1.Kukorica csopenészt okozo Fusariumok fajosszetételének megallapitisa. A kiilonbozo

novénydllomanyokbdl gyiijtott izolatumok pdarosoddsi képességének dsszehasonlitdsa.

G0dollon, Martonvasaron ¢és Szegeden vételeztiink kukorica csOmintakat, a tejes
éréstol, a betakaritasig. A csOpenész tiineteket mutatd szemeket pepton-PCNB téptalajon
tenyésztettiink, s morfologiai bélyegek, valamint fajspecifikus PCR-eljaras segitségével
azonositottuk a gombakat. Osszesen 234 izolatumot hatdroztunk meg, ezek faj szerinti
megoszlasa igy alakult: Fusarium graminearum — 18%, Fusarium proliferatum — 59%,
Fusarium verticillioides — 23%. Az eredmények jelentds eltolodast mutatnak a fajosszetételt
illetden. Mig a kordbbi iddszakban (ahogy azt az Osszes hazai novénykortani tankonyv
tanitja!) a F. graminearum és a Fusarium culmorum dominalt, mara a Gibberella fujikuroi
alakkorbe tartozo fajok (F. proliferatum, F. verticillioides) elOretorése tapasztalhato.
Valosziniileg a klimavaltozdssal magyardzhaté a mezofil és mérsékelten xerotolerans fajok
térhoditasa, illetve a pszichrotrof F. culmorum visszaszorulasa. A fajspektrum moédosulasaval
elére jelezhetd, hogy a mikotoxin kockazat is valtozni fog. Magyarorszagon, szemes
kukoricaban eddig a dezoxinivalenol (DON) és a zearalenon (ZEA) volt a két legtobb gondot
okoz6 mikotoxin, ma és a kovetkezd idoszakban azonban fokozottan kell szamolni a F.
proliferatum ¢és a F. verticillioides éltal termelt fumonizinek jelenlétével. Ezek sajnos mind
human-, mind allategészségiligyi szempontbdl aggasztd valtozasok, hiszen a fumonizinek
Iényegesen agresszivebb toxinok, mint a DON vagy a ZEA, s az eldbbiek rdadasul alattomos
karcinogének is. A csOpenész csaknem mindig kukoricamoly larvak kartételének
kovetkezménye. Emiatt kiilondsen aggilyos a GMO novények ellen megélhetési
,»kornyezettudosok™ altal gerjesztett politikai hisztériakeltés: a kukoricamoly larvak ellen
ugyanis a megfeleld Bt-toxingént hordozd transzgénes kukorica termesztésével lehet a
leghatékonyabban védekezni.

A MATI-1-1 és a MATI-2-1 parosodasi tipust kodolo gének konzervativ szakaszara
tervezett inditoszekvencidk segitségével azonositottuk a begyljtott F. proliferatum és F.
verticillioides torzsek parosodasi tipusat. Mindkét fajban kozel egyforma gyakorisdggal
fordult el a két parosodasi tipus, ami arra enged kovetkeztetni, hogy mindkét fajban torténhet
ivaros rekombindcié hazai koriilmények kozott. Laboratoriumi paroztatdsi kisérletekben
azonban valamennyi torzs nd-sterilnek bizonyult, amibdl viszont arra kdvetkeztetiink, hogy ez

a két faj a tenyésziddszakban valdsziniileg csak klonosan szaporodik.



2. Mpykorrhiza gombdk azonositisa: csalad-specifikus (Glomaceae, Gigasporaceae,
Acaulosporaceae) PCR inditészekvencidk tervezése és haszndlata kiilonbozo korzetekbol

gylijtott kukoricamintikban eldfordulo mykorrhiza-gombadk azonositdsara.

Az rDNS kis alegységérol a VANSI (5’-CTAGTATAATCGTTATACAGG-3’) és az NS21
(5’-AATATACGCTATTGGAGCTGG-3") primerpar segitségével, egy 720 bp nagysagi
fragmentumot sikertilt PCR-rel amplifikalni a kukorica gydkerekbdl kivont DNS mintaban.
Ez a fragmentum templatként szolgalt a masodik PCR-korben a VAGLO, VAGIGA ¢és a
VAACAU csalad-specifikus primerekkel végzett amplifikacidhoz; ez a masodik PCR —
mykorrhiza-csoporttol fliggéen — egy 180-190 bp nagysagu fragmentumot eredményezett. A
fragmentumok nukleotid sorrendjének alapjan megallapitottuk, hogy a mintdkban a
Glomaceae ¢és a Gigasporaceae csalddba tartozé mykorrhizak fordultak eld, de hianyoztak az
Acaulosporaceae csalad reprezentansai.

Az MTA Mezdgazdasagi Kutatdintézetének kukorica tartamkisérletében folytattunk
felvételezéseket annak megallapitasara, hogyan hat a kukoricandovények gyokérzetével
szimbidzisban ¢€l6 mykorrhiza-populdcid Osszetételére a monokulturas termesztés, a
szervesanyag-utanpotlads és az NPK tragyazas. Ebben a kisérlet-sorozatban csak Glomus-
nemzetségbe tartoz6 fajokat taldltunk, de sikeriilt azonositani az alabbi filotipusokat:
Glomus-Aa (tipusfajok: Glomus mossae, Glomus geosporum), Glomus-Ab (tipusfajok:
Glomus intraradicens, Glomus vesiculiferum, Glomus coremioides és Glomus sinosum),
Glomus-Ac (tipusfaj: Glomus hoi), Glomus-Ad (nincs tipusfaja), Glomus-Ba (tipusfajok:
Glomus luteum, Glomus claroideum, Glomus etunicatum), Glomus-Bb (nincs tipusfaja) ¢€s
Glomus-X (filotipusba nem sorolhato fajok).

A miitragyazasban nem részesiilt parcelldkon nevelt ndvényekben nagy volt a
fajdiverzitas: megtalaltuk az Aa, Ab, Ac, Ad tipusokat, valamint a Glomus-X példanyokat, s
dominalt az Ad csoport. A 400 kg NPK tragydzasaban részesiilt novények gyokérzetében
viszont csak az Ab, Ac Ad tipusok fordultak eld, méghozza az Ac és az Ad tipus k6zos és
kozel egyforma dominancidja mellett. Amikor szerves anyag utanpétlasban részestilt (a
kukorica szdrmaradvanyokat évrdl-évre beforgattdk a talajba), illetve nem részesiilt (a
teriiletrél eltavolitottdk a ndvényi maradvanyokat) parcelldkon vizsgaltuk a mykorrhiza
diverzitast, akkor azt tapasztaltuk, hogy a bdséges szerves-anyag utanpotlas az Ac csoport
eloretorésének, a szerves anyag potlas megvonasa pedig az Aa csoport felszaporoddsanak

kedvez. A nagy tdszdm (100.000/ha) az Ad, a kisebb (70.000) pedig az Aa filotipusba tartozo



fajok dominancidjat tamogatja. Az alacsony szintli tdpanyag-utanpotlds a mykorrhiza

populacié funkcionalis diverzitasanak fokozodasat eredményezi.

3. Pdrosodasi tipus génektol megfosztott mutins torzsek kompetitiv képességének

osszehasonlitasa. A parosodasi tipus gének (MAT) inaktivalasanak hatdsa egyéb génekre.

Megvizsgaltuk a MATI-2-1 géntdl megfosztott F. proliferatum mutdnsok fenotipusat.
A mutansokrol korabban azt tudtuk, hogy mesterséges taptalajon (optimalis viszonyok kozott)
ugyanugy novekednek, mint a vad tipust sziil6térzs. Ebbol a tudomanyos kézvélemény arra
kovetkeztetett, hogy a MAT géneknek csak az ivaros szaporoddsban van szerepiik. Amikor
azonban szélesitettiik a fenotipusos vizsgalatok korét, hogy a természet-kozeli allapotokat
modellezzilik, