombikokat 30 percen
keresztiil rdzattuk, majd szilard 1 mg/l BA-t, 0,2 mg/l NAA-t és 0,1 mM
acetosziringont tartalmaz6 MS taptalajra helyeztiik a leveleket. A fertézés 10 napon
mosast kovetden szelektiv MS téaptalajra helyeztiik at, ami 1 mg/l BA-t, 0,2 mg/l
NAA-t, 150 mg/l kanamicint és 500 mg/I cefotaximot tartalmazott.

A leveleken megjelend hajtasokat (4-5 hét) levagtuk, majd 3 hetente
hormont (1 mg/l BA és 0,2 mg/l NAA) és kanamicint (150 mg/l) tartalmaz6, MS
taptalajra helyeztiik at. Felszaporitast kovetoen a 8 hetes hajtasokat gyokereztettiik,
majd Jiffy-7 tapkockaba iiltettiik.

Az ACC antiszensz génnel torténd transzformaldson kivil, GUS gént
tartalmazd vektorral is elvégeztiik a transzformaciot a fent leirt médon. Kontroll
novényeknél a transzformacidé minden 1épését végrehajtottuk, de Agrobacterium-os
szuszpenzid helyett folyékony MS taptalajt alkalmaztunk a razatdsnal, és a
leveleket nem szelektiv, hanem antibiotikum mentes, 1 mg/l BA-t, 0,2 mg/l NAA-t
tartalmaz6 szilard MS téptalajra helyeztiik.

Hasonl6 moédon tortént a Fru-2,6-P,-az, a 6-PF-2-K és a pCpTi géneket

hordoz6 Agrobacterium tumefaciens torzsekkel a transzformacio.
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3.5. DNS 1IZOLALAS

A kontroll novények 3-4 hetes hajtdsainak levelébdl, illetve a 150 mg/l
kanamicint tartalmazé taptalajon is z0ld hajtdsokat hozo ndvények leveleibdl
izolaltuk a DNS-t.

A DNS izoldldshoz AITCHITT et al. (1993) moédositott modszerét
alkalmaztuk. Roviden, dorzsmozsarban 1-3 g (maximum 5 g) friss levelet
cseppfolyds nitrogénnel finoman elporitottunk. Az elporitott anyagot
centrifugacsovekbe adagoltuk, 10-15 ml 20%-0s CTAB puffert adunk hozza. A
csoveket 65°C-on 1-2 6ran at inkubéltuk, mikdzben 10 percenként a csovek fol-le
forgatasaval oOvatosan Osszekevertik a mintdkat. Azonos térfogata fenolt
adagoltunk a csovekbe, ¢és a fazisok Osszekeverése érdekében 10 percig
rdzdasztalon razattuk. Ezutdn a mintdkat 12.000 percenkénti fordulatszammal 10
percig centrifugaltuk. A fels@ vizes fazist Ovatosan leontottiik vagy 10 ml-es
levagott végli pipettaheggyel leszivtuk tiszta centrifugacsébe. Ugyanezeket a
1épéseket ismételtiik meg eldszor fenol kloroform 1:1 aranyu keverékével, majd
kloroformmal. Mindkét esetben a vizes fazissal megegyezd térfogatot
alkalmaztunk. A vizes fazisbol azonos térfogatu izopropanollal kicsaptuk a DNS-t,
kdzben ovatos mozdulatokkal kevertiik 6ssze az oldatot. Ezt kdvetden 30 percig -
20°C-ra helyeztiik a csoveket. A mintakat 12.000 percenkénti fordulatszdmmal 10
percig centrifugaltuk. A csapadékot 200 pl ionmentes vizben oldottuk.

A feloldott csapadékot 1,5 ml-es centrifugacsdbe vittiik at, és 4 pl RNaz (10
mg/ml) oldattal 30 percig 37°C-on inkubdltuk a mintdkat. A DNS-t 0,1 térfogat 3
M-os natriumacetat és kétszeres térfogatu 96%-os etanollal csaptuk ki és 10 percig
centrifugéltuk 12.000 percenkénti fordulatszammal. A csapadékot kétszer 70%-os
etanollal mostuk, szdradni hagytuk, majd a teljes beszaradas el6tt a DNS-t 200-400

ul ionmentes vizben feloldottuk.
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3.6. MRNS 1ZOLALAS

Az izolalast 3-4 hetes hajtasok leveleibl a Dynal® elbirdasa szerint
hajtottuk végre (DYNAL kézikonyv 1998). 100 mg levelet folyékony nitrogénben
megfagyasztottunk. A fagyott leveleket 100 ul lizis pufferben (100 mM Tris-HCI,
pH 7,5; 500 mM LiCl; 10 mM EDTA, pH 8,0; 1% LiDS; 5 mM dithiothreitol)
olvasztottuk ki, majd mozsarban O6roltik addig, mig a teljes lizis be nem
kovetkezett (1-2 perc). A gyors lizélas kritikus pontja az izolalas sikerének. Az
elroncsolt sejteket 1 perces centrifugéldssal (12.000 percenkénti fordulatszammal)
tavolitottuk el, és 100 pl elékészitett novényi lizdtumhoz 20 pl eldmosott gyongyot
(Dynabeads Oligo (dT)25) adtunk. Az elegyet pipettaval fel-le szivtuk 10
masodpercig. A centrifuga csoveket rdzoasztalra helyeztik 5 percre, mig a
gyongyokhoz kapcsolodott az mRNS. Ezutdn a csoveket a magneses késziilékbe
helyeztiik, majd a feliiluszot eltavolitottuk. A magneses késziilékbdl kivettiik a
csoveket és 100 pul mosoépufferben (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,15 mM LiCl; 1 mM
EDTA, pH 8,0; 0,1% LiDS), szuszpendaltuk a komplexet. Ismét visszaraktuk a
magneses késziilékbe, és a keletkezd feliiliiszot eltavolitottuk. Ezt az utdbbi 1épést
6-7 alkalommal megismételtiik. Ezutan 100 pl mosopufferben (10 mM Tris-HCl,
pH 7,5; 0,15 mM LiCl; 1 mM EDTA, pH 8,0) szuszpendaltuk fel a komplexet. A
szuszpenziot 0 centrifugacsébe helyeztiikk, amit ismét a magneses késziilékbe
tettiink, a feliiluszot eltavolitottuk. Ezt kétszer ismételtiik. A kdvetkezd 1épésben
100 pl jégben tartott 10 mM-os Tris-HCI-t (pH 7,5) adtunk az elegyhez, és az RT-
PCR inditasaig jégen tartottuk. Az RT-PCR mix hozzdadasa eldtt a mintat 0jbol a

magneses késziilékbe helyeztiik és a feliiluszot eltavolitottuk.
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3.7.PCR

A PCR reakciokat GeneAmp 9700 (Perkin-Elmer) és iCycler (BIO-RAD)
késziilékekben végeztik 20 ul végtérfogatban. A reakcioelegy a kovetkezd
Osszetevoket tartalmazta: 10-20 ng templat DNS, 2ul 10 x reakcié puffer, 2 pl
dNTP (25 mM torzs oldat), 1,5 ul MgCl, (25 mM tdrzs oldat), 4 ul PCR primer-pér
(10 uM torzs oldat), 1,5 Unit Red-Tag DNS polimeraz (Sigma).

A PCR késziilék programja 94°C-on indult, amely hémérsékletet a mintak
behelyezését kovetden 2 percig tartott, majd 40-szer megismételte a kdvetkezd
1épésekbdl alld ciklust: 20 masodperc 94°C-on, 20 masodperc 48°C-on, majd 1
perc 30 masodperc 72°C-on. Az utolsé ciklust kdvetéen még egy 5 perces 72°C-o0s
polimerizacios 1épés kovetkezett, majd a mintak kivételéig 4°C-ra allt be a
késziilék.

A PCR reakci6 soran a 35 S CaMV promoter €s az antiszensz ACC-szintaz
kb 450 bp méretii szakaszanak felszaporitasdhoz az 5’-TTG AAG ATG CCT CTG
CCG AC-3’ és a 5°-CAT TGA AGA GTA ATG CTG GAC AC-3’sszetételt
primereket, (GALLI 2004), az nptll 503 bp hosszisagi fragmentumanak
amplifikalasahoz pedig, az 5'-CTG AAT GAA CTG CAG GAC GAG G-3’ ésa 5'-
GCC AAC GCT ATG TCC TGA TAG C-3° primereket (MAAS et al. 1997)

hasznaltuk.

3.8. RT-PCR

A PCR reakciokat GeneAmp 9700 (Perkin-Elmer) és iCycler (BIO-RAD)
késziilékekben végeztik 50 ul végtérfogatban. A reakcioelegy a kovetkezd
Osszetevoket tartalmazta: 10-20 ng templat RNS, 25 pl 2 x reakcié puffer, 1-1 pl
PCR primer-par 10 pM torzsoldatbol, 1 pl SUPERSCRIPT II RT/ Tag Mix
(GIBCO). Az nptll 503 bp hosszusagu fragmentumanak amplifikalasdhoz a 5'-CTG
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AAT GAA CTG CAG GAC GAG G-3’ és a 5'-GCC AAC GCT ATG TCC TGA
TAG C-3’ primereket (MAAS et al. 1997), a 35 S CaMV promoter és az antiszensz
ACC-szintaz kb 450 bp méretli szakaszanak felszaporitdsdhoz az 5°-TTG AAG
ATG CCT CTG CCG AC-3’ és a 5°’-CAT TGA AGA GTA ATG CTG GAC AC-
3’6sszetételli primereket (GALLI 2004) hasznaltuk.

A PCR késziilék programja: 50°C 2 percig cDNS szintézis, majd 94°C-on 2
perc, ezutan 40 cikluson keresztiil: 94°C 15 mésodperc, 55°C 30 masodperc, 72°C
1 perc, végiil 72°C 10 perc (KISS et al. 2000).

3.9. SOUTHERN HIBRIDIZACIO DIGOXIGENIN-JELOLT PROBAVAL

A hibridizéciohoz a probat a pBI121-es plazmid nptll génje szolgaltatta (4.
abra). Ehhez a pBI 121-es plazmidbol Ps¢I enzimmel vagtuk ki a gént (3. dbra). Az
ilyen moédon megemésztett DNS mintakat alacsony olvadasponti gélen futtattuk
meg, majd a kivant 1100 bp nagysagti DNS fragmentumot kivagtuk a gélbdl, és
kitisztitottuk (3.11 fejezet).

A jeldlést Boehringer-Mannheim (ROCHE) el6irdsa szerint hajtottuk végre,
a moddszer nem-radioaktiv digoxigenin jelolésen alapul (BOEHRINGER-
MANNHEIM PROTOKOLL 1999). A jelolni kivant DNS mintakat (5-10 pg)
forrasban 1évé vizben 10 percig denaturaltuk, majd rogton jégre tettiik. (A jeget
NaCl-al 6sszekevertiik a megfeleloen alacsony hodmérséklet biztositasa érdekében).
A jégen adtunk hozza 2 ul hexanukleotid keveréket, 2 ul ANTP-t amely tartalmazta
a digoxigeninnel jelolt dUTP-t is, steril vizzel feltoltottiik 19 pl-re, végil 1 ul
Klenow enzimet pipettaztunk hozza. Centrifugaval Osszekevertik és 37°C-on
inkubaltuk 20 6ran at. A reakciot 0,2 M EDTA (pH 8,0) hozzdadasaval allitottuk le.
Ezutan a jelolt DNS-t 2,5 ul 4 M-os LiCl-al és 7,5 ul eléhitott (-20°C) etanollal
csaptuk ki, a keveréket 2 orara -70°C-ra tettiikk. 4°C-on 12.000 fordulatszammal

centrifugaltuk, és a foliiliszot leontottik. A csapadékot 500 pl hideg 70%-os
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etanollal kimostuk és ijbol 5 percig centrifugéltuk, majd megszaritottuk és 50 ul
TE1 pufferben (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) oldottuk fel.

A hibridizacioval azonositani kivant DNS mintékat (30-40 ng) az 1%-os

agardz gélrdl Southern blot technikaval vittiik fel a membranra (SAMBROOK et
al. 1989), 15-16 oran keresztiil folytattuk a kapillaris transzfert. A blottolashoz az
ACC antiszensz génnel transzformalt szegfli DNS-ek nprll-specifikus primerekkel
kapott PCR termékeivel megfuttatott gélt hasznaltuk fel. A nylon membran
megszaradasa utan 5 perc UV-vel rogzitettilk a DNS-t.
Az eldhibridizacidhoz a membranokat 0,25 mg/ml denaturdlt heringspermat
tartalmazo hibridizacids pufferrel (10x-es SSC 500 ml; 10%-os BSS: 10%-os
blokkolo reagens 0,1 M malein sav, 0,15 M NaCl, pufferben (pH 7,0) oldva 100 ml
10%-o0s SDS, 2 ml 10%-o0s Na-lauroylsarcosine 2 ml (20 ml/100 cm?) feltoltott
dobozokba helyeztiik és 68°C-on 1 oOrdn keresztiil razattuk iigyelve, hogy a
membran ne ragadjon {6l a doboz falara. Ezutan el6hibridizacios puffert kicseréltiik
a jelzett DNS-t tartalmaz6 hibridizéacios pufferrel (26 ng/ml), és 68°C-on 6 oran at
inkubéltuk a membranokat.

A filtereket 2 X SSC, 0,1%-0s SDS (50 ml/100 cm® membran) oldatban 5
percig szobahdémérsékleten razattuk, mindezt kétszer megismételtilk. A membran
mosasat 0,1 X SSC; 0,1 %-os SDS oldatban folytattuk 68°C-on kétszer 15 percig.
Végiil szlirdpapiron megszaritottuk.

A detektalashoz 20 ml moso pufferes (0,1 M malein sav; 0,15 M NaCl; pH
7,5 + Tween 20 (0,3 térf.%) mosast alkalmaztunk 5 percen keresztiil, majd (100
ml/100 cm® membran) puffer IL.-ben (BSS:10 térf.%-os blokkold reagens 0,1 M
malein sav; 0,15 M NaCl; pufferben (pH 7,0) oldva + 0,1 M malein sav; 0,15 M
NaCl; pH: 7,5 1:10 aranyban) 30 percig razattuk, majd Boehringer Mainnheim DIG
Luminescent Detection Kit-jébdl az Anti-digoxigenin-AP-t és puffer 1I-t 1:10000
aranyban tartalmaz6 oldatban 30 percig razattuk. Kétszer 15 percig (100 ml/100

cm’ membran) mosé pufferben mostuk, ezutan (20 ml/100 cm”® membran) puffer
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[I1.-ban (0,1 M Tris-HCI; 0,1M NacCl; 0,05 M MgCl2; pH 9,5; 20 °C-on tarolhat)
5 percig razattuk. A membranokat hibridizacids zacskoba helyeztiik és (2 ml/100
cm’ membran) Boehringer-Mainnheim DIG Luminescent Detection Kit-jébél
CSPD®-t ¢és puffer Ill.-at 1:100 aranyban tartalmazé oldatban 5 percig inkubaltuk.
Szlirépapiron lecsepegtettiik ¢s még nedves allapotban 15 percre 37°C-ra helyeztiik
a membranokat zacskoval egyiitt. 15-20 percig exponaltuk szobahOmérsékleten a

filmet.

3.10. A SOUTHERN HIBRIDIZACIO RADIOAKTIiV JELOLESSEL

A restrikcidos emésztés és a PCR reakcid sordn keletkez6 DNS
fragmentumokat 2%-os agardz gélben valasztottuk el 1 mg/l etidium-bromidot
tartalmazd 1xTBE (90 mM Tris-HCI, 90 mM boérsav, 20 mM EDTA) pufferben és
UV fényben tettiikk lathatova. A kivant DNS fragmentumokat az agardz gélbol
szikével kivagtuk és a QIAEX II Gel Extraction Kittel illetve MinElute Gel
Extraction Kittel (QIAGEN) izolaltuk.

A Southern hibridizacié soran a ndvényi DNS mintakbol 20-20 pg-ot
emésztettiink Hindlll és EcoRI enzimekkel, majd 0,8%-0s agaroz gélben, alacsony
fesziiltség mellett, egy éjszakan keresztiil elvéalasztottuk, utdna 0,25 M HCl-ban
razattuk 10 percig, majd kétszer 15 percig 0,4 M-os NaOH-ban réazatva
neutralizaltuk. A DNS-t 0,4 M NaOH oldattal Hybond N+ (Amersham) membranra
blottoltuk (SAMBROOK et al. 1989) és egyben fixaltuk is.

A Southern hibridizacidhoz [a-32P]-dCTP-vel jelolt, tisztitott DNS
fragmentumokat hasznaltunk. A jel6lést ,,random priming” moédszerrel (Feinberg és
Vogelstein 1983) és polimerdz lancreakcidoval 2 pmol primer és 100 ng templat
DNS jelenlétében [a-32P]-dCTP (0,8MBq) izotop beépitésével Promega Taq
polimeraz felhasznalasaval végeztiik. A probat a CaM V35S promoéter €s antiszensz

MAACS2 szekvencidkra tervezett, kovetkezd primerekkel szaporitottunk fel: 5°-
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TTG AAG ATG CCT CTG CCG AC-3’ és a 5’-CAT TGA AGA GTA ATG CTG
GAC AC-3’ (GALLI 2004).

A DNS fragmentumokat a be nem épiilt izotoptdl Sephadex G-25 oszlopon
kromatografiaval valasztottuk el, majd denaturalds utan a hibridizacios pufferhez
adtuk.

A jelolt probat a CHURCH és GILBERT (1984) altal leirt pufferben (0,5 M
Na,HPO4, 7% SDS, 1 mM EDTA, 1% BSA, pH 7,2), forgd hibridizacios
tégelyben, 65°C-on, 20 oran &t inkubaltuk a membrannal. Utdna a nem
specifikusan megtapadt probat 0,1% SDS + 2xSSC oldatban, 65°C-on, kétszer 20
percig, 0,1% SDS + 0,2x SSC oldattal 15 percig tartdé mosassal tavolitottuk el.

Rontgen filmet tettiink a filterre és -70°C-on exponaltuk.

3.11. PLAZMID-DNS 1ZOLALAS

Az egy koloniabdl inditott tenyészeteket 37°C-on 50 mg/l kanamicint
tartalmazd LB taptalajban egész éjszakan at razattuk. A megfeleld levegdztetés
végett a folyadék térfogata a lombikban nem haladta meg az Ossztérfogat 7a-ét. A
szuszpenziot masnap 1,5 ml-es részletekben centrifugéltuk 12000 fordulat/perccel.
A feliilusz6 kiontése utan a baktérium csapadékot 200 pl GTE pufferben
felszuszpendaltuk pipettaval. A szuszpenzidhoz 300 pl frissen készitett 0,2 M
NaOH ¢és 1% SDS oldatot adtunk hozzd. A csovek tartalmat oOvatos fel-le
forditassal osszekevertiik. Ezutan jégen 5 percig inkubdltuk a mintakat. Az oldatot
300 pl 5 M-os kalium-acetat oldattal (pH 4,8) semlegesitettiik, majd ismét jégre
tettlik a csoveket 5 percre. Az elroncsolt baktériumsejteket centrifugalassal
(szobahomeérséklet, 12000 fordulat/perc, 10 perc) tavolitottuk el. A feliiliszot tiszta
pg/ml koncentracidnak megfeleld térfogatot adagoltunk a centrifugacsdvekbe,

majd 37°C-on 20 percig inkubaltuk. Az RNéazos kezelés utan az oldatokat kétszer
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400 pl kloroformmal extrahaltuk. A fazisokat kézzel 30 masodpercig kevertiik
majd centrifugaltuk (szobahdmérséklet, 12.000 fordulat/perc, 1 perc). A fazist
tiszta centrifugacsObe pipettaztuk. A DNS-t azonos térfogatli izopropanollal
csaptuk ki. Szobahémérsékleten 12000 fordulat/perccel 10 percig centrifugaltuk. A
csapadékot 500 pl 70%-os etanollal mostuk és vadkuum alatt széritottuk. A
csapadékot 32 pl desztillalt vizben oldottuk és 8 pl NaCl hozzéadasa utan 40 pl
autoklavozott 13%-os polietilénglikol 8000 oldattal csaptuk ki. Osszekeverés utan
a mintakat 20 percig jégen inkubaltuk, majd a plazmid DNS-t centrifugalassal
tilepitettiik (12000 fordulat/perc, 15 perc, 4°C). A csapadékot 500 pl 70%-os

etanollal mostuk. Szaradas utan 20 pl ionmentes vizben oldottuk.

3.12. DNS VISSZAIZOLALASA ALACSONY OLVADASPONTU GELBOL

A PCR amplifikatumokat vagy a plazmid DNS-t 1%-os alacsony
olvadasponti (LMP) gélen (Sigma) futattuk meg. A kivant fragmentumot
tartalmazo gél-szelet kivagdsa utan a gél-szelethez 5 x térfogati 20 mM Tris-HCl
(pH 8,0), 1 mM EDTA (pH:8,0) oldatot adtunk. A centrifugacsovet 65°C-on 5
percig inkubaltuk. Az oldat szobahdmérsékletre hiilése utan azonos térfogatu fenolt
adagoltunk, amelyet 0,1 M Tris oldattal ekvilibraltunk, igy pH-ja 8,0 lett. A
keveréket 20 masodpercig vortexeltiik, majd 10 percig 4000 fordulat/perc-cel 20°C
-on centrifugaltuk. A vizes fazist Gjra extrahaltuk azonos térfogati fenol-kloroform
1:1 aranyu keverékkel, majd ismét azonos térfogati kloroformmal. A vizes fazist
tiszta centrifugacsévekbe pippettaztuk €s 0,2 térfogat 10 M ammodniumacetatot és
2x térfogat 4°C-os 96%-os etanolt adtunk hozza. A keveréket 10 percig
szobahdmérsékleten tartottuk €s a DNS-t 20 percig 4°C-on 5000 fordulat/perc
fordulatszammal centrifugaltuk. A csapadékot 500 ul 70%-os etanollal mostuk,
majd 5 percig centrifugaltuk. A megszaradt csapadékot steril, ionmentes vizben

oldottuk (max. 10 pl) (SAMBROOK et al. 1989).
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3.13. A VAZAELETTARTAM MERESE

Az ACC antiszensz és a GUS gént tartalmazo transzgénikus, valamint az
Agrobacterium-os fertdzést kivéve a transzformacids lépéseken atesett kontroll
"Bibor’ novényeket iiltettiik az Obuda Kertészet iiveghazaba. Emellett kertészeti
kontrollként (KK) az Obuda Kertészetben szaporitott és nevelt novényeket is
iltettlink, amelyeket normal tiveghéazi koriilmények kozott neveltiink. Az ontdzést
csepegtetd ontdzéssel végeztiik. Az elsd évben tobb idépontban kiiiltetett Allomanyt
a harmadik évben frissitettik az azonos nagysagu hajtasokat egyidoben

dugvanyoztuk.

6. abra: Vazaélettartam vizsgalata a szedést kovetden
(2002. jan. 22.).

A vézaélettartam Osszehasonlitdsdra azonos (a sziromlevél 90°-os szdget
zart be a csészelevelekkel) virdgzasi fazist, azonos (50 cm) szarhosszisagu
mintakat szedtiink. A transzgénikus €s kontroll viragokhoz mindig azonos viragzasi
fazisu kertészeti kontroll (KK) névényt parositottunk. Az év kiillonboz6 szakéban

mas ¢és mas kornyezeti feltételek voltak, a virdgzasi id0 hossza éppen ezért
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kiilonbozoképpen alakult. Ezért a vazaélettartamot relativ értékben adtuk meg azaz,
a transzgénikus és a hozza parositott kertészeti kontroll novény vézaélethossza
kozotti kiilonbséget vettiik figyelembe. A napokban kifejezett relativ értékekre a
szignifikanciat t-, illetve Z-probaval szamitottuk.

A vazaélettartam szamitasanal a szedett allapot volt az els6 nap, az utolso
pedig az, amelyen a sziromlevelek 50%-a elhervadt.

A vazaélettartamot 1999. juniusatol 2004. marciusaig 22°C-on vizsgaltuk.
Azért ezt a hdmérsékletet valasztottuk, mert a viragarusok és a vasarlok is ezen a
hémérsékleten tartjdk a virdgokat. A parositott virdgokat specidlisan a
vazaélettartam Osszehasonlitasara kidolgozott keretbe helyeztiik, amelybe 0,5 1
csapvizet toltottiink (6. dbra). Minden egyes viragrol tobb viragzasi ciklusban is
gytjtottiink virdgokat. Egy anyatdvon egy viragzasi ciklusban egy vagy két virdgot
hagytunk meg, a tobbit eltavolitottuk. Virdgzas utan a toveket visszatortiik, ezaltal
az Ujabb viragzasi ciklust beinditva. A kiilonboz6 években az iddjarastol fiiggden
alakult a viragzasi ciklusok szama. 2000-ben mar februér elején kezdddott az elsd

virdgzast mig 2003-ban csak marcius kdzepén.

3.14. AZ ETILENTERMELES MERESE

A termelt etilén mennyiségének mérését a Szent Istvan Egyetem
Kertészettudomanyi Karanak Kémia Tanszékén végeztiik (ma Budapesti Corvinus
Egyetem). A virdgokat a vazaélettartam mérésénél leirt viragzasi stddiumban 8 cm-
es szarral vagtuk le. Miutan a mintavétel és a mérés helye kiilonbozott, a leszedés
¢s a szallitds okozta termelt stresszetilént eldszor ki kellett zarni a vizsgalatbdl,
ezért a novényeket 24 oran at a mérés helyén vizben tartottuk, majd specialis
méréedényekbe tettiik at ket (7. abra). Az edények zard gumiszeptumot
tartalmaztak, amelyeken keresztiil adagoltunk 1% exogén etilént, illetve vettiink

gazmintat. 24 oOrads kezelés utan a virdgokat kivettikk, 24 oOrdn keresztiil
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szellztettiik, és ismét visszahelyeztik az edényekbe. Ujabb 24 o6ra elteltével

vettiink gadzmintdkat. A termelt etilén mennyiségét GC 6000-es gazkromatograf

7. abra: Az etilén méréséhez hasznalt,
gumiszeptummal ellatott tiveg.

etilént termelt-e a ndvény.

3.15. A SZARSZILARDSAG MERESE

késziilékkel aluminium kolonnaval
mértiik. A kiilonboz6
idépontokban mért adatok a
szegfli virdgzasanak kiilonb6zo
idépontjai miatt a kiilsé kdrnyezeti
hatasoktol fiiggtek (hémérséklet,
fényviszonyok), ezért az
eredményeket egy kezelésen beliil
a kontroll nem transzgénikus
szegfiikhoz viszonyitott
szazalékos értékekbdl fejeztik ki.
A kontroll novény altal termelt
etilén mennyisége volt a 100%,
ehhez viszonyitva allapitottuk

meg, hogy kevesebb, vagy tobb

A virdgokat a vazaélettartam mérésénél leirt virdgzasi stddiumban a 8.

nodusznal vagtuk le. A torés érzékenységére egy modositott FM-250 tipusu (az

egykori NDK-ban) gyartott szakitoszilardsagot mérd késziiléket hasznaltunk fel. A

modositast, ami egy adapter cseréjét jelentette a 8. abran nyilall jeloltik meg.

Minden egyes nodusznal mértiik azt a merdlegesen hatd er6t Newtonban, amely

ahhoz sziikséges, hogy a szegfii szdra az 5 cm fesztavolsagban aldtamasztott

ndduszndl eltdrjon. Az elsd nodusz tul kozel volt a fejhez, igy a masodik nodusztol
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mértiik az értékeket. Az erdhatds sebessége 30 mm/sec -ra volt bedllitva. A

késziilék felépitését a 8. abra mutatja be.

8. abra: A szartorésre hasznalt, modositott szakitdszilardsag mérd késziilek
(Dr. Csapo6 Gyula, SZIE Gépészmérnoki Kar)

> Modositott adapter <— a szar aldtdmasztasa 5 cm fesztavolsagban

A szértorésre kapott adatok kiértékeléséhez a noduszok torésekor kapott
értekeket Osszeadtuk és elosztottuk az eltort ndduszok szamaval. Az igy kapott

szartorési mutatokkal jellemeztiik a ndvényeket.

3.16. A SZARTORESRE HAJLAMOSSAG SZOVETTANI VIZSGALATA

A tapasztalt, majd mérési adatokkal is alatamasztott szartorés javulasanak
szovettani okat is megvizsgaltuk. Ehhez a szartorésnél emlitett viragzasi
stadiumban 1évé szegfiiket a 6. nddusznal vagtuk le. A vizsgalatokat az ELTE
Természettudomanyi Karanak Novénytani Tanszékén végezték. A metszeteket kézi

metszéssel készitették, amelyeket derités utan toulidin kékkel festettek meg. A

63



Anvag és modszer

metszési sik medidlis hosszmetszet volt, mely a két levél sikjaval parhuzamosan,

valamint arra merdlegesen allt. A metszeteket fénymikroszképpal vizsgaltdk
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. NOVENYREGENERACIO

A transzgénikus novények eldallitasanak alapfeltétele a hatékony
novényregenerdldsi rendszer. A szegfii eldallitisa a mikroszaporitds modszerén
alapul, igy a koztermesztésben 1évo fajtak az in vitro koriilményekhez tokéletesen
alkalmazkodtak. A szegfli tobb részébdl (szér, levél, sziromlevél, riigy) is
eredményesen regeneraltak novényeket. Mi a levél és a sziromlevélbdl kiindulo
regeneraciot valasztottuk, mert az in vitro koriilmények kozott nevelt €s szaporitott
novényekrdl 4tlagosan 14 levelet lehet leszedni, mig szardarabbdl 5-6
szegmentumot, rigyb6l 6-8 darabot lehet izoldlni. A sziromlevélbdl kiinduld
regeneracionak nagy elénye, hogy nem kell in vitro tenyészetekbdl kiindulni, és
egy bimbobol 20-25 virdgszirmot is izoladlhatunk. Hajtasregeneracios kisérleteink
célja az volt, hogy a kereskedelemben magként kaphaté vagy az Obuda
Kertészetben in vitro hajtastenyészetekben rendelkezésre allo, fajtak koziil a
transzformacié soran alkalmazni kivant taptalajon jol regeneralddd genotipust
valasszunk ki. A levélbdl torténd regeneraciordl tobb szerzé (VAN ALTVORST et
al. 1992, 1994, 1995, MESSEGUER et al. 1993, NONTASWATSRI et al. 2002)
szamolt be. Mi VAN ALTVORST et al. 1995 modszere szerint végeztiik a levélbol
kiindul6d hajtasregeneracids kisérleteinket, mert a transzformaciot kovetden az
altaluk leirt taptalajon kivantuk regeneralni a novényeket.

A steril tenyészetekrdl szarmazd, 1 mg/l BA és 0,2 mg/l NAA-t tartalmazé
MS taptalajra helyezett leveleken 4-5 hét mulva jelentek meg a hajtasok (9. dbra),
amelyeket 3-4 hét alatt mar tovabbszaporithattunk. Voltak olyan fajtdk amelyek
levelein gyokérfejlodés indult meg, ezeken késdbb sem jelentek meg hajtasok.
Azokon a levél explantumokon, amelyeken kalluszosodas volt megfigyelhetd 14-
15 hét mulva fejlédtek hajtasok. Ezek azonban vitrifikaltak voltak, és egészséges

ndvényt nem kaptunk bel6liik.
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9. abra: Az 1 mg/l BA, 0,2 mg/l NAA
tartalmu MS téaptalajra helyezett *Nizzai
fehér’ szegfii levelek, a taptalajra
helyezést kovetd 6. héten. A leveleken
megindult, a gyokér-, hajtds- ¢és
kalluszfejlodés.

10. abra: Az 1 mg/l BA, 0,2 mg/I
NAA tartalmi MS taptalajra
helyezett *Bibor’ sziromlevél a 14.
héten. Az antocianos elszinezddést
kovetéen megindult a
hajtasfejlodés.

5. tablazat: A Dianthus chinensis és kiilonboz6 Dianthus caryophyllus fajtak
regeneracigja levélbdl 1 mg/l BA, 0,2 mg/l NAA tartalma MS taptalajon

Leveél Regeneralt
Névényanyag explantum hajtas Széras
db %

‘Bibor’ (1) 200 22 1,7
‘Improved White Sim’ (2) 200 25 2,6
Dianthus chinensis (3) 200 6 0,7
Chabaud szegfii rozsaszin (4) 200 3 1
Chabaud szegfii Reine Rose (5) 200 2 1,4
Grenadin szinkeverék (6) 200 5 0,7
Chabaud Marie chabaud (7) 200 5 1,2
Nizzai fehér szegfii (8) 200 7 2,2
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6. tablazat A Dianthus chinensis ¢és kiilonb6z6 Dianthus caryophyllus fajtak
regeneracios eredményeinek statisztikai kiértékelése, két mintas Z proba alapjan.
(Z*=1,96) Az 1,96-t meghalado Z értékek 95 %-os valdszinliséggel szignifikans
kiilonbséget mutatnak. A szamok az 5. tablazatban talalhato fajtak szamozasat
jelentik.

1 1,7 4,7 7,9 7,9 6,6 4,5 3,1
2 5,8 7,5 7,6 6,4 4,1 4,1
3 3,0 4,4 1,7 1,2 0,7
4 1,0 2,8 2,2 2,1
5 33 2,8 3,3
6 0 1,5
7 1,4
8

Az 5. téblazatban bemutatott eredmények alapjan, a ’Bibor’ ¢és az
"Improved White Sim’ levéleredetii hajtasregeneracidja volt a legnagyobb (22% és
25%), ami statisztikai probaval is alatdmaszthat6 (6. tablazat). E két fajta koziil,
amelyeket in vitro hajtastenyészetekben tartanak fenn az Obuda Kertészetben az
illatos ‘Bibor’ fajtat véalasztottuk ki a transzformécios kisérletekhez. A vetdmaggal
szaporitott kereskedelmi forgalomban kaphat6 tobbi fajta és a Dianthus chinensis
hajtasregeneracioja 2-7 % kozé esett.

A kapott regeneraciés eredményeket a irodalomi adatokkall csak az
‘Improved White Sim’ fajta esetén lehet Osszehasonlitani, a tobbi fajta esetén
nincsenek szakirodalmi adatok. Az ’Improved White Sim’ fajta regeneracios
eredményei 16-29% kozé estek (VAN ALTVORST et al. 1995, ZUKER et al.
1999), amelyek azonosnak tekinthetdk az altalunk elért 25%-al.

Mivel tobb szerz6 (NUGENT et al. 1991, LU et al. 1991, FISCHER et al.
1993, MESSEGUER et al. 1993, NAKANO et al. 1994, MATRAI et al. 1995,
VAN ALTVORST et al. 1996) is hatékonynak tartotta a sziromlevélbdl kiinduld
hajtasregeneraciot, s6t "Improved White Sim’ fajta esetében NUGENT et al. (1991)

65-100%-0s regeneracids eredményrdl szamolt be, ezért a ‘Bibor’ és IWS fajtakon
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ezt a modszert is megvizsgaltuk. Az 1 mg/l BA, 0,2 mg/l NAA tartalmu MS
taptalajra helyezett 300-300 darab ’Bibor’ és Improved White Sim’ sziromlevelek
a taptalajra helyezést kovetéen harom nap mulva megduzzadtak és antocidnos
elszinez6édést mutattak, majd ezutan jelentek meg a zold hajtdsok. A regeneralt
novények szdma 2 volt (‘Bibor’), azaz még az 0,1%-ot sem érte el. Rdadasul a
regeneracids 1id6 14 hétig tartott (10. dbra), mig a levélbdl kiindulva 4-5 hét volt.
NUGENT et al. (1991) eredményei erds genotipus fliggést mutattak. Voltak fajtak,
amelyek nem regeneraltak hajtasokat, de az altaluk legjobb regeneracids eredményt
ado ITWS szegfii kisérleteink sordn nem regeneralt hajtasokat, annak ellenére, hogy
ugyanazon a taptalajon végeztiikk a regeneracios kisérleteket, mint NUGENT et al.
(1991).

A kapott eredmények alapjan a transzformacidés rendszert levél
explantumbol kiindulva a jol regeneralodd ’Bibor’ fajtara alkalmaztuk. A
sziromlevélre alapozott transzformaciot a gyenge regeneracido miatt nem végeztik
el. Vélasztasunk a két jol regeneralodo fajta koziil azért esett a *Biborra’, mert ez
magyar nemesitésl illatos fajta, mely a kisérletek inditasakor koztermesztésben

volt és a szakemberek (Toth Endre Obuda Kertészet) perspektivikusnak tartottak.

4.2. NOVENYTRANSZFORMACIOS MODSZER ADAPTALASA

A transzforméciora VAN ALTVORST et al. (1995) mddszerét valasztottuk,
de kiprobaltunk HORSCH et al. (1988) dohanyra leirt médszerét is

Mindkét esetben 200-200 levelet hasznaltunk fel és harom ismétlésben
hajtottuk végre az Agrobacterium fertézést. A két transzformacidos modszer kozott
a kiilonbség a fertdzési idében és az alkalmazott taptalajokban volt. A szegfli a
HORSCH (1988) modszerében javasolt hosszu ideig tartd folyékony tapkozegben

valo tenyésztést nem jol viselte, igy ezt a modszert nem alkalmaztuk a
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tovabbiakban. Az eredmények a 7. tablazatban lathatéak. A két moddszer
hatékonysaga kozotti kiilonbség Z proba alapjan is szignifikans (7. tablazat).

A két modszer koziil VAN ALTVORST et al. (1995) modszerével
mindharom ismétlésben 3-szor annyi hajtast regeneraltunk a transzformaciot
kovetden, mint a HORSCH et al. (1988) altal leirt protokollal. Az eredményekbdl
az is kitlint, hogy az antiszensz ACC konstrukcioval torténd transzformaciot
kovetden a regenerdcid hatékonysdga 22%-ro6l (5. tablazat) 48 %-ra (7. tablazat)

nott.

7. tablazat: A kétféle transzformacidés modszer dsszehasonlitdsa: Az 1 mg/l BA és
0,2 mg/l NAA tartalmit MS téptalajra helyezett levelekbdl a fejlodo hajtasok,
gyokerek ¢és kalluszok alapjan és az eredmények statisztikai kiértékelése kétmintas
Z probaval. Z*=1,96

Van Altvorst et al. Hoersch et al. (1988)
(1995) modszere mobdszere
‘Bibor’ levél Gyokeér| Hajtas |Kallusz| Gydkér |Hajtas | Kallusz
(db) | (db) | (db) | (db) | (db) | (db)
1 ismétlés (200 db) 30 82 42 2 24 22
2 ismétlés (200 db) 26 101 32 4 30 20
3 ismétlés (200 db) 30 105 34 4 24 24
Osszes (600 db) 86 288 108 10 78 22
Regeneracio (%) 14 48 18 2 13 11
Szoras 0,02 0,01
Z proba 133,3

4.3. A TRANSZFORMACIO SIKERENEK BIZONYITASA

4.3.1. Szelekcio kanamicin tartalmu taptalajon

Irodalmi adatok is bizonyitjak (ESTOPA et al. 2001), hogy a szegfii mas
novényekhez képest nagyobb koncentracioban is elviseli a kanamicint, ezért

koncentraci6 sorozatban a kezdeti 50 mg/l koncentraciot 150 mg/l-re noveltiik (11.
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abra). Ez a kanamicin koncentraci6 a kontroll nem transzformans egyedeknél mar
letalisnak bizonyult. A transzformaciét kovetden kezdetben a stresszhatés
csOkkentése végett kevesebb, 50 mg/l koncentraciot alkalmaztunk, de a fejlodo
hajtasokat 4 hetes koruktdl mar a végsd, 150 mg/l kanamicin tartalmu taptalajon

neveltiik (12. abra).

11. abra: A transzgénikus névények
szelekcidjara alkalmazott letalis
kanamicin koncentracié megallipitasa.
A 150 mg/l kanamicin koncentracid
mar letalisnak bizonyult a kontroll
novényekre.

taptalajon a nem transzformans, az npt 11
gént nem hordozo6 *Bibor’ névények zold
hajtasai kifehéredtek, mig a vélhetden
transzformans regeneransok hajtasai
z6ldek maradtak.

4.3.2. Transzformdacio sikerének bizonyitasa molekuldris modszerekkel

crer

c sy

izolaltunk DNS-t, majd az izolalast kovetden PCR reakciot inditottunk az nptll
szekvenciara tervezett primerekkel, amely reakcidban az 503 bp méreti

fragmentum jelezte a transzgén beépiilését (13. dbra). A CaMV 35S promoter-
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ACS-specifikus primerkombinécidoval végzett PCR reakcido a vektor felépitése
alapjan egy 550 bp méretli fragmentumot szaporitott fel (14. dbra). A kontroll és
nem transzformans novények esetében ezek a fragmentumok hidnyoztak.

A PCR reakcioban pozitiv eredményt addé egyedeket Southern
hibridizacidval teszteltik. A nem radioaktiv (Digoxigenin) jeldlésli, szigoru
koriilmények (68°C) kozott végzett hibridizacid eredményét a 15. dbra mutatja. Az
abran jol lathato, hogy a 9. minta, bar PCR alapjan pozitiv eredményt adott (13.

abra), a hibridizécio6 alapjan mar nem tekinthetd transzgénikus novénynek.

9 10 1112 13

13. abra: nptll specifikus primerekkel 14. abra: A CaMV 35S promoéter ACS-
végzett PCR 1. molekulatdmeg marker specifikus primerkombinacioval
(PCR Markers, Promega) 2-14. végzett PCR egy 450 bp méretii
antiszensz ACC-szintaz génnel fragmentumot szaporitott fel a (3-6, 8,
transzformalt Bibor szegfli (353, 358, 10-13 zsebekben), amelyekben az ACC
359, 322, 316, 53, 34, 5, 320, 335, 57, antiszensz gént tartalmazo
342, 65) 15. kontroll nem transzformalt noévénymintak voltak (30, 359, 353, 29,
‘Bibor” (85) virag 39, 57, 635, 345,311 ), valamint a

kontroll transzforméciora hasznalt
plazmidban (1, 2 zseb). A kontroll nem
transzgénikus egyedekben (10, 49), a

(7,9 zsebekben) a fragmentum nem

jelent meg. 1, 13 zsebekben, M:
molekulatomeg marker (100- 3000 bp
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus,
Fermentas)volt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15

15. abra: Southern hibridizacié nem radioaktiv digoxigenin (DIG-UTP) jel6léssel.
A proba DNS a pBI 121-es plazmidbol emésztett npfIl gén volt, a membranra
Southern blottal az npfI specifikus probaval végzett PCR terméket vittiik fel (13.
abra).

A radioaktiv jeloléssel végzett hibridizacio eredményét a 16. dbra mutatja.
A proba DNS-t a plazmiddal a CaMV 35S promoter- valamint ACS-specifikus
primerekkel végzett PCR reakci6 terméke adta, a membranra a Hindlll és EcoRI
emésztett novényi DNS-eket vittiikk fel. A vektor felépitése és a hasitohelyek
alapjan (3. abra) egy 2500 bp méretli fragmentum adott hibridizacios jelet.

1 23 4 5 6 7 8

16.abra: Novénymintak emésztését
(Hindll1+ EcoR1) kovetd, radioaktiv
jeldlésen alapuld genomialis Southern
hibridizacié. 1: molekulatomeg marker
(80-1031 bp GeneRuler™ 100 bp DNA
ladder, Fermentas), 2. nem transzformalt
kontroll (KK) névény, 3-7: transzgénikus
novények (358, 359, 53, 28, 322) 8: a
transzformacio soran alkalmazott plazmid
(4. abra).
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Azt i1s vizsgaltuk, hogy a transzgénrdl torténik-e atirds, tehat a gén RNS-
szintl expresszidja kimutathaté-e. Ehhez RT-PCR moédszert (3.7 fejezet)
alkalmaztunk. Az mRNS-t levélbdl izolaltuk a DYNAL leirasa alapjan (3.6
fejezet). A 18. abran lathatd az nptll gén transzkripciojat bizonyité 503 bp méretii
fragmentum felszaporodasa. Az is latszik, hogy a PCR reakcioval ¢és
hibridizacidval pozitiv eredményt add transzgénikus egyedek (2, 6) nem azonos
mértékll génexpressziot mutatnak. Az RT-PCR reakciot elvégeztik ACC és CaMV

35S specifikus primerekkel is, amely soran a vart 450 kb méretii fragmentum

felszaporodott (17. abra)

17. dbra: RT-PCR transzgénikus 18. &bra: RT-PCR transzgénikus
’Bibor’ szegfiibdl izolalt mRNS- "Bibor’ szegfiibél izolalt mRNS-
el. M: molekulatomeg marker el. 1,7. DNS molekulatdmeg
(80_10311 bp GeneRuler™ 100 bp marker (80-1031 bp GeneRuler™
DNA ladder, Fermentas), 1-9 100 bp DNA ladder, Fermentas ).

"Bibor” szegfli mintak (33, 29, 30, 2,6 transzformalt *Bibor’ szegfii
72, 14,322,533, 358, 359 a 2. (312, 359) 3. kontroll (nem
melleklet qlapjan),IO: pBI 121-es transzformalt) szegfii, 4,5. a pBI

plazmid DNS CaMV' 355 121-es plazmid DNS nptl]

prorpoter S{AIC(P gensp e(iiﬁ,lfus génspecifikus primerekkel végzett
primerekkel vegzett reakcio reakciéd terméke

terméke
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A molekularis modszerekkel bizonyitottan transzgénikus egyedeket az
Obuda Kertészet {iveghdzaba iiltettiik ki. Az akklimatizalast a novények jol tiirték,

a kihalt ndvények aranya 1 %-nal kevesebb volt.

4.4 A TRANSZGENIKUS NOVENYEK VIZSGALATA

4.4.1 A transzgén hatasa a névényregenerdaciora

A fajtakivalasztasra iranyuld hajtasregeneracios kisérletek eredményeinek és a
‘Bibor’ fajta ACC-szintdz antiszensz konstrukcioval transzformalt ndvények
regeneracids adatainak Osszehasonlitdsa soran kitlint, hogy az utdbbiak 2-szer
nagyobb hatékonysaggal regeneraltak hajtasokat (7. tablazat).

Hogy a hajtasregeneraci6é hatékonysaganak novekedése ¢és az
etilénbioszintézis gatldsa kozotti Osszefliggést bizonyitsuk, a hajtasregeneralod
képesség vizsgalatdhoz az antiszensz ACC-szintdz génnel transzformalt
novényeken kiviil, més konstrukciokkal transzformalt ‘Bibor’ ndvényeket is
bevontunk. Az eredményeket a 8. tdbldzat szemlélteti. Az abran lathatd, hogy a
transzformaciot kovetden a 1 mg/l BA-t és 0,2 mg/l NAA-t tartalmazé MS
taptalajon, a tanszéken eldallitott szénhidrat bioszintézisében modositott
transzgénikus szegfii (Fru-2,6-P2-4z, 6-PF-2-K), a tehénbab tripszininhibitorral
(pCpTi), és az E. coli B-D-gliikkuronidaz génnel (GUS) transzformalt szegfii
novények hajtasregeneracioja a kontroll nem transzformalt novényekével azonos
volt (22-25,5 %), mig az antiszensz ACC-szintaz génnel transzformaltak
(mintaszamok az 2.1 melléklet alapjan: 6, 53, 68, 322, 334, 357, 358, 359, 633,
635) szignifikdnsan nagyobb, 49% volt a regeneralt hajtasok szdma (9. tdblazat).
Az ACC antiszensz gén egyik megfigyelhetd hatdsa tehat a hajtasregeneracios
szazalék novekedése volt, ami Osszhangban van azokkal az eredményekkel,
amelyek szerint az etilén inhibitorok alkalmazéasaval csokkentve az etilén

mennyiségét (PURNHAUSER et al. 1987, ENG-CHONG ¢és LEE 1994) nd a
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hajtasregeneraci6. AMOR et al. (1998) antiszensz ACC-oxiddz génnel
transzformalt sargadinnye novényeknél szintén tapasztalta a transzgénikus egyedek
viszont ellentmondanak IWAZAKI ¢és munkatarsai (2004) megfigyeléseinek. Az
altaluk antiszensz és szensz ACC szintdz génnel transzformalt szegfii ndvényeknél
a hajtasregeneracio csokkenését tapasztaltak. A transzformaciot kovetd regeneraciod
esetiikben nagyon alacsony, 0,4% volt. Etilén inhibitorként az eziist tioszulfat
taptalajba adagolasdaval szintén megnovekedett hajtasregeneraciot kaptak
kiilonb6zé novényeknél (ORLIKOWSKA et al. 1996, ORLIKOWSKA 1996,
FARIA ¢és SEGURA 1997, MOHIUDDIN et al. 1997, LAI et al. 1998, ZOBAYED
et al. 1999, NAIK és CHAND 2003, XIAOHAN et al. 2003, OUMA et al. 2004,
TURHAN 2004, YANG et al. 2004, AYLIN et al. 2005, GONG et al. 2005,
TREVISON et al. 2005).

Az in vitro tenyészetekben nem mértilk ugyan az etilén termelését, de a
késdbbiekben a mar virdgzd novények esetében tapasztaltuk, hogy a transzgén sok
egyedben redukalt etilén termelést okozott. GALLI (2004) kimutatta, hogy
ugyanezzel a konstrukcioval transzformalt McIntosh alma gytimolcsokben detektalt
csokkent etiléntermelés korrelacioban volt a regeneralt transzgénikus hajtasok
etiléntermelésével.

A hajtasregeneracié novekedése lerdviditi a kereskedelmi értékesitésre
alkalmas novények eldallitasanak idejét.

A mikroszaporitds soran hormonmentes tdptalajon a hormon okozta
vitrifikdci6  kikiiszobolhetd ¢és egészségesebb hajtdsok  fejléddnek. Ezért
megvizsgaltuk a regeneraci6 alakulasat hormonmentes MS taptalajon is, amelyen a
regeneracids kiilonbség hétszeres volt a kontroll €s az antiszensz ACC-szintdz

génnel transzformalt ndvények kozott (19. abra).
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8. tablazat: A transzformacio hatasa a levélexplantumokbol kiindulo
hajtasregeneraciora 8 héttel az 1mg/l BA-t és 0,2 mg/l NAA-t tartalmazé MS
taptalajra helyezést kovetden.

(CCA= ACC antiszensz, GUS= E. coli B-D-gliikuronidaz, pCpTi = tehénbab
tripszininhibitor génnel transzformalt novények, Fru-2,6-P2-az = fruktoz
termelésben modositott transzgénikus, 6-PF-2-K= keményit6 termelésben
modositott transzgénikus ‘Bibor’, ndvények

Minta Regeneracio % Szoras
CCA 49 7,2
GUS 25 2,6
Kontroll 24 2,5
pCpTi 22 23
Fru-2,6-P2-4z 23 2,7
6-PF-2-K 26 2,2

9. tablazat: A hajtasregeneracio statisztikai kiértékelése kétmintas Z probaval
7*=1,96

(CCA= ACC antiszensz, GUS= E. coli B-D-gliikkuronidaz, pCpTi = tehénbab
tripszininhibitor génnel transzformalt névények, Fru-2,6-P2-4z = fruktoz
termelésben modositott transzgénikus, 6-PF-2-K= keményit6 termelésben
modositott transzgénikus ‘Bibor’, ndvények

CCA GUS kontroll pCpTi Fru-2.6-P2- | 6-PF-2-K
az

CCA 5,43 5,69 6,19 5,86 5,41
GUS 0,49 1,50 0,92 0,25
Kontroll 1,02 0,47 0,41
pCpTi 0,49 1,09
Fru-2,6-P2- 1,24

az

6-PF-2-K
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eredménye hormonmentes MS téptalajon.

4.4.2. A transzgén hatdasa a vazaélettartamra

Az iiveghazban nevelt névények tomeges viragzasi ideje junius, julius augusztus
hénap volt, amikor 4 hetente ujabb virdgzasi ciklus kdvette egymadst. Az utolsod
virdgzasi ciklus oktober végén volt. A transzgénikus viragok szerkezete, mérete
szine ¢s illata a kertészeti kontrollal (KK) megegyezé volt (20. ébra).

Minden novényt egyedileg birdltunk (22., 23. 4bra) ¢és minden egyes
novényre legalabb 3 vazaélettartamot mértiink. Azokat a névényeket, amelyeknek
nem volt legalabb 3 mért virdgzasi adata kizartuk az értékelésbdl. Az adatokat

ndvényekre kiilon lebontva a 2.1 melléklet tartalmazza.
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20. abra: Az Obuda Kertészet iiveghazaba kiiiltetett transzgénikus (a) ‘Bibor’

virdgok fenotipusa azonos a kertészeti kontrolléval (b).

A vazaélettartamot reprezentald relativ értékeket a 21. dbra szemlélteti. A
K’ oszlopban azok a novények szerepelnek, amelyek az Agrobacterium fertozést
kivéve minden transzformacios Iépésen atestek (K). Ebben a csoportban a
novények 55 %-anak vazaélettartama azonos volt a kertészeti kontrolléval (KK),
18%-anak 1 nappal meghosszabbodott a véazaélettartama, 18%-a illetve 9%-a 1
illetve 2 nappal elébb elhervadt, mint a kertészeti kontroll.

A °GUS’ oszlopban azoknak a novényeknek a relativ értékei vannak,
amelyek E. coli B-D-gliikkuronidaz gént tartalmazo6 vektorral lettek transzformalva.
Ebben a csoportban a vdazaélettartam ugyantigy ¢és ugyanolyan szazalékos
megoszlasban alakult, mint a K’ csoportnal, az eloszlas azonos volt, amit a ,,t”

proba is igazolt (21. abra).
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70

20

’ ) ' |mcca mGus ok| ) " onap

egyedszam | atlag SzOras
CCAa 62 -0,03 0,69
CCAb 41 3,38 1,01
GUS 21 -0,13 0,77
K 17 -0,17 10,84

*=2,326 t(K,GUS)= 1,98 ; t(K,CCAa)=0,927; t(K,CCAb)=23,08

21. abra: A ‘Bibor’ szegfli n6vények vazaélettartaméanak eredményei, és
statisztikai kiértékelése kétmintés t proba alapjan.

A ’K’ oszlop az Agrobacterium-os fert6zést kivéve a transzformacié 1épésein
atesett ndvények vazaélettartamanak relativ értékét, a "CCA’ oszlop az ACC-
szintdz génnel transzformalt, a ’"GUS’ oszlop, pedig a E. coli B-D-gliikuronidaz
génnel transzformalt szegfilk relativ értékeit mutatja . A "CCAa’ a
vazaélettartamban nem modosult, a "CCAb’ a vazaélettartamban meghosszabbodott
transzgénikus ndvények csoportja.

A ’CCA’ oszlopban az ACC antiszensz génnel transzformalt ndvények
eredménye figyelheté meg. Itt a 103 vizsgalt novény atlaga lathatd. Két kiilonb6zd
csoport kiilonithetd el: a "CCAa’ csoport vazaélettartama megegyezik a 'K’ és

’GUS’ csoportéval a "CCAb’ csoportba tartozé viragok vazaélettartama 2 naptol 6
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napig is meghosszabbodott. Nem volt olyan virdgot, amely 2 nappal elébb hervadt
volna el, viszont 2 olyan virdgot azonositottunk, amelynek vézaélettartama 6
nappal hosszabb volt (21. dbra). A CCA transzgénikus novényeknél két {6 atlagot
kaptunk (21. abra). Az els6 megegyezik az K’ és *GUS’ csoport atlagaval és az
eloszlasuk is hasonld. A statisztikai t proba alapjan a *CCAa’ csoport nem
kiilonbozik a "K’ és ’GUS’ csoporttol, a "CCAb’ csoport viszont eltér (21. dbra),
miutan csak a K’ és a "CCAD’ csoport kozotti statisztikai t érték haladta meg a
szignifikans t* értéket (2,326). Ebben a csoportban taldlhatoak, azok a
transzgénikus novények, amelyekben a transzgén beépiilése és miikodése a
vazaélettartamot befolyasolta.

A kérdést, hogy a megnovekedett vazaélettartam valdoban a csdkkentett
etiléntermelésnek  kOszonhet6-e, az  etilén-termelés mérésével lehetett

megvalaszolni (4.4.3 fejezet).

22. abra: A vazaélettartam 23. abra: A viragok hervadasanak
vizsgalata: Osszehasonlitdsa a 9. napon
A nem transzformalt virdgok Az 1,23, kontroll (KK), 4,5 GUS génnel
a 10. napon mar elhervadtak, transzformalt ndvények viragai, 6,7 CCA
de a transzgenikusak még génnel transzformalt novények viragai.
nem mutatjak a hervadas
tiineteit
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A vazaélettartam novelésére kapott maximum 6 nap az irodalmi adatokkal
Osszevetve, a relativ értékek alapjan azonos szintli az antiszensz ACC-oxidaz
génnel transzformalt szegfiikével (SAVIN et al. 1995), HASSAN ¢és GERZSON
(2002) 1-MCP kezeléssel, ¢és antiszensz ¢€s szensz ACC szintaz génnel
transzformalt novényeknél (IWAZAKI et al. 2004) elért eredményeivel. A
vazaélettartam adatok Osszehasonlitasanal fontos koriilmény az alkalmazott
homérséklet. HASSAN és GERZSON (2002), IWAZAKI et al. (2004) és SAVIN
et al. (1995) szobahdmérsékleten vizsgalta a viragzasi idéket. BOVY et al. (1999)
kezelésre, mint HASSAN és GERZSON (2002), jéval hosszabb vazaélettartamot
kaptak, rdadasul a kontroll ndvények virdgzdsa is nagyon hosszl ideig tartott
(20nap). Mi a 4 év alatt egyszer sem tapasztaltunk ilyen hosszll vazaélettartamot. A
kontroll névények véazaban vald eltarthatosaga februar, marcius és oktdber
honapban volt a leghosszabb, ami 12-13 napot jelentett. BOVY et al. (1999)
kisérletében az Arabidopsis etr 1-1 allélal végzett transzformacié utan a
transzforméansok 13 nappal hosszabb ideig virdgoztak, mint a kontroll, ami azt
jelenti hogy 26 napig nem hervadtak el. [lyen hosszu id6 alatt mar a szegfli szara is
elrohadt a mi kisérleteinkben. BOVY et al. 1999 az azonos stadiumban szedett
viragok esetében kapta ezt a hosszli vazaélettartamot, amit csak akkor lehet
tapasztalni, ha hiitve taroljuk a virdgokat. Ugyanez vonatkozik ONAZAKI et al.
(2001) eredményeire is.

A 2. tablazatban kiilonb6z0 az etilén hatdsanak csokkentésére iranyulo
modszerek és az igy kapott vazaélettartam adatok vannak 6sszefoglalva. Az adatok
bizonyitjak, hogy az 1-MCP kezeléshez, a szegfli ACC-oxidazzal torténd ¢és a
szegfll szensz €s antiszensz ACC szintdz génnel torténd transzformaciohoz hasonlo
az altalunk alkalmazott az etilén gatlasat célzo modszer. A Florigen nem kozolt
adatokat arra vonatkozolag, hogy a szabadalomban leirt 12 nappal hosszabb
vazaéletli szegfiit milyen korilmények kozott vizsgaltak, és milyen allapotban

szedték a virdgokat. fgy nem lehet egyértelmilen Osszehasonlitani a mi
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eredményeinkkel. A tapasztalataink alapjan valoszintileg hiitve tarolva vizsgaltak a

vazaélettartamot.

4.4.3. A transzgénikus novények etilén termelésének vizsgalata

Az etiléntermelés mennyiségi meghatdrozasara olyan tovekrdl szedtiink
viragokat, amelyeknek a vézaélettartam mérési adatai rendelkezésre alltak (K,
CCAa, CCAb, GUS csoportok). A kezdeti mérések alapjan nagyon csekély
mennyiségli pl/g/h etilént tudtunk kimutatni, emiatt az eredményeket nem lehetett

megbizhatdan kiértékelni.

24. abra: Specialis

gumiszeptummal ellatott edényekbe 25. dbra: Bibor viragok a 24 oras

helyezett *Bibor’ ndvények. ’ et}lénes inkubacio utan.
Az etilént injekcios tiivel a Lathato, hogy a nem transzgénikus
gumiszelepen keresztiil viragok hervadni kezdenek (1,2).

fecskendeztiik be az edénybe. A
képen a befecskendezés eldtti
allapotban lathatok a viragok.
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Irodalmi adatok szerint (JONES és WOODSON 1999/b, MANNING 1985)
1-MCP, metionin, ACC vagy etilén gaz adagolas hatasara mar nl/g/h tartomanyban
mérhetd a termelt etilén géz a szegfli esetében. Ezért a kisérletek soran a specialis
edényekbe (24. éabra) 1% etilén gazt adagoltunk Az exogén etilén hatasara
megindult az autokatalitikus etilén gaz termelés. Ezt kovetéen szemmel lathatéan
felgyorsult a virdgok oregedése, és megfigyelheté volt, hogy a transzgénikus
novények hervadasa nem, vagy csak kisebb mértékben kovetkezett be (25. dbra).

A mérés tobb éven keresztiil tartott a szegfilk virdgzasi periddusainak
megfelelden. Emiatt a méréshez nem tudtunk standard koriilményeket biztositani,
igy a termelt etilén mennyisége a kiils6 kornyezeti tényezOk miatt (homérséklet,
egymassal Osszevetni. Az értékek szamitdsanal a kertészeti kontroll (KK) altal
termelt etilén mennyiségét vettilk 100%-nak, és ehhez szamitottuk a tobbi minta
termelt etilénmennyiségét (2.2 melléklet). Minden egyes mérési eseménynél az
abban az idépontban mért kertészeti kontroll (KK) értéke volt a viszonyitési alap.
Az eredményeket a vazaélettartam mérések soran kialakitott csoportok (K, CCA,
GUS) szerint is értékeltik. A termelt etilén mennyiség megoszlasat a
vazaélettartam alapjan a 26. dbra mutatja.

A vazaélettartamuk alapjan 'K’ csoportba tartozo viragok etiléntermelése a
kontroll (KK) viragokhoz képest atlagosan 92+6,9%, a *GUS’ csoporté 99+16,9%,
a ’CCA’ csoporté 55+27% (26. abra). A 4.4.3/3. abran lathato, hogy a termelt etilén
mennyiség alapjan is két részre bonthaté a ’CCA’ csoport, amit a statisztikai
értékelés (10. tablazat) is bizonyit. Azok a virdgok, amelyek véazaélettartama 6 nap

csak atlagosan 20% etilént termeltek.
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Szam
alapjan
CCA 99 | 93 [81|51|45|27|24|20| 55 111 27,0
GUS 109 | 116 | 96 |78 99 10 16,9
Kontroll 95 |89 92 8 6,9
Zx, cca=10.45 Zy gus=1.32 Zy Gus=T1.5

26. abra: A kiilonb6z6 vazaélettartam alapjan kialakitott csoportok (CCA,
GUS, K) etiléntermelése a kertészeti kontroll (KK) %-ban, statisztikai

kiértékekléssel. Z*=1,96

Kontroll= Az Agrobacterium-os fertdézést kivéve a transzformacio 1épésein

atesett ndvények

CCA= Antiszensz ACC-szintaz gént tartalmazé transzgénikus novények
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10. tablazat: Az etiléntermelés statisztikai kiértékelése a kiilonb6z6
vazaélettartamokhoz tartozo atlagos etilén termelés a kontroll (KK) %-aban és a

vazaélettartam alapjan Z prébaval. Z*=1,96

Vazaélettartam | -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

Atlagos
etiléntermelés
109 102 95 83 51 45 27 24 20
a kontroll

(KK) %-aban

Szoras 14,8 | 6,5 9,5 10 7,9 8,2 8,9 3.8 7,6

n 2 7 27 18 21 27 8 4 6

A 27. éabra a vazaélettartam és a termelt etilén mennyisége kozotti

korrelaciot mutatja. Az 4bra is alatdmasztja, hogy a csokkent etiléntermelés
hosszabb vazaélettartammal jar, és hogy minél kevesebb etilént termelt a virag,

annal hosszabb volt a vazaélettartama.
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27. abra: A kiilonbo6z6 relativ vazaélettartam (-2-tdl 6-ig) és a kertészeti
kontroll (KK) szazalékaban kiszamitott etilén termelés kozotti korrelacié. (Az

értekek a 2.1 és 2.2 mellékletbdl szarmaznak.)

4.4.4. A viragok szartorési eredményei

A szegfii nevelése, apoldsa €és szallitdsa soran sokszor van kitéve olyan
mechanikai hatdsoknak, amelyek a noduszoknal torést okozva csokkentik a
virdghozamot. Ezért a szegfiik egyik fontos értékmérd tulajdonsidga hogy a
novények szartorésre ne legyenek hajlamosak. E tulajdonsag objektiv értékelésére
nem all rendelkezésre modszer. A szartorést ugy vizsgaljak, hogy fejjel lefele
megrazzak a viragokat (Toth Endre szobeli kozlés). Ha a szara eltort, akkor torésre
hajlamos a fajta. A ‘Bibor’ is ilyen szartorésre hajlamos fajta.

A szegfli novényeink apoldsa és a mintavételek kdzben azt tapasztaltuk,
hogy az etilénbioszintézisben moédositott transzgénikus ndovények szara kevésbé

torik, mint a nem transzformalt ndvényeké. Ezért torési probat végeztiink a
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novényeken a Szent Istvan Egyetem Gépészmérnoki Karanak Mechanika
Tanszékén. Egy eredetileg mechanikai szakitdszilardsdgot mérd gépet alakitottak at
a szartorés mérésére. Az EU altal eldirt szabvany meghatarozza a virag feje és az 5.
nddusz tavolsagat. Ez azért fontos, mert a viragokat a 6. nddusz t4jan vagjak le. A
kereskeddk a hosszl szarat részesitik elonyben, igy ha rovidek az iztagok, akkor a
tavolsag is kicsi, vagyis a vagott virdg szara tal rovid lesz. Arra sem taldltunk
informdciot, hogy az egyes noduszok torési tulajdonsdgai kiilonboznek-e.
Tapasztalataink alapjén a 3., 4. és 5. nddusznal tortek a novények az apolasa és a
mintavétel soran. Ezért a mintak torését a 2. noddusztol kezdtik és a 6. noduszig
folytattuk. Minden egyes n6dusznal megmértiik azt az er6t Newtonban, ami ahhoz
kell, hogy a n6duszra kifejtett merdleges erd eltorje a szarat. A ndodusz atmérdje €s
a torésre valo hajlamossag kozott nem tudtunk korrelaciot kimutatni. A vastagabb
nddusz jobban tiirte a torést, de a tal vastag mar torékenyebbnek bizonyult.

A torési kisérletekben a torésre nem hajlamos ‘Improved White Sim’ fajtat
(IWS), az ACC-szintdz antiszensz génnel transzformalt (CCA), és a kertészeti

kontroll (KK) fajtat vizsgaltuk. Az eredmények a 28. abran lathatok.

