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BEVEZETES ES KITUZOTT CELOK

A Fold népessége folyamatosan ndvekszik, azonban ezzel
parhuzamosan a miivelésbe vont teriiletek nagysaga inkabb csdkken. Ennek
egyik oka az utobbi idoben egyre er6sodé iiveghazhatas. Ez sok mas,
mérsékeltdvi orszagban is szélsOséges iddjarast eredményez, amelynek
kovetkezménye a sokszor éveken keresztiil elhizodd aszaly. Sajnos ennek
kikiiszobolése ontdzéssel egyre nehezebb, hiszen a rendelkezésre allo édesviz
készletek egyre jobban fogynak és a meglévd készleteket inkabb ivovizként
hasznaljuk fel, mint Ontdzéviznek. Ha olyan kultirndvényeket tudnank
termeszteni, amelyek képesek toleralni a nagyobb mértékii vizhiany okozta karos
stresszfolyamatokat ugy, hogy kozben nem csokken tulzottan a
termésmennyiségiik, akkor jelentdsen enyhithetnénk a ndvekvo élelmiszerigény
¢és a fogyatkozo terméteriiletek kozotti egyre er6sodo fesziiltséget.

A ma termesztett novényeink is igyekeznek elkeriilni a vizdeficit okozta
karosodasokat morfologiai és fiziologiai valtozasokkal, amelyek ereddjeként
lényegesen csokken a leveleken keresztiili vizparologtatas. A legdrasztikusabb és
leggyakrabban megfigyelhetd reakcio, hogy a ndvény megszabadul levelei egy
rész¢étél. Az erds napsiités és a magas homérséklet egyiittes hatdsdra a
megmaradt levelek gazcserenyildsai zarva maradnak és fokozddik a viz altal nem
atjarhato viaszanyagok kivalasztasa a levél kiilso feliiletére. Ezek azok az élettani
alapmechanizmusok, amelyekkel a vizdeficitre ¢érzékeny novények is
rendelkeznek, de ezek csak arra elegendéek, hogy a viztartalmuk 10-15 %-os
csokkenését képesek legyenek talélni. Ennél komolyabb vizhiany esetén
elpusztulnak.

A viragos novények egy kiilonleges csoportja azonban képes toleralni
extrém mértéki vizveszteséget is. Ezt a csoportot a kiszaradastiird ndvények
alkotjék. A kiszaradastliré noévények friss tomegének 70 %-at alkotja viz, de ha
megsziinik a vizellatas, akkor ennek 90 %-at képesek elvesziteni ugy, hogy a
rehidratacié utan 48 oraval mar 0jbol elérik a kiszaradas eldtti metabolikus
aktivitasukat. Természetesen az ilyen fokll vizhiany tuléléséhez sokkal
hatékonyabb védekezd mechanizmusra van sziikség, mint a vizdeficitre érzékeny
novényeknél. Ez egyben azt is jelenti, hogy ennek a védelmi rendszernek az
egyes tagjait valoszinlileg joval konnyebb megtalalni és a védekezés egész
folyamatat is konnyebb felderiteni. Nem csoda hat, ha ezen ndvénycsoport
ismert képviseldi a Craterostigma plantagineum és a Ramonda myconi a ndvényi
szarazsagtiirés molekularis genetikai és biokémiai vizsgalatanak kisérleti
modellndvényeivé valtak. Az utobbi években szamos olyan gént, illetve



genetikai szabalyozoelemet (transzkripcids aktivator-, promoter €s Un. enhancer
elemek) izolaltak beldlik, melyek specifikus aktivitdssal rendelkeztek a
dehidratacio és rehidratacid soran. Az izolalt gének funkcionalis analizise, és a
szabalyozas Osszefiiggéseinek kideritése azonban még hatra van. Ennek egyik
oka volt, hogy ezen ndvények genetikai transzformacioés rendszere nem allt
rendelkezésre. Ezért célul tiiztik ki, hogy a C. plantagineum és R. myconi
transzformacios eljarasat kidolgozzuk.

