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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

1. 1. A TEMA AKTUALITASA

Az etilén szdmos ndvényélettani folyamatért felelds, a novény fejlédésének joforméan
minden szakaszaban szabalyoz6 szerepet tolt be a csirazastol kezdve egészen az dregedésig.
Meggyorsitja a zoldségfélék, a gyiimolcs ¢és a virdgok fejlodését, érését, kivaltja a
sziromlevelek hervadasat. Nagy gyakorlati jelentdsége van az egyidejii virdgzds ¢s
gylimolcsérés eldidézésében. Az etilénbioszintézis 1épéseinek tisztazasa, illetve a génexpresszio
gatlasa antiszensz RNS-sel tette lehetové a ndovényvilagban az 6regedés, a gyiimdlcs- €s termés-
érés modositasat molekularis modszerekkel.

Az antiszensz RNS-t az Escherichia coli-ban fedezték fel a colEl plazmid
replikdciojanak tanulmanyozéasa soran. Az értelmetlen RNS hibridizal az értelmes RNS szallal,
¢s mivel ez a duplex nem képes a primer funkciét ellatni, a DNS replikacio gatlédik. Emellett
az antiszensz RNS molekuldk az atirast is szabalyozzdk nemcsak prokariotdkban, hanem
eukariotakban is: elvben barmilyen gén atirdsa gatolhatd antiszensz RNS molekuldkkal, ennek
azonban eldfeltétele a biokémiai szintézis utak ismerete, illetve a megfeleld struktirgének
izolalasa. Kiterjedt vizsgalatokkal megallapitottdk azt is, hogy a kiillonbozé fajokbol izolalt
azonos funkcioju (heterolog) gének képesek a kiilonb6z6 ndvényfajokban antiszensz gatlast
eldidézni.

A viragok fontos szerepet toltenek be életiinkben. Mindig adodik valamilyen kiilonleges
alkalom (sziiletésnap, névnap, vagy csaladi linnep: hdzassagi évforduld, eskiivd), amelyeknek a
viragok fontos kellékei. A szegfli a vilag és a hazai piacon egyarant a legkedveltebb vagott
viragok egyike.

A szallitds és a hiitve tarolas technikai fejlédésének eredményeként (hiitékamionok,
repiil6gép), az USA-ban az 1970-es évektdl atalakult a szegflitermesztés, addigi korzetei délre
tolodtak. Ma mar a vagott szegfli 95%-at Dél-Amerikabol importaljak. Eurdépaban hasonlo
tendencia figyelhetd meg, mintegy 20 éves késéssel. A fejlett ipari orszagokban (Németorszag,
Anglia, Franciaorszag) napjainkra drasztikusan visszaesett a belfoldi termesztés, az igényelt
mennyiség donté részét Dél-Eurdpabdl, Dél-Amerikabol és  Afrikabol hozzédk be.
Magyarorszagon is hasonl6 a helyzet, s6t miutan 2002-ben az importvamot teljesen eltorolték, a
novényhazi vagott virdgok termesztése mindinkabb hattérbe szorul. Ezért is fontos olyan 1j
fajtak eldallitasa, amelyek felvehetik a versenyt valamilyen egyediilallé tulajdonsagukkal az

importbdl szarmazo, olcsobb termékekkel.
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Mint minden vagott viragnak, igy a tipikusan etilénérzékeny novények korébe tartozod
szegflinek is, az egyik legfontosabb értékmérd tulajdonsaga a vazaélet hossza, amit jelentdsen
befolyasol az etilén.

A vazaélettartam novelésére szamos modszert dolgoztak ki: alacsony -0,5 - 0°C kozotti
homérsékleten és 90-120 Pa nyomdéson tdrolast, vagy a vagast kovetd meleg vizfiirdében
aztatast. A nehézfémionok koziil a kobalt és a nikkel képes megakadalyozni az ACC (1-
aminociklopropan-1-karboxil sav) = etilén atalakulast. Az eziist ion, a széndioxid és
kaliumpermanganat megkotik az etilén receptorokat. Az 1-MCP (1-metilciklopropén), a 3,3-
DMCP (3,3 dimetil ciklopropén), az AOA (aminooxiecetsav), AVG (aminoetoxivinilglicin) és
a CHX (cikloheximid) szintén gatolja az etilén bioszintézisét. A felsorolt etilén inhibitorok
taptalajba adagolasaval a csokkent etiléntermelés kovetkezményeként megnovekedett
hajtasregeneracios képességet tapasztaltak.

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

A transzgénikus novények eldallitasa Ujabb  nemesitési utat adhat a
disznovénytermesztés szamara. A moddszerrel olyan gazdasagilag jelentds értékmérd
tulajdonsdgok javithatok, mint a vazaélettartam és a szin. A kutatok ACC-oxidaz és szintdz
antiszensz ¢és szensz génnel transzformalt szegflit, rozsat antiszensz csalkon szintdzzal
transzformalt petuniat, szegfiit és 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 szarmazo,
az etilén termelésért felelos egyik gén, az 1-aminociklopropan-1-karboxilat (ACC)
szintaz értelmetlen "antiszensz" orientacidban integralodik;

e az antiszensz génnel torténd transzformacidé eredményeként a vagott virdgok altal
termelt etilén mennyiségének csokkentése;

e a csokkent etiléntermelés kovetkezményeként a vazaélettartam novelése és a

hajtasregeneracios képesség javitasa.



2. ANYAG ES MODSZER

A transzforméciora hasznalt ACS-t Mclntosh almabol (MdACS2 — génbanki szédma:
U73815) izolaltak. Transzformaciora alkalmas vektort eléallitasahoz az inszertet szubklondzasi
1épésekkel pBI121-es vektorba épitették be antiszensz orientacidban.

Transzformacios kisérleteinkben, amely sordn két modszert hasonlitottunk Ossze,
LBA4404-es Agrobacterium tumefaciens torzset hasznaltuk fel, amelybe ’triparental mating’
modszerrel juttattuk be a fent emlitett vektort.

Eldzetes, levélbdl kiindulod regeneracids kisérleteket kovetden a gazdasagilag értékes,
illatos *Bibor’ fajtat valasztottuk ki a transzformdéciora. A transzforméci6 soran az alma ACC
szintaz gén mellett transzgénikus kontrollként, az etilénbioszintézis szempontjabol semleges
génekkel, a GUS génnel, tehénbab inhibitorgénnel (pCpTi), sz€énhidrat bioszintézisben szerepet
jatszo enzimek génjeivel (6-PF-2-K, Fru-2,6-P;-4z) is transzformaltunk ndvényeket. Emellett
kontrollként az Agrobacterium-os fert6zést kivéve minden transzfomacios 1épésen atesett
ndvényeket is regeneraltunk.

A transzformaciot kovetéen a szelektiv, kanamicint (150 mg/l) tartalmazo, taptalajon
regeneralt, zold novényekbdl DNS-t izolaltunk. A transzformacié sikerességét molekularis
modszerekkel (PCR, Southern hibridizaci6é, RT-PCR) bizonyitottuk.

A transzformans és kontroll novényeket az Obuda Kertészet iiveghazaba iiltettiik ki.
Kertészeti kontroll novényként az Obuda Kertészetben nevelt szegfiiket is iiltettiink. Normal
iiveghazi koriilmények kozott csepegtetd ontozést alkalmaztunk. A transzformans és kontroll
novények viragai kozott morfologiai eltérést nem tapasztaltunk.

A vazaélettartamot 1999. jiniusatol 2004. marciusaig 22°C-on vizsgaltuk. A
vazaélettartam Osszehasonlitdsara azonos (a sziromlevél 90°-0s szoget zart be a
csészelevelekkel) viragzasi fazist, azonos (50 cm) szarhosszusdgi mintakat szedtiink. A
transzgénikus és kontroll virdgokhoz mindig azonos virdgzasi fazisu kertészeti kontroll (KK)
novényt parositottunk. Az év kiilonb6zd szakaban fenndlld mas és mas kornyezeti feltételek
miatt, a viragzasi id6 hossza ciklusonként kiilonbozéképpen alakult. Ezért a vézaélettartamot
relativ értékben adtuk meg azaz, a transzgénikus és a hozza parositott kertészeti kontroll
novény vazaélethossza kozotti kiillonbséget vettiik figyelembe. A vazaélettartam szdmitasanal a
szedett allapot volt az elsd nap, az utolso pedig az, amelyen a sziromlevelek 50%-a elhervadt.

A termelt etilén mennyiségének mérését a Szent Istvan Egyetem Kertészettudomanyi
Karanak Kémia Tanszékén végeztik (ma Budapesti Corvinus Egyetem). A virdgokat a

vazaélettartam mérésénél leirt virdgzasi stddiumban 8 cm-es szarral vagtuk le. Miutan a
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mintavétel €s a mérés helye kiilonbozott, a leszedés és a szallitas okozta te stresszetilén
termelést eloszor ki kellett zarni a vizsgalatbdl, ezért a novényeket 24 6ran 4t a mérés helyén
vizben tartottuk, majd specidlis méréedényekbe tettiik at 6ket. Az edények zar6 gumiszeptumot
tartalmaztak, amelyeken keresztiil adagoltunk 1% exogén etilént, illetve vettiink gazmintat. 24
oras kezelés utan a virdgokat kivettiik, 24 6ran keresztiil szelldztettiik, és ismét visszahelyeztiik
az edényekbe. Ujabb 24 ora elteltével vettiink gazmintikat. A termelt etilén mennyiségét GC
6000-es gazkromatograf késziilékkel aluminium kolonnaval detektaltuk. A kiilonbozo
idépontokban mért adatok a szegfli virdgzasanak kiilonboz6 idépontjai miatt a kiilsé kornyezeti
hatasoktol fiiggtek (homérséklet, fényviszonyok), ezért az eredményeket egy kezelésen beliil a
kontroll nem transzgénikus szegfiikh6z viszonyitott szazalékos értékekbdl fejeztiik ki.

A szartorési kisérletekhez, a virdgokat a vazaélettartam mérésénél leirt virdgzasi
stddiumban a 8. nddusznal vagtuk le. A torés érzékenységére egy modositott FM-250 tipusu (az
egykori NDK-ban) gyartott szakitoszilardsagot mérd késziiléket hasznaltunk fel. Minden egyes
nodusznal mértiik azt a merdlegesen hatdo er6t Newtonban, amely ahhoz sziikséges, hogy a

szegfll szara az 5 cm fesztavolsagban aldtdmasztott nodusznal eltdrjon.

3. EREDMENYEK

Hajtasregeneraciot dsszehasonlitd kisérletekben a hormon tartalmu téptalajon a kontroll
novények levelei 24%-ban regenerdltak hajtdsokat, mig az etilénbioszintézisében modositottak
49%-ban. Azért hogy, bizonyitsuk, hogy a modositott etilénbioszintézis kovetkezménye a
megnovekedett hajtasregeneracio, mas — az etilénbioszintézis szempontjabdl semleges — transzgént
(GUS, pCpTi, 6-PF-2-K, Fru-2,6-P,-4z) tartalmazé szegfii novényeket is bevontunk a vizsgalatba.
Az eredmények ezeknek az egyedeknek az esetében a kontrollal azonos regeneracidot mutattak,
bizonyitva, hogy az etilénbioszintézis modositasa okozta a hajtasregeneracio novekedését.

A kiiiltetett ndvények vazaélettartamat 5 éven keresztiil vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a
kontroll ndvények 1-2 nappal viragoztak révidebb ideig, vagy ugyanannyi ideig, mint a kertészeti
kontroll virdgok, a transzgénikus egyedek vazaélettartama viszont 22°C-on tarolva akar 6 nappal is
meghosszabbodott. Az antiszensz ACC-szintdz gént tartalmazd novények koziil 40%-nak
novekedett meg a vazaélettartama. A vazaélettartam ndvekedés €s a csokkent etilén termelés kozott
szoros korrelaciot (R’=0,79) tudtunk kimutatni, a hosszabb vazaélettartam csokkent etilén

termeléssel parosult.



-7 -

A ‘Bibor’ szegfii szartorésre hajlamos fajta. Az 4poldsi munkdk soran felfigyeltiink arra,
hogy a transzgénikus egyedek szara kevésbé hajlamos a torésre, ezért szdrszilardsag méréseket
végeztiink. A torési kisérletek eredményeként kimutathat6 volt, hogy a transzgénikus egyedek szara
torésre kevésbé hajlamos, mint a kontroll ndvényeké, és statisztikailag nem lehetett kiilonbséget
kimutatni a torésre nem hajlamos *Improved White Sim’ szegfii és az antiszensz ACC szintdz gént
tartalmazd ’Bibor’ szegfii szartérési mutatdi kozott. A szartorés javuldsa és a vazaélettartam
novekedése kozott pozitiv, mig a termelt etilén mennyisége €és a szartorés javulasa kozott negativ
korrelaciot mutattunk ki.

A kisérletek eredményeként tehat sikeriilt a gazdasagilag értékes, illatos szegfiifajta
értékméro tulajdonsagait oly méddon javitani, hogy kozben mas értékes tulajdonsdgai nem valtoztak.
Ennek alapjan az etilénbioszintézis transzgénikus uton torténd modositdsa Uj nemesitési utat
jelenthet a mar meglévd értékes szegfiifajtdk hatranyos tulajdonsagainak (rovid vazaélettartam,

szartorésre hajlamossag) javitasaban.

3.1 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) A szegfiiben az etilénbioszintézis molekuldris gatlasat almabol szarmazo antiszensz ACC-
szintdz (CCA) génnel torténd transzformacidval értiik el.

2) Kimutattuk, hogy az etiléntermelés gatlasa a CCA transzgénikus viragokban egyedi
variabilitast mutatott.

3) Bizonyitottuk, hogy a transzgénikus ndvények levélbdl kiinduld hajtasregeneracios
képessége kétszerese a nem transzgénikus novényekének és ezt a hatasat nem a
transzformaciods eljaras, hanem az etiléntermelés csokkenése okozta.

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

5) Bizonyitottuk, hogy a transzgénikus novények szarszilardsaga javult. A szartérés javuldsa
korrelacioban volt a vazaélettartammal (R? = 0,79), és negativ korrelacidban (R* = 0,45) az

etiléntermeléssel.



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A szegfli etilénbioszintézisének gatlasit mas fajbol, az alméabol szarmazd az etilén
bioszintézisben a SAM—>ACC atalakulast katalizalo6 ACC-szintaz antiszensz gatlasaval sikertlt
elérnlink. A kapott eredmények alapjdn megallapithatd, hogy antiszensz ACC-szintdz génnel
torténd transzformacioval a szegfii ndovények vazaélettartama szobahOmérsékleten 6 nappal is
meghosszabbithat6, tehat koztermesztésben 1évd értékes fajtdk egyik legfontosabb értékmérd
tulajdonsaga, a vazaélettartam, javithat6. Esetiinkben az illatos, gazdasagilag értékes *Bibor’ fajta
vazaélettartamat tudtuk javitani. A virdgok illata és vazaélet hossza kozott negativ korrelacio van,
ezzel a modszerrel tehat korrelaciotord egyedeket sikertiilt eldallitanunk.

A ’Bibor’ fajta masik negativ tulajdonsagan, a torésre valo hajlaman is sikeriilt javitanunk a
transzforméacioval. A szartorésre valo hajlamossag egy masik fontos értékméro tulajdonsag, ami az
eredményeink alapjan javult az antiszensz ACC-szintazzal tortént transzformacid kovetkeztében.
Az ACC-szintaz antiszensz génnel torténd transzformacid olyan 0j nemesitési lehetdség, amellyel
az értékes fajta két értékmérd tulajdonsagai (vazaélettartam, szartdrés) javithatonak bizonyult. Az
etilénbioszintézisében mddositott transzgénikus szegfil, a kereslet igényeit kielégitve (illat, hossza
eltarthatosdg, nem térd szar) versenyképes lehet a hazankat, és mas Europai orszagot elaraszto
importbol szarmazé szegfiivel szemben, ugyanakkor a vazaélettartam novelése eldényt jelenthet
mind az exportald, mind az importal6 orszagoknak is a szallitasi és tarolasi veszteségek csokkentése
miatt.

Masik fontos eredmény az, hogy az etilénbioszintézis moddositdsaval a levélbdl torténd
hajtasregeneracid hatékonysaga jelentdsen ndtt, ami mind géntechnologiai, mind mikroszaporitasi
szempontbol alkalmazhatd vagy kihasznélhatd eldnyt jelenthet, és leroviditheti a fajtdk nemesitési

¢s kereskedelmi forgalomba keriilésének idejét.
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