11. tablazat: A szartorési adatok statisztikai kiértékelése.
Minden egyes nodusznal kiszamitottuk a Z értékeket, mindharom minta (KK=
‘Bibor’ kertészeti kontroll. IWS= ‘Improved White Sim” kertészeti kontroll, TR=

‘Bibor’ antiszensz ACC génnel transzformalt névények) alapjan

Minta | 2. nédusz 3. nédusz 4. n6dusz 5. nédusz 6. nddusz 7. nédusz
KKIWSTR [KK IWS TR [KKIWS TR |[KKIWS TR |KK IWS TR |KKIWSTR
(KK) 1,3 |23 2,1 | 4,1 2,1 | 29 85 | 3,9 4,0 3,9 3,6 | 49
IWS 0,5 0,6 0,3 0,3 1,8 1,0
TR
7*=1,96
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50
45
40
. T I u
30 T -
- T 1 -
20 1
15
10
5
0
2 3 4 5 6 7
OKK ®WS OTr
2.n6dusz 3.n6dusz 4.n6dusz 5.n6dusz 6.n6dusz 7.n6dusz
X s X n s X n s X n s X s X n s
Kontroll
10,3 28 |33 | 139 28 3,6 |20,0 26 |49 | 244 28 | 6,6 26,0 |28 |64 27,1 28 | 7,6
(KK)
IWS 11,6 10 |25 | 168 10 |33 |234 10 [ 4,0 |305 10 |89 39,5 |10 |98 40,5 10 | 10,8
Transzgé-
G 12,1 67 |38 | 17,5 66 |45 [238 65 | 7,1 |314 66 | 10,6 |332 |65 |11,2 36,8 59 |10,6
nikus

28. abra: A szartorés eredményei a kiilonboz6 szegfitk (KK= ‘Bibor’

kertészeti kontroll. IWS= ‘Improved White Sim’ kertészeti kontroll, Tr= ‘Bibor’
antiszensz ACC-szintazzal transzformalt transzgénikus ndovények) 2-7 néduszainal.

(X= atlagos szartorés Newtonban, n= eltort nodusz sorszama, s=szoras)
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Az ACC- szintaz antiszensz génnel transzformalt szegfiik szartorése minden
ndduszndl szignifikdnsan meghaladta a kertészeti kontroll (KK) ‘Bibor’ virdgokét
(13. tablazat), vagyis az ACC génnel torténd transzformaciéo eredményekén az
egyébként szartdrésre hajlamos fajta szarszilardsaga javult. A torésre nem hajlamos
IWS szegtiik szartorése €s az antiszensz ACC- szintaz génnel transzformalt szegfiik
szartorése kozott szignifikans kiilonbség nem mutathato ki egyik nodusznal sem
(11. tablazat).

13 olyan ndvényt azonositottunk, amelyek minden egyes nddusznal
meghaladték a transzgénikus novények atlagat. 14 olyan novény volt, amelyek nem
mindegyik nddusznal érték el a transzgénikus atlagot, de a kontroll atlagat
meghaladtidk. 7 olyan névényt azonositottunk, amelyek egyik nddusznal sem érték
el a kertészeti kontroll atlagat (2.3 melléklet).

Az eredmények Osszehasonlithatosagaért bevezettiink egy ugynevezett
szartorés mutatdt. A szartorés mutatot a névény minden egyes ndduszanal mért
torési értékek atlaga adta. Az antiszensz ACC szintaz génnel transzformalt
novények (CCA), a Kertészeti kontroll ndvények (KK), a GUS génnel
transzformalt novények (GUS) és a torésre nem hajlamos Improved White Sim’
(IWS) noOvények szartorésmutatoinak atlagat Osszehasonlitva (29. 4bra)
statisztikailag kimutathato a CCA ndvények folénye a KK és GUS csoporttal
szemben, mig az IWS és CCA ndvények kozott nincs szignifikéns kiilonbség. A
CCA transzgénikus ’Bibor’ ¢és az IWS a szartorésmutatdé mutatd alapjan is
azonosnak tekinthetd, ugyanigy, mint azt noduszonkénti eredmények is mutatjak
(28. abra).

Megvizsgaltuk a vézaélettartam ¢és a szartorés kozotti Osszefiiggést (30.
abra). Az eredmények alapjan a szartorésmutaté és a vazaélettartam kozott a
korrelacio: R*= 0,79. A szartorésmutatod és az etiléntermelés kozott a korrelacio:

R’= 0,45 (31. 4bra).
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Héarom olyan ndvényt azonositottunk, amelyek mind a harom vizsgalt
tulajdonsag alapjan (vazaélettartam, etiléntermelés, szartGrésmutatd) kiemelkedd

eredményt értek el (12. tablazat).

35

30

25 - I

20 T I

15 AL

10

5 |

(6]

CCA KK GUS WS

Atlag | Széras CCA | KK | GUS | IWS
CCA | 26 6,3 CCA 41 |21 |05
KK |20 4,0 KK 07 |24
GUS | 18 4,5 GUS 2,0
IWS | 28 52 WS

29. abra: A novények (CCA, KK, GUS, IWS) szartorés mutatojanak kiértékelés és
statisztikai probaja. Z=1,96.
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R>=0,79
S X
2 S
E
=
€
(7]
\2 n
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(7]
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T T T T T 1
Q
8 6 4 2 0 -2 -4

vazaélettartam

30. abra: A szartorésmutatd €s a vazaélettartam kozotti 0sszefiiggés. Az adatok a

2.4 mellékletbdl szarmaznak.

140 4 R?=0,45
120 o
100 |

80 -

etilén %

40 -

20 4 o® .

O T T T 1
0 10 20 30 40

szartorés mutato (N)

31. abra: A szartorésmutato és a vazaélettartam kozotti 0sszefliggés. Az

adatokat a 2.4 melléklet szolgaltatta.
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12. tablazat: A vazaélettartam, az tiléntermelés, €s a szartorésmutatod eredményei
alapjan legjobb teljesitményt adé6 ACC antiszensz génnel transzformalt névények.

(szam a 2.1 melléklet alapjan)

A novény
Vazaélettartam | Etiléntermelés | Szartorésmutatod
szama
57 3 45 32
358 6 14 31
359 3 60 32

4.4.5. A szarak szovettani vizsgalata

Kerestik a valaszt, hogy mi okozhatja a transzgénikus novények
szartorésének javulasat. Ezért szovettani vizsgélatokat végeztettiink. A 31. és 32.
abran lathato egy kontroll és egy transzgénikus ndvény metszetének képe. Mindkét
mintanal a nddusz aljanal diafragma van, ahol a centralis helyzetd, nagyobb méretii
bélparenchima sejtek csoportja (itt kékre festddtek) megszakad. A diafragma alsé
harmadéanal aprd, szinte merisztematikus sejtekre jellemzd méretet mutatd sejtek
rétege van horizontdlisan. A transzformalt ndvényben ennek festddése kissé
intenzivebb. Ez az a sejtréteg, ahol a torés bekovetkezhet. A kdzponti henger
periférialis részén két masszivan festddd szovettdj van: 1. xilem, 2. a floemen kiviil
elhelyezkedd szklerenchima-rost réteg a periciklus helyén. Ez utobbi jellegzetesen
megtalalhatd a szegfiiféléknél. A transzformalt novényekben, a fent emlitett két

szovettaj vastagabb. Ez indokolja a kevésbé torékeny jelleget, de hogy ez milyen

Osszefiiggésben van a redukalt etiléntermeléssel nem tudjuk megmagyarazni.
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31. abra: az ACC antiszensz 32. abra: kontroll szegfii (KK) szaranak

génnel transzformalt szegfii (358) metszete a 4. nodusznal.

szaranak metszete a 4. nodusznal.

4.5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1)

2)

3)

4)

5)

A szegfliben az etilénbioszintézis molekuldris gatlasat almabol szarmazo
antiszensz ACC-szintaz (CCA) génnel torténd transzformacioval értiik el.
Kimutattuk, hogy az etiléntermelés gatlasa a CCA transzgénikus
virdgokban egyedi variabilitast mutatott.

Bizonyitottuk, hogy a transzgénikus ndvények levélbdl kiinduld
hajtasregeneracios képessége kétszerese, mint a nem transzgénikus
novényeké és ezt a hatdsat nem a transzformacids eljaras, hanem az
etiléntermelés csokkenése okozta.

Kimutattuk, hogy az etilénbioszintézis modositasa ndvelte a *Bibor’ virdgok
vazaélettartamat akar 6 nappal is, és a megndvekedett vazaélettartam
szoros, negativ korrelacioban volt a termelt etilén mennyiségével (R?
=0,96).

Bizonyitottuk, hogy a transzgénikus novények szarszildrdsdga javult. A
szartorés javulasa korrelacioban volt a vazaélettartammal ((R* = 0,79), és

negativ korrelacioban (R* = 0,45) az etiléntermeléssel.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A szegfli etilénbioszintézisének gatlasat mas fajbol, az almabol szdrmazé az etilén
bioszintézisben a SAM->ACC atalakulast katalizal6 ACC-szintaz antiszensz
gatlasaval sikeriilt elérniink. A kapott eredmények alapjan megallapithato, hogy
antiszensz ACC-szintdz génnel torténd transzformdacioval a szegfli ndvények
vazaélettartama szobahdémérsékleten 6 nappal is meghosszabbithatd, tehat
koztermesztésben 1évo értékes fajtak egyik legfontosabb értékmérd tulajdonsaga, a
vazaélettartam, javithato. Esetlinkben az illatos, gazdasagilag értékes ’Bibor’ fajta
vazaélettartamat tudtuk javitani. A viragok illata és vazaélet hossza kozott negativ
korrelacié van, ezzel a modszerrel tehat korrelaciotord egyedeket sikeriilt
eldallitanunk.

A ’Bibor’ fajta masik negativ tulajdonsagan, a torésre valé hajlaman is
sikeriilt javitanunk a transzformacidval. A szartdrésre vald hajlamossag egy masik
fontos értékmérd tulajdonsdg, ami az eredményeink alapjan javult az antiszensz
ACC-szintazzal tortént transzformacié kovetkeztében. Az ACC-szintdz antiszensz
génnel torténd transzformaciod olyan Uj nemesitési lehetdség, amellyel az értékes
fajta két értékméro tulajdonsagai (vazaélettartam, szartérés) javithatonak bizonyult.
Az etilénbioszintézisében modositott transzgénikus szegfii, a kereslet igényeit
kielégitve (illat, hosszu eltarthatosag, nem tord szar) versenyképes lehet a hazankat,
¢s mas Europai orszagot elaraszté importbol szarmazo szegfiivel szemben,
ugyanakkor a vazaélettartam ndvelése eldnyt jelenthet mind az exportdlo, mind az
importald orszdgoknak is a szallitasi és tarolasi veszteségek csokkentése miatt.

Masik fontos eredmény az, hogy az etilénbioszintézis moédositasaval a
levélbol torténd hajtasregeneracio  hatékonysaga jelentésen nétt, ami mind
géntechnoldgiai, mind mikroszaporitasi szempontbol alkalmazhat6 vagy
kihasznalhat6 eldnyt jelenthet és lerdviditheti a fajtdk nemesitési és kereskedelmi

forgalomba keriilésénak idejét.
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6. OSSZEFOGLALAS

A kisérleteink célja, a szegfli etilénbioszintézisének géntechnologiai
modositasaval, a termelt etilén mennyiségének csokkentése volt. Azt vartuk, hogy a
csokkent etiléntermelés kovetkeztében a viragok néhany tulajdonsaga, amelyet az
etilén novényi hormon kozvetve vagy kozvetleniil befolydsol, megvaltozik. A
genetikai transzformacidhoz a Mclntosh almabol izolalt az etilénbioszintézisben
kulcsszerepet  jatszo  l-aminociklopropan-1-karboxilat-szintdiz c¢DNS-e  allt
rendelkezésiinkre.

Az 1-aminociklopropan-1-karboxilat-szintdz az etilénbioszintézisben a
SAM— ACC konverziot katalizalja, az ACC-t az ACO enzim alakitja etilénné. Az
Agrobacterium kozvetitette transzformaciod soran az ACC-szintaz gént antiszensz
orientacioban jutattuk be a novényekbe.

A transzformacid eldfeltétele hatékony novényregeneracidés rendszer
megléte. A szegfli novény hajtasregeneracios rendszerét mar a 70-es években
kidolgoztdk, igy az altalunk kivalasztott transzformécids rendszerben javasolt
regeneracids taptalajon azt vizsgaltuk, melyik fajta regeneracidja jobb. A
transzformaciot megel6zden, 7 kiilonbdzo fajta, levélbol és sziromlevélbol kiinduld
hajtasregeneracios képességét vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy az in vitro
szaporitott novények hajtidsregeneracidja jobb, mint a kereskedelemben magként
forgalmazottaké és a levélbdl kiinduld regenerdcid hatékonyabb, mint a
sziromlevélbol kiindulo. A kisérletek eredményei alapjan a két jol regeneral6do
fajta koziil az Obuda Kertészet koztermesztésben 1év6, elismert fajtajat a *Bibor’-t
valasztottuk ki a transzformaciora.

A transzformaciohoz a Mclntosh almabol szarmazé 1,1 kb méretii cDNS-t
hasznaltuk, amelyet szubklonozési 1épéseken keresztiil a pBI 121-es plazmidba
antiszensz orientdcioban ¢épitettek be, majd a plazmidot Agrobacterium
tumefaciensbe jutattdk. Kontrollként egyrészt a GUS génnel transzformaltuk a

novényeket, masrészt, pedig a transzformdcié 1épésit végrehajtottuk, de

97



Osszefoglalas

Agrobacterium-os  fertézést nem  alkalmaztunk Az  Agrobacterium-os
transzforméciot kdvetden, a transzgénikus egyedeket elsé 1épésként kanamicin
tartalmt taptalajon szelektaltuk. A zold hajtast hozo egyedek leveleib6l DNS-t
izolaltunk, majd PCR- rel, és Southern hibridizacioval igazoltuk a transzgén
egyedeket gyokereztetés utan iiveghazba iiltettiik ki. Az in vitro szaporitas soran azt
tapasztaltuk, hogy az antiszensz ACC-szintaz gént tartalmaz6 transzgénikus
novények hajtasregeneracidja jobb, mint a kontroll ndvényeké. Hajtasregeneraciot
Osszehasonlitdo kisérletekben azt kaptuk, hogy hormon tartalmu taptalajon a
kontroll novények levelei 24%-ban regeneraltak, mig az etilénbioszintézisében
modositottak  49%-ban.  Azért hogy, bizonyitsuk, hogy a mddositott
etilénbioszintézis kovetkezménye a megndvekedett hajtdsregeneracido, mas — az
etilénbioszintézis szempontjabol semleges- transzgént tartalmazo szegfil
novényeket is bevontunk a vizsgalatba. Az eredmények a mas géneket tartalmazo
transzgénikus egyedek esetében a kontrollal azonos regeneraciét mutattak, igy
egyértelmiien az etilénbioszintézis modositasa okozta a hajtasregeneracio
novekedését.

A kiiiltetett novények vazaélettartamat 5 éven keresztiil vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy a kontroll névények 1-2 nappal virdgoztak rovidebb ideig,
vagy ugyanannyi ideig, mint a kertészeti kontroll viragok, a transzgénikus egyedek
vazaélettartama viszont 22°C-on tarolva akar 6 nappal is meghosszabbodott. A
transzgénikus (CCA) novények koziil csak 40%-nak valtozott meg a
vazaélettartama. A véazaélettartam novekedés és a csokkent etilén termelés kozott
szoros korrelaciot tudtunk kimutatni, a hosszabb vazaélettartam csokkent etilén
termeléssel parosult.

A ‘Bibor’ szegfui szartorésre hajlamos fajta. Az apolasi munkadk soran
felfigyeltiink arra, hogy a transzgénikus egyedek szara kevésbé hajlamos a torésre,
ezért szarszilardsdg méréseket végeztiink. Az irodalomban nem taldltunk adatot

arra, hogy hogyan mérik a szegfiik szaranak szilardsagat. Ezért egy modositott
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szakitoszilardsag mérd késziiléket alkalmaztunk erre a célra. A torési kisérletek
eredményeként kimutathaté volt, hogy a transzgénikus egyedek szdra torésre
kevésbé hajlamos, mint a kontroll novényeké, és statisztikailag nem lehetett
kiilonbséget kimutatni a torésre nem hajlamos IWS szegfii és a transzgénikus
’Bibor’ szegfii szartorési mutatodi kozott. A szartorés javulasa és a vazaélettartam
novekedése kozott pozitiv korrelacidt mutattunk ki, mig a termelt etilén
mennyisége €s a szartorés javulasa kozott negativ korrelaciot.

Sikeriilt tehat a gazdasagilag értékes illatos szegfiifajta értékmérd
tulajdonsagait oly modon javitani, hogy kozben més jo tulajdonsagai nem
valtoztak. Igy az etilénbioszintézis transzgénikus uton torténd modositasa 1j

nemesitési utat jelenthet a szegfiifajtak eléallitasaban.
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7. SUMMARY

The aim of our experiments was to reduce the quantity of produced ethylene
of carnation (Dianthus caryophyllus) plant by the genetic modification of its
ethylene biosynthesis.

Due to the reduced ethylene production it has been expected that some
characteristics of the flower influenced by the phytohormone ethylene will directly
or indirectly be affected. For the genetic transformation the cDNA of 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate synthase isolated from Mclntosh apple was
available to us, which has a key role in ethylene biosynthesis. The 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate synthase catalyses the SAM—ACC conversion
in the ethylene biosynthesis, while ACC is converted into ethylene by the ACO
enzyme. Through Agrobacterium mediated transformation, the ACC synthase gene
was introduced into the plants in antisense orientation. The prerequisite of
transformation is the existence of an effective plant regeneration system. The shoot
regeneration system of carnation is already established, thus we examined that
which variety showed the best regeneration on a medium proposed by the chosen
transformation system. Therefore, prior to the transformation, leaf- and petal-based
shoot regeneration ability of seven varieties was examined on the given medium.
According to our results plant regeneration of in vitro propagated plants is better
than that of those marketed as seed. Furthermore, the leaf-based regeneration
proved to be more effective than the petal-based one. On the basis of the results of
our experiments, from the two varieties showing good regeneration, the ‘Bibotr’
commercial variety (Obuda Kertészet Horticultural Company) was chosen for
transformation.

The 1.1 kb ACC cDNA of Mclntosh apple, which was inserted into the

pBI121 plasmid in antisense orientation was introduced in carnation. Control plants
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were transformed by GUS gene or all the steps of transformation were performed
expect for Agrobacterium infection.

Following Agrobacterium mediated transformation transgenic individuals
were, as a first step, selected on a medium containing kanamycin. DNA was
isolated from the leaves of individuals growing green shoots. Afterwards, the
presence as well as the integration of transgene was verified by PCR and Southern
hybridisation while RT-PCR was used to demonstrate its operation. Comfirmed
transgenic events were transplanted into greenhouse at their appropriate growth
stage.

During in vitro propagation we observed that transgenic lines containing
antisense ACC synthase gene had better shoot regeneration (49%) than the control
plants (24%)).

In order to prove that the increased shoot regeneration results from the
modification of ethylene biosynthesis, carnations containing other kind of
transgenes were also involved in the experiments. Results in case of transgenic
individuals with these transgenes showed the same regeneration (25%) as control
plants. This gives clear evidence that modification of ethylene biosynthesis caused
the increase in shoot regeneration.

The vase-life of planted flowers has been examined for five years. We
stated that the vase-life of control plants was by 1-2 days shorter or as long as the
greenhouse control plants, while the vase-life of transgenic individuals — stored at
22°C — increased by up to 6 days. The length of vase-life changed only in the case
of 40% of the transgenic (CCA) plants. We showed a strict correlation between the
increase in vase-life and the reduction of ethylene production: longer vase-life was
coupled with reduced ethylene production.

The stem of the purple carnation variety ’Bibor’ tends to break easily.
During growing and sampling transgenic plants appeared to be less susceptible to
stem break. Since, no references were found on how to measure the strength of the

stem of carnation plants, therefore a modified tensile strength measuring equipment
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was developed for this purpose. The results of breaking experiments show that the
stem of transgenic plants is less susceptible to breaking than that of control plants,
and that statistically there is no difference between the breaking parameters of
transgenic carnation and ‘Improved White Sim’ carnation that are less prome to
breaking.

We succeeded to improve the valuable properties of a fragrant,
economically importent carnation variety, while its already existing beneficial
properties have not changed. Thus the transgenic modification of ethylene

biosynthesis may lead to new breeding approaches.
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Melléklet

M.2.1. MELLEKLET

A szegflik vazaélettartamdnak adatai. Tobb virdgzasi adat alapjan
szamitottuk ki az atlagot. Az értékek minden esetben a Kertészeti kontroll
(KK) novények vazaélettartamabdl szdmitottam ki (3.13 fejezet). Azokat a
novényeket, amelyeknél nem tudtunk legaldbb 3 ismétlést megmérni
kizartuk az értékelésbol.

Kontroll

névények 1. 2. 4. 5. 6. 7. Vazaélet-
K virdgzas viragzas . . . virdgzas viragzas viragzas viragzas tartam

csoport viragzas
8 0 0 -1 0 2 -2 0
9 -2 0 -1 0 -1 1 0 0
10 -1 1 -1 1 -2 -2 -1
14 0 -1 0 0 0
22 0 1 0 1 -1 0
36 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 2 -2 0
42 -1 0 1 -1 -1 -2 -1
46 0 0 0 -2 2 0
49 -2 -2 -1 -2 -2
52 -1 -1 0 -1
76 0 0 0 0 1 0
81 -1 2 0 1 1 1
82 0 0 1 1 1 -1 0
83 -2 -1 -2 -2 -1 -2
84 1 0 0 0 1 0
85 1 1 1 1
86 0 1 1 1 1
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M.2.2. MELLEKLET
A szegfiik etiléntermelésének adatai (a termelt etilén mennyisége 100 g/ viragra

szamitva). A termelt etilén relativ értéke, az ugyanakkor mért kertészeti kontroll

(KK) novények altal termelt etilén mennyiségének az atlagabol (100 %) lett

kiszamitva.
‘ Termelt (7adl Termelt etilén a

Minta etilén Zl?tﬁrel I ontroll atlaganak
(nl/g/24h) %-aban

15 10 6 10

324 94 0 99

330 24 5 25

333 96 1 101

334 18 5 19

335 93 0 98

342 114 -2 120

347 104 0 109

358 13 6 14

9 (K) 101 0 106

46 (K) 91 0 96

52 (K) 93 -1 98
Termelt Termelt etilén a

Vazaélet-
Minta etilén kontroll atlaganak
tartam

(nl/g/24h) %-aban

6 63 3 49

45 119 1 92

53 61 2 47

61 22 4 17

65 70 2 54

68 39 3 30

310 102 1 79

313 116 0 90

316 124 0 96

331 74 2 57

306 (GUS) | 128 -2 99
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355(GUS) |850 -1 101

14 (K) 131 0 102

40 (K) 133 0 103

49 (K) 126 -2 98

85 (K) 129 1 100

‘ Termelt Vézadlot- Termelt etilén a

Minta etilén ta?tzzlarfl “* I kontroll atlaganak
(nl/g/24h) %-aban

5 105 1 88

15 35 6 30

30 58 2 49

30 54 2 46

51 120 0 101

51 122 0 104

53 53 2 45

57 49 3 42

311 42 4 36

340 121 0 102

352 (GUS) | 111 -1 94

22 (K) 108 0 92

36 (K) 119 0 100

83 (K) 126 -2 107

85 (K) 107 1 91
Termelt Termelt etilén a

Vazaélet-
Minta etilén kontroll atlaganak
tartam

(nl/g/24h) %-aban

15 18 6 19

53 36 2 39

64 78 0 84

302 107 -1 116

311 18 4 19

331 42 2 46

331 39 2 43

335 82 0 89

52 (K) 92 -1 100
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‘ Termelt Viazaélet- Termelt etilén a

Minta etilén tale"ltzaar;cl “* I kontroll atlaganak
(nl/g/24h) %-aban

5 115 1 76

30 83 2 55

44 132 1 87

50 76 3 50

53 62 2 41

57 70 3 46

65 89 2 59

68 61 3 40

78 149 0 98

79 75 3 49

85 141 1 93

347 151 0 99

357 90 2 59

305 (GUS) | 148 0 98

339 (GUS) | 159 0 104

343 (GUS) | 134 0 88

355 (GUS) | 153 -1 101

49 (K) 152 1 100

76 (K) 147 0 97

85 (K) 156 1 103
Termelt Termelt etilén a

Viézaélet-
Minta etilén kontroll atlagdnak
tartam

(nl/g/24h) %-aban

50 77 3 43

313 148 0 83

314 145 1 82

317 157 0 89

339 186 0 105

356 32 4 18

357 104 2 59

359 104 3 59

349 (GUS) | 151 1 85

14 (K) 189 0 107

40 (K) 172 0 97

52 (K) 170 -1 96

128



Melléklet

Termelt Termelt etilén a
Viézaélet-
Minta etilén kontroll atlagdnak
tartam
(nl/g/24h) %-aban
5 99 1 89
15 30 6 27
30 62 2 55
50 53 3 47
57 59 3 52
311 42 4 38
322 58 3 52
36 (K) 113 0 101
49 (K) 112 -2 100
85 (K) 102 1 91
85 (K) 108 1 96
86 (K) 118 1 105
Termelt Termelt etilén a
Viézaélet-
Minta etilén kontroll atlagdnak
tartam
(nl/g/24h) %-aban
311 64 4 36
338 194 0 110
359 109 3 62
352 (GUS) | 164 -1 93
40 (K) 181 0 102
86 (K) 172 1 98
‘ Termelt Vizadlet- Termelt etilén a
Minta etilén azaclet | 1 ontroll atlaganak
(nl/g/24h) | Mol shan
15 34 6 18
26 127 1 68
30 119 2 64
38 47 5 25
39 52 3 28
41 84 3 45
57 83 3 45
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62 165 0 89

327 164 0 88

336 167 0 90

10 (K) 180 -1 97

52 (K) 174 -1 94

76 (K) 212 0 114

81 (K) 178 1 96

' Termelt Vézadlet- Termelt etilén a

Minta etilén ta?tzairel " I kontroll atlaganak
(nl/g/24h) %-aban

6 55 3 35

18 76 3 48

48 44 5 28

65 83 2 53

357 87 2 55

359 91 3 58

352 (GUS) | 165 -1 105

9 (K) 167 0 106

42 (K) 147 -1 94
Termelt Termelt etilén a

Viézaélet-
Minta etilén kontroll atlaganak
tartam

(nl/g/24h) %-aban

3 149 1 77

21 66 2 34

27 109 2 56

45 140 1 72

50 101 3 52

57 74 3 38

65 84 2 43

322 67 3 34

331 111 2 57

345 39 4 20

349 (GUS) | 136 1 70

350 (GUS) | 195 -1 101
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8 (K) 200 0 103

14 (K) 199 0 103

76 (K) 181 0 94

Termelt Termelt etilén a
Vazaélet-
Minta etilén kontroll atlaganak
tartam
(nl/g/24h) %-aban

5 29 1 78

5 31 1 81

30 21 2 55

41 16 3 42

57 18 3 47

311 12 4 31

322 15 3 39

327 34 0 89

333 24 1 63

46 (K) 38 0 100

76 (K) 36 0 95

83 (K) 40 -2 105
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M.2.3. MELLEKLET

A szegfiik (’Bibor’, kertészeti kontroll, ’Improved White Sim’) szartdréseinek
eredményei Newtonban a 2.-7. néduszoknal.
A szartorés mutato értekét a 2.-7. nodusz atlaga adta meg.