ANYAG ES MODSZER

Novényanyag

A C. plantagineum ndvényeket Prof. Dr. Dorathea Bartels bocsatotta
rendelkezésiinkre (Németorszag, Koln, Max Plank Institute), aki eredetileg
Namibidban gyijtotte azokat. A felszinsterilizalt leveleket hormonmentes
taptalajt tartalmazd mianyag konténerekbe (Duchefa Biochemie) helyeztiik,
amelyeket fényszobaban 16 h fény / 8 h sotét fotoperiodus mellett 24 °C-on
tartottuk. A mikroszaporité taptalaj (CMS téptalaj) MS makro- és mikroelemeket
(Murashige és Skoog, 1962), 100 mg/l mezo-inozitot, 1mg/l thiamint, 0,5 mg/l
nikotinsavat, 0,5 mg/l piridoxint, 30 g/l szacharozt és 8 g/l agart tartalmazott. A
pH-t 5,8-ra allitottuk be autoklavozas eldtt 1 M-os KOH hasznalataval. A 20
percig tart6 autoklavozas utan 1 liter taptalajhoz 10 ml K-foszfat pufferben (3,81
ml 1 M-os K,HPO, és 6,19 ml 1 M-os KH,PO, ) oldott 200 mg glutationt adtunk
steril szliréssel, amikor a taptalaj kb. 60-65 °C hémérsékletiire hiilt.

A kisérletekhez hasznalt R. myconi terméseket disznovénykertészetbdl
szereztiik be Angliabol. A magokbol fejlédd aszeptikus csirandévények képezték
a kisérletek kiindulasi anyagat, melyek steril fenntartdsa és szaporitasa volt a
kovetkezé feladat. A novényanyagbdl azokat az egyedeket valasztottuk ki
mikroszaporitasra, amelyeknek gyokérzete, levelei épek, egészségesek, a levelek
szélei nem barnultak, gyorsan ndvekedtek és nekrotikus foltoktol mentesek
voltak. Az el6z6 szempontok alapjan elkiilonitett egyedeket mikroszaporitd
taptalajra (RA taptalaj) helyeztiik. A 8 g/l agarral szilarditott taptalaj a 40 %-os
MS makro- és mikroelemek valamint a 100 %-os MS vitaminok mellett
literenként 30 g szacharozt tartalmazott. A pH-t 5,8-as értéken stabilizaltuk 1 M-
os KOH-val. A kb. 20 percig tartd autoklavozas utan K-foszfat pufferben oldott
200 mg/l glutationt adtunk a taptalajhoz steril sziiréssel, melyet Vitro Vent
konténerekbe (Duchefa) ontéttiik ki. A kiindulasi novényanyagot 16 h fény / 8 h



sotét fotoperiodus mellett 24 °C-on tartottuk. A ndvényeket 3-4 hetente
passzaltuk. Az eloregedett, elhalt részeket a passzalds soran eltavolitottuk.

Kalluszindukci6 és novényregeneralas

A gyorsan fejlods, egészséges mikroszaporitott C. plantagineum
ndvényekrdl szarmazo levelekbdl kb. 5x7 mm nagysagu explantumokat vagtunk
ki ugy, hogy a levélszegmensnek legalabb harom vagott éle legyen. Ezeket az
explantumokat kallusz indukcids taptalajra (CI, kallusz indukalo taptalaj)
helyeztiik. A Petri csészéket fényszobaba helyeztiik, 16 h fény (kb. 1000 1x) / 8 h
sotét fotoperiodus mellett 24 °C-on inkubaltuk. Az explantumokat a fejlédd
kallusszal egyiitt 2 hetente passzaltuk.

A ndvényregeneralashoz a fejlodott kalluszokat regeneracios taptalajra
(NR, ndvény regenerald taptalaj) helyeztik a 4-6. héten. A Petri csészéket
fényszobaba helyeztiik 16 h fény (kb. 4500 Ix) / 8 h sotét fotoperiddus mellett 24
°C-ra. A kalluszok felszinén kb. 1 hoénap elteltével hajtasok jelentek meg,
amelyekbdl egészséges novények fejlodtek.

A R. myconi Xkalluszositasi kisérletek beinditasahoz a kiindulasi
alapanyagbol kozépkor egészséges leveleket valogattunk, amelyekb6l 4x6 mm
nagysagi szegmenseket vagtunk ki. Ezeket az explantumokat olyan RA
taptalajra helyeztiik, amely 0,2 mg/l BAP-ot és 2 mg/l picloramot tartalmazott. A
Petri csészéket fényszobaba helyeztik 16 h fény (kb. 1000 Ix) / 8 h sotét
fotoperiodus mellett 24 °C-ra.

A ndvényregeneralas soran a fejlodé kalluszt nem tavolitottuk el a
levélkorongokrdl, hanem azokkal egyiitt 10 cm atmérdjii tiveg Petri csészékbe (6
db / Petri csésze) helyeztiik regeneralo taptalajra. A Petri csészéket fényszobaba
helyeztiik 16 h fény (kb. 4500 1x) / 8 h so6tét fotoperiodus mellett 24 °C-ra. A
kalluszok felszinén kb. 3-4 hét elteltével hajtasok jelentek meg, amelyekbdl
egészséges novények fejlodtek.

Agrobacterium tumefaciens torzs

A genetikai transzformacidhoz hasznalt Agrobacterium tumefaciens
GV2260-as (Deblaere és mtsai., 1985) torzset, amely a p35S::GUSINT binaris
vektort (Vancanneyt ¢és mtsai., 1990) tartalmazta Dr. Reiner Hoefgen
(Németorszag, Glom, Max Planck Institute Molecular Plant Physiology)
bocsatotta rendelkezésiinkre. A p35S::GUSINT transzformdacids kazettaja
tartalmazta a B-gliikoronidaz (gus) kodolo régiot, amelybe a burgonya st-Is/
génjének masodik intronat épitették be. Ez a beépitett intron biztositotta, hogy a
gus gén csak a névényekben fejez6djon ki.



Genetikai transzformacié

A transzformaciohoz a kalluszositasnal leirtak szerint inditottunk C.
plantagineum kulturdkat azzal a kiilonbséggel, hogy az autoklavozast kovetden
steril szliréssel 50 uM AS-t adtunk a taptalajhoz. A transzformaciora a 2-3.
napon keriilt sor a fent leirtak szerint. A 2 napos Agrobacterium-os
egylittenyésztés utan szelekcios CI taptalajra helyeztiik az explantumokat, amely
150 mg/l kanamycint és 500 mg/l cefotaximot tartalmazott. Kéthetenként
passzaltuk a explantumokat. A 4-6. héten regeneralo taptalajra (PR) passzaltuk a
fejlodé kalluszokat, amely 150 mg/l kanamycint és 350 mg/l cefotaximot
tartalmazott. A fejlodé nodvényeket levalasztottuk az explantumokrol és
mikroszaporité taptalajra helyeztiik at, amely 100 mg/l kanamycint tartalmazott.

A transzformaciohoz a kalluszositasnal leirtak szerint inditottunk R.
myconi kultirakat azzal a kiilonbséggel, hogy az autoklavozast kovetben steril
szliréssel 50 uM AS-t adtunk a taptalajhoz. A transzformaciora a 2-3. napon
kertilt sor a fent leirtak szerint azzal a kiilonbséggel, hogy kiindulasi anyagnak
teljes levélkorongokat hasznaltunk, amelyeken kozvetleniil az egyiittenyésztés
elott steril injekcios tlivel mikrosériiléseket hoztunk létre. A két napos
Agrobacterium-os egyiittenyésztés utan szelekcios kalluszositd taptalajra
helyeztiik az explantumokat, amely 1 mg/l kanamycint és 400 mg/l cefotaximot
tartalmazott. Kéthetenként passzaltuk az explantumokat. A 4-6. héten regeneralo
taptalajra (RA) passzaltuk a fejlodo kalluszokat a levélkoronggal egyiitt, amely 1
mg/l kanamycint és 200 mg/l cefotaximot tartalmazott. A fejlédé ndvényeket
levélasztottuk az explantumokrél és mikroszaporitd taptalajra helyeztik at,
amely 1 mg/l kanamycint tartalmazott.

Genetikai transzformacio bizonyitasa

A feltételezetten transzformans és kontroll novények total DNS-ét
Qiagen Plant Mini Kit-el (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag), mig a plazmid
DNS izolalast E. coli-bol Qiagen Plasmid Mega Kit-el végeztikk a gyarto altal
mellékelt protokollt kovetve. A kivont DNS koncentraciojat Hoefer TKO-100
fluoriméterrel hatdroztuk meg.

A C. plantagineum esetében a PCR reakcidoban 1500 bp hosszisagu gus
fragmentum amplifikaltunk, mig R. myconi esetében az nptll génre specifikus
fragmentumot (750 bp) amplifikaltunk.

A Southern analizishez a C. plantagineum és a R. myconi esetében is a a
gus gén detektalasakor a tisztitott novényi DNS-t (10 pg) egy éjszakan at BamHI
és Hindlll restrikcios enzimekkel emésztettiik. A termékeket elektroforetikusan



szétvalasztottuk és nitrocelluléz membranra (Hybond-C, Amersham) kotottiik. A
pFF19G plazmidbdl szarmazo, 1,9 kb hosszusagu Pstl fragment reprezentalta a
gus kodold szekvenciat (Timmermans és mtsai., 1990), amelyhez random
priming modszerrel (Feinberg és Vogelstein, 1982) kotottiik a P*? izotoppal jeldlt
dCTP-t. A hibridizaciot és az autoradiografiat a Sambrook és mtsai. (1989) altal
kifejlesztett modszer szerint végeztiik el.

A GUS riportergén tranziens és stabil expresszidjanak hisztokémiai
vizsgalatat a Jefferson (1987), valamint a Jefferson és mtsai. (1987) altal leirt
moédon végeztiik. A transzformalt és a kontroll kalluszokat illeve ndvényeket a
GUS gén altal kodolt B-gliikoronidaz enzim szubsztratjat (X-gluc) tartalmazo
pufferbe helyeztiik. Az enzimreakcidt egy éjszakan at pufferes vattadugdval
lezart Eppendorf csévekben 37 °C-os termoblokkon inkubalva végeztiik.

Statisztikai analizis

A vizsgalatokat minden esetben tobb ismétlésben végeztiik (legtobbszor
3-5-szori ismétlésben). Az adatokat kozépérték analizissel értékeltiik ki, a
szérasokat pedig a kozépértékek eltérésébdl szdmitottuk ki (Svab, 1981).

EREDMENYEK

A Craterostigma esetében mar publikaltak egy modszert (Furini és
mtsai., 1994), de azt eddig schol, senkinek nem sikeriilt megismételni. Mi is
megprobaltuk reprodukalni a leirtakat, de sajnos eredményteleniil. Ezt kovetden
kisérleteket terveztink egy jol mikods, reprodukalhatd, hatékony
szovettenyésztési és transzformacios rendszer kifejlesztésére mindkét ndvény
esetében. A kezdeti tapasztalatok azt mutattdk, hogy a ndvények egyforman
érzékenyek a szovettenyésztési manipuldcidkra. Szuboptimalis koriilmények
kozott lassan nottek, gyakori volt a szoveti nekrdzis, sok novény hiperhidratalt
lett és jelentés mértékli volt a polifenol kibocsatdsuk. Ezekben hasonlitottak
egymasra a Craterostigma és Ramonda novények, de a mikroszaporitasukhoz (1.
abra, A, B), kalluszositasukhoz (1. dbra, C, D) és a regeneraciojukhoz (2. abra,
A, B) kiilonboz6 taptalajokra volt sziikség. A C. plantagineum egy sivatagi
ndvény €és az életstratégiaja ehhez alkalmazkodott, azaz a hossza ideig tartd
szaraz id6szakok kozott a rovid ideig tartd csapadékos idében kell gyorsan és
hatékonyan felhasznalni a rendelkezésre allé tdpanyagokat és a vizet. Ez
indokolta, hogy az in vitro tenyésztés alatt megmaradjon az MS taptalajban 1évo



magas asvanyianyag tartalom. Ezzel szemben a R. myconi hegyvidéki
kornyezetben él, ahol a sziikds asvanyianyag forrasokhoz alkalmazkodva egy
sokkal lassabb fejlodési program és metabolizmus alakult ki. Emiatt hasznaltuk
az MS sokat csak 40 %-os koncentracioban a R. myconi in vitro kultiraiban.
Ennek helyességét igazoltak az optimalizaldas soran elvégzett kisérletek
eredményei (1. abra, A, B).

1.abra (A) Craterostigma plantagineum mikroszaporitdo taptalajon. (B)
Ramonda myconi mikroszaporitd taptalajon. (C) C. plantagineum
kalluszfejlodése. (D) R. myconi kalluszfejlodése a tiivel okozott
sériilések koriil.



2.abra (A) Craterostigma plantagineum ndvények regeneracioja kalluszbol.
(B) Ramonda myconi névények regeneracidja kalluszbdl. (C) Genetikai
transzforméaciod bizonyitdsa GUS festéssel C. plantagineum esetében.
(D) Genetikai transzformacio bizonyitasa GUS festéssel R. myconi
esetében.

A genetikai transzformacié el6feltétele egy hatékony ndvény-sejt-
névény rendszer, aminek elsé 1épése a kalluszindukcid. Ebben a fazisban a két
névény hasonlé modon reagalt a kisérletekben. A kalluszosodas meginditasaban
mindkét esetben egy szintetikus auxin, a picloram Dbizonyult a



legmegfeleldbbnek, de az is kideriilt, hogy 6nmagaban nem elegendd. Ha a
piclorammal parhuzamosan nem tartalmazott a tdptalaj kis koncentracioban
citokinint, akkor az explantumok a kalluszositds kezdeti stadiumaban
nekrotizalddtak, elpusztultak. Kisérleteink bizonyitottdk, hogy az auxin
(picloram) jelenléte mellett nélkiilozhetetlen citokinin (BAP) adagolasa a
taptalajhoz (1. abra, C, D).

Tovabbi hasonlésag volt a két kiszaradastiré névény in vitro
kultarajaban, hogy a mikroszaporitas, a kalluszositds és a ndvényregeneralas
hatékonysagat alapvetéen novelte, amikor K-foszfat pufferrel stabilizaltuk a
taptalaj pH-at illetve glutationt adtunk hozza, mint antioxidanst. A glutation
csokkentette a nekrozisok és a hiperhidratalt névények aranyat, a pH stabilizalas
pedig hosszabb ideig tette lehetévé a novények tapanyagfelvételét az eloregedd
taptalajbol. Jol ismert, hogy a kiilonbdzé asvanyi anyagok felvételéhez az
optimalis pH 6-6,5 kozott mozog. A taptalajban, ahol a kezdeti pH-t 5,8-ra
allitjuk be a szovettenyésztés elsé par napja alatt 4-5 koriili értékre csokken, ami
alapvetéen befolyasolja az anyagok oldhatdsagat és felvehetGségét, ezért rovid
id6én beliil relativ dsvanyianyag hidny alakul ki. Valdszinileg ez volt az oka,
hogy a pH stabilizdldss mindkét novénynél 10-40 %-kal javitotta a
mikroszaporitas és a novényregeneracié hatékonysagat (2. abra, A, B).

Ezen a szovettenyésztési alapon kezdtik el a transzforméacios
kisérleteket. =~ A transzformacié  kiindulasi  explantumanak  valasztott
levélszegmensek a két novény esetében teljesen eltéréen viselkedtek. A C.
plantagineumnal a kalluszositasi kisérletekben kifejlesztett modszer valtoztatas
nélkil alkalmazhatd volt. A levélszegmensek vagott élei mentén
nagymennyiségli kompakt kallusz keletkezett a transzformécid6 utdn. A
dediferencidlddott  kalluszsejtek koziil szelekcios taptalajon sikeriilt a
transzformansok aranyat megnovelniink és bel6liikk transzgénikus ndvényeket
regeneralnunk. Bebizonyosodott, hogy az alkalmazott fizikai eljarasok
(infiltraci6 és mikrolovedékekkel okozott sériilések) nem javitottdk a
transzformacié hatékonysagat, ellenben a kémiai stimulacio (alacsony pH, aldoz
tipusu szénforras, szerves nitrogénforras, acetosziringon) az egyiittenyésztés alatt
jelentésen novelte a transzformacids gyakorisdgot. Az is nyilvanvaléva valt,
hogy a Furini-féle moddszerben alkalmazott fiatal levelek sokkal rosszabb
kiindulasi explantumok a transzformacidhoz, mint a kifejlett, érett levelek.

A R myconi transzformacid kezdetén azt tapasztaltuk, hogy a
transzformaci6 sordn alkalmazanddé valamennyi anyag ¢és eljaras erds
stresszreakciokat valt ki a ndvénybdl, ami gyors pusztulashoz vezet. Emiatt
optimalizalni kellett a baktérium eldlésére szolgald antibiotikum tipusat és
mennyiségét. Meg kellett hatdroznunk a transzformans kalluszok
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felszaporitdsahoz hasznalhaté antibiotikum mennyiségét is. A tapasztalt erételjes
stresszreakciok megjelenését megprobaltuk csokkenteni azzal, hogy nem-letalis
szelekcids eljarast alkalmaztunk 1 mg/l kanamycin hasznalatdval. E mddszer
elébnye, hogy a regeneracidé soran normalis ¢és abnormadlis fenotipusu
transzformansok jelennek meg, amelyek kozott vizualis szelekcio végezhetd. A
megeldzd kisérletekben kifejlesztett kalluszositasi eljarast azonban nem tudtuk
alkalmazni, mert az A. tumefacinssel vald egyiittenyésztés utan a vagott élek
mentén induld nekrozis kovetkezett be minden esetben, ami révid idén beliil
valamennyi explantum pusztulasit eredményezte. Ennek elkeriilésére a
transzforméciohoz teljes levélkorongokat hasznaltunk, amelyeket kozvetleniil az
egylittenyésztés elott steril injekcios tlivel perforaltunk. A mikrosériilések
mentén kallusz képzodott, amelyekbdl a szelekcié utan transzformans
ndvényeket tudtunk regeneralni. A C. plantagineumnal alkalmazott kémiai
stimulaciot a R. myconinal is eredményesen tudtuk alkalmazni.

Mind a C. plantagineum mind a R. myconi esetében hisztokémiai
festéssel (2. abra, C, D), PCR analizissel és Southern-blot analizissel igazoltuk a
transzgén jelenlétét és mitkodését.

Uj tudoméanyos eredmények
1., Mddszert dolgoztunk ki a Craterostigma plantagineum és a Ramonda myconi
mikroszaporitasara, amelyen beliil:

— megsziintettiik az alacsony pH okozta hiperhidrataltsagot K-foszfat
pufferrel;

— csokkentettiik a novények polifenol kibocsajtasanak karos hatasait a
glutation, mint antioxidans alkalmazasaval,

— a R myconi esetében a mikroszaporitdé taptalajpan harmadara
csokkentett MS sok koncentracidja bizonyithatéoan novelte — a késébbi
transzformacidhoz hasznalhaté — a nagylevelii, gyorsan novo novények
szamat.

2., Modszert dolgoztunk ki a C. plantagineum és a R. myconi kalluszbdl valod
ndvény regeneraciora, amelyen beliil:

— kifejlesztettiik mindkét novény kalluszindukcios taptalajat;

— bizonyitottuk, hogy megfeleld hatékonysagu kalluszindukciéo csak
citokinin és auxin egyiittes jelenlétében lehetséges, meghataroztuk
optimalis koncentracidjukat;

— kifejlesztettiik mindkét ndvény novényregeneraciods taptalajat;
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— optimalizaltuk a novényregeneralashoz illetve a gyokereztetéshez
sziikséges hormonkombinacidkat.

3., Kidolgoztuk a C. plantagineum és a R. myconi genetikai transzformacios
modszerét, amelyen beliil:

— Dbizonyitottuk, hogy az érett levélszegmensek (é/s) hasznalata ndveli a
transzformacios hatékonysagot;

— a R myconi esetében bizonyitottuk, hogy a mikrosebzések alkalmazésa
kritikus fontossagu a sikeres transzformaciohoz;

a R. myconi esetében optimalizaltuk az Agrobacterium eldlésére és a

transzgénikus explantumok szelekcidjahoz hasznalhat6 antibiotikumok tipusat és

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A két modellnovény szovettenyésztésének ¢és A. tumefaciens
kozvetitette genetikai transzformacios rendszerének kidolgozéasaval megnyilt az
ut a kiszaradastiiré ndvényekbdl izolalt gének funkcionalis analizis¢hez. Ezaltal
pontosabban megérthetjilk, nem csak a ndvények, hanem valamennyi mas ¢l6
szervezet valaszreakcioit a vizhiany okozta karosodas elkeriilésre, amit késébb
kultarndvényeink abiotikus stressztoleranciajanak javitasaban is
felhasznalhatunk. A kiszaradastiirésben szerepet jatszo anyagok és folyamatok
pontosabb megismerése révén megtudhatjuk, hogyan védik ezek a névények az
¢életmiikodéshez nélkiilozhetetlen sejtstruktirakat, fehérjéket, 6rokité anyagot.

A két novény szovettenyésztésében és transzformacios eljardsdban
tapasztalt hasonlosagokbol arra kdvetkeztethetiink, hogy mas, rendszertanilag
tavol esd kiszaradastiird novények esetében is sikerrel alkalmazhatoéak lesznek
ezek a modszerek, vagy a modszerek egyes részelemei.

Mindkét novény esetében tervezziikk az ozmotikus stressztolerancia
mechanizmusdnak élettani vizsgalatdt a kifejlesztett transzformacios eljaras
felhasznalasaval. Részletes biokémiai vizsgalatok alapjan feltételezik, hogy
ezeknek a novényeknek a fokozott ozmotikus stressz-tolerancidja elsésorban
kiilénleges cukoranyagcseréjiiknek kdszonhetd (Schwall és mtsai., 1995, Scott,
2000). Laboratoriumunkban rendelkeziink olyan génkonstrukciokkal, melyek
segitségével a novényeket extrém meértekii keményitéakkumulaciora, vagy
szachar6z taltermelésre tudjuk serkenteni. Modszeriink a frukt6z-2,6-difoszfat
(Fru-2,6-P2) szignalmetabolit keményit6-, illetve szachardzszintézisre gyakorolt
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hatasan alapszik. A 1étrehozott transzformacios technikakkal ezek a konstrukciok
bevihetdk a novényekbe és igazolhatjuk, illetve kizarhatjuk a korabbi
feltételezéseket.
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