Novény 2. 3. 4, 5. 6. 7. Szartorés
nodusz | noédusz |noédusz | nddusz | noddusz | nodusz | mutatd
CCA 1 11,7 16 23 24,2 24 19,8
CCA 2 12 20 25 29 35 35 26
CCA 5 10 11 18 28 37 20,8
CCA 20 7 10 17,2 19 34,5 17,5
CCA 27 18,2 21 37 37 43 43 33,2
CCA 29 18 23 36,5 33 28 40 29,7
CCA 50 17 17 19 47 43 45 31,3
CCA 51 7 17 21 25 37 33 23,3
CCA 51 9 20 27 30 31,2 36,2 25,6
CCA 53 14,7 19,7 32 37,2 49 40 32,1
CCA 53 13 20 26 44 45 45 32,2
CCA 57 19 23 29 32 45 43 31,8
CCA 60 8 11 16 21 22 21 16,5
CCA 60 8 11 15,2 18,2 17,2 13,9
CCA 65 11 18 26,5 27,5 32 29 24
CCA 72 13,2 21 25 55,2 30 24 28,1
CCA 73 14 15 22 25 24 30 21,7
CCA 73 14 16 22 25 24 30 21,8
CCA 74 12 17,7 32 37 61 37 32,8
CCA 75 9 19 26 25 38 31 24,7
CCA 75 13 20 26 32 34 35 26,7
CCA 79 13 19 23 31 35,7 33 25,8
CCA 310 20 11 16 25 31,2 41,2 24,1
CCA 311 10 14,7 18,5 25 16 16,5 16,8
CCA 311 8 14,7 19,5 18,5 33,5 32 21
CCA 313 20,2 25 24 47 34 44 32,4
CCA 314 10 13 18,7 21 24,5 17,5 17,4
CCA 314 8 15 18 31 24,7 19,3
CCA 316 15 20 38 53 45 45 36
CCA 317 17 24 27,5 34 38 35,5 29,3
CCA 318 12 18 23 24 21 19 19,5
CCA 322 17 23,7 31 40 38,5 55 34,2
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Novény 2. 3. 4, 5. 6. 7. Szartorés
nodusz | nodusz | nddusz |ndédusz | nddusz | ndédusz | mutatd
CCA 322 15 22,2 27,5 34 57 52 34,6
CCA 322 21 33 43 63 57 54 45,2
CCA 323 12 15 20 29 36 22.4
CCA 323 11 19 22 35 25 34 24,3
CCA 323 8 12 19 21 31 32 20,5
CCA 324 13 22 29 51 38 36 31,5
CCA 325 11 17 26 40 38 31 27,2
CCA 327 13 15 33 49 57 62 38,2
CCA 328 10,2 17 24 32 32 56,2 28,6
CCA 329 7 18 23 24 15 30 19,5
CCA 331 12 21,5 15 22 17 15,7 17,2
CCA 331 13 17 21,5 33 30 34 24,7
CCA 332 12 20 15 25,2 30,7 30,7 22,3
CCA 334 17 22 29,7 36,2 32,2 40,2 29,5
CCA 344 7 17 20 20 16 16
CCA 344 10 18 27 39 25 23 23,7
CCA 345 13,5 17,5 21 37 37 30 26
CCA 351 10 16 24 21 33 38 23,7
CCA 356 11 15 21 28 32 46 25,5
CCA 356 11 15 20 33 30 36 24,1
CCA 357 14,2 20 26,2 38,5 42 43,5 30,7
CCA 357 15 18 25 37 45 47 31,2
CCA 358 16 22 42 37,7 35 38 31,8
CCA 358 14 18,5 37,25 |34 25,9
CCA 358 12 20 26 43 47 51 33,2
CCA 359 17 25 26 49 43 48 34,7
CCA 359 13 18 24 35 42 44 29,3
Atlag 26
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Novény 3. 4, 5. 6. 7. Szartorés

nodusz | nodusz | nodusz | nodusz | nodusz |nodusz | mutatd
KK 4 10 13 12 16 27 13,7
KK 4 8 13 15 14 21 12,5
KK 7 11 12 15 17 18 11,7
KK 8 15 20 25 23 27 18,3
KK 11,2 13 22 21,2 30 51 24,7
KK 9 14,7 22,7 32 33 29 23,2
KK 16 18 22,7 31 32 19 23
KK 9 18 25,5 36 36,7 33 25,8
KK 12,2 15 22,7 32,5 28,5 21,7 22
KK 9 16 19,7 27 25,5 20 19,5
KK 9,75 11,2 19,7 23,7 25,2 19,6
KK 10 13 20 24 29 41 22,8
KK 8 11 19 24 34 30 21
KK 8 7 18 22 23 23 16,8
KK 9,5 14 21 27 22,5 24 18
KK 11 16 25 29 34 19 22,3
KK 8 12 10 21 18 20 14,8
KK 10 19 23 22 19 21 19
KK 11 20 24 35 36 38 27,3
KK 8 14 18 24 24 24 18,7
KK 8 11 12 17 19 22 14,8
KK 10 15 24 32 34 30 24,2
KK 5 10 24 28 35 20,4
KK 12 20 22 18 31 35 23
KK 16 17 21 23 22 28 21,2
KK 17 13 25 23 25 25 21,3
KK 16 19 24 32 25 28 24
KK 9 10 15 21 25 24 17,3

Atlag 20
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Novény 2. 3. 4, 5. 6. 7. Szartorés
nodusz | nodusz | nddusz |ndédusz | nddusz | ndédusz | mutatd
GUS 339 13 17,2 18,7 28 36,5 28 23,6
GUS 341 6,7 9,5 10,5 14 9,2 10
GUS 341 9,5 15 28 46 52 30,1
GUS 342 8 10 16 24 45 52 25,8
GUS 342 7 12 12,5 14,7 11,5
GUS 343 5,5 10 18,2 14,5 17 13,1
GUS 349 6,5 10 12 14 15 21 13,1
GUS 354 5 14 15 19,7 25 21,5 16,7
Atlag 18
Novény 2. 3 4, 5. 6. 7 nodusz Szartorés
nodusz |nodusz |ndédusz |nddusz |nddusz mutato
IWS 13 18,5 23,5 33,2 31 20,5 23,2
IWS 9 14,5 20 22 24,7 26 17,7
IWS 9,5 16 23 28 37 54 28
IWS 12 15 26 34 51 67 342
IWS 14 25 30 48 63 36 37,7
IWS 17 19 29 43 52 48 34,7
IWS 10 15 22 25 42 39 27,3
IWS 11 15 23 25 36 40 25
IWS 11 16 21 25 37 52 28,5
IWS 9 14 22 22 31 43 22,8
Atlag 28
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2.4. MELLEKLET

A kiilonb6z6 mérési adatok (vazaélettartam, termelt etilén mennyisége a kontroll

%-aban, szartorésmutatd) Osszesitése novényekre lebontva. A novényekhez tartozo

molekularis vizsgéalatok (PCR, RT-PCR, Hibridizacio) jelolése (+ ha a vizsgalat

eredménye pozitiv volt — ha, a vizsgalat eredménye negativ volt).

Termelt etilén

Néyény Vazaélet a kertészeti Szértbrt’-‘,‘s PCR RT Hil?ri_c!i
szama -tartam kontrol %- mutaté PCR | -zacié
aban
8 0 103
9 0 106, 106
10 -1 97 - - -
14 0 102,107,103 - - -
22 0 92
36 0 100, 101
40 0 103, 97,102
42 -1 94
Kont- 46 0 96, 100
roll 49 -2 98,100, 100 - - -
52 -1 98, 100, 96, 94
76 0 97,114, 94, 95
81 1 96
82 0
83 -2 107,105
84 0
85 1 100, 91, 93, 103, - - -
91, 96
86 1 105, 98
1 0 19,8
2 3 26
3 1 77
4 0
5 1 88, 76, 89, 78, 81 20,8 + + +
CCA 6 3 49, 35
7 4
11 4
12 -1
13 1
15 6 10, 30, 19, 27, + + +
18
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CCA

Termelt etilén

Néyény Vazaélet a kertészeti Szértbrt’-‘,‘s PCR RT Hil?ri_c!i
szama -tartam kontrol %- mutaté PCR | -zacié

aban

16 -1

17 0

18 3 48 + +

19 -1

20 -2 17,5

21 2 34 +

23 0 +

24 0

25 0 +

26 1 68

27 2 56 33,2

28 -1 + +

29 5 29,7 + +

30 2 49, 46, 55, 55, + + +
64, 55

31 3 +

32 2

33 1 +

34 5 + +

35 1

37 0 +

38 5 25 +

39 3 28 +

41 3 45,42 +

43 -1

44 1 87 +

45 1 92,72

47 0

48 5 28 +

50 3 50, 43,47,52 31,3 +

51 0 101, 104 23,3/25,6

53 2 47, 45, 39, 41 32,1/32,2 + + +

54

55

56

57 3 42, 46, 52, 45, 31,8 + + +
38, 47

58

59
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Termelt etilén
Néyény Vazaélet a kertészeti Szérté')r(’-‘,‘s PCR RT Hil?ri_c!i
szama -tartam kontrol %- mutaté PCR | -zacié
aban
61 1 17 +
62 0 89 +
63 -2
64 0 84
65 2 54,59, 53,43 24 + +
66 4 +
67 0
68 3 30,40 + + +
69 3
70
71
72 0 28,1 + + +
73 -1 21,7/21
74 4 32,8 + +
75 -1 24,7/26,7
77 3 + +
78 0 98
79 3 49 25,8 + + +
308 5 +
309 0
310 1 79 241 +
311 4 36, 19, 38, 36, 31 16,8/21 + + +
312 5 + + +
313 0 90, 83 32,4
314 1 82 17,4/19,3
315 0
316 0 96 36 + - +
317 0 89 29,3
318 0 19,5
319 0
320 0 + - -
321 1
322 3 52, 34, 39 34,2/34,6/4 + + +
5,2
323 -1 22,4/24,3/2
0,5
324 0 99 31,5
325 0 27,2 +
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Termelt etilén
Néyény Vazaélet a kertészeti Szértbrt’-‘,‘s PCR RT Hil?ri_c!i
szama -tartam kontrol %- mutaté PCR | -zacié
aban
326 -1
327 0 88, 89 38,2
328 0 28,6 + -
329 3 19,5 +
330 5 25 + +
331 2 57, 41, 43, 57 17,2/24,7
332 3 22,3
333 1 101, 63
334 5 19 29,5
335 0 98, 89 +
336 0 90
344 -1 16/23,7
345 4 20 26 + +
346 0
347 0 109, 99
356 4 18 25,5/24,2
357 2 59, 59, 55 30,7/31,2
358 6 14 31,8/25,93 + + +
75/33,7
359 3 59, 62, 58 34,7/29,3 + + +
360 0
361 0
621 0
627 2 +
626 2 +
633 2 +
635 3 +
302 -1 116 +
303 0
304
305 0 98
GUS 306 -2 99
307 1 +
337 0
338 0 110
339 0 104, 105 23,6 +
340 0 102
341 1 10/30,1
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Termelt etilén
Néyény Vazaélet a kertészeti Szértbrt’-‘,‘s PCR RT Hil?ri_c!i
szama -tartam kontrol %- mutaté PCR | -zacié
aban
342 -2 120 25,8/11,55
343 0 88 13 +
GUS 348 0
349 1 85,70 13,1
350 -1 101 +
351 0 23,7
352 -1 94,93, 105
353 0 +
354 1 16,7
355 -1 101, 101
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton mondok koszonetet konzulemsemnek Dr. Kiss Erzsébet tanarnének
tamogatasaért, szakmai és gyakorlati segitségért és tanacsaiért. Koszonom Dr.
Heszky Laszl6 tanszékvezetd Urnak, hogy lehetdvé tette kisérleteim elvégzését a
Genetika és NoOvénynemesités Tanszéken és emellett biztositotta a folyamatos
szakmai ellendrzést is.

Koszoném Dr. Toéth Endrének (Obuda Kertészet), Dr. Toth Arpadnak
(Corvinus Egyetem) és Dr. Csap6 Gyulanak (Szent Istvan Egyetem) a kisérletek
elvégzésében, kiértékelésében nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom Varga Agnesnek, Sz6ke Antalnak, Nagy Natalianak,
Dr. Galli Zsoltnak, Dr To6rjék Otténak, Kondrak Mihélynak szakmai javaslataikért
¢s barati tdmogatasukert.

Kosz6ndm a nyugodt, barati és inspirativ munkahelyi [égkor megteremtését
¢s mindig aldozatkész segitségét a tanszék minden dolgozdjanak: Dr. Gyulai
Gabornak, Dr. Kiss Jozsefnek, Dr. Hajosné Novak Martanak, Dr. Mazikné Tokei
Katalinnak, Dr. Bellusné Daniek Agnesnek, Katona Melindanak, Toth Péternének,
Bakos Gyorgynének, Ocsai Sandornének, Balogh Andreanak, Szabé Zoltannak,
Fiile Loérantnak, Bittsanszky Andrasnak, Halasz Gabornak, Koncz Timeanak, Tisza
Viktoérianak és Lagler Richardnak, Galbacs Zsuzsanak, Molnar Stellanak.

Kiilon szeretném kiemelni Adam Zoltanné -Stefi nénit-, akinek segitségéért
¢s lelkesitd szavaiért sokat kdszonhetek.

Végiil koszondm csaladomnak a tdmogatast, megértést, bizalmat, és azt,
hogy biztositottak szdmomra a nyugodt csaladi 1égkort, amely szilikséges volt hogy

tanulmanyaimat befejezhessem.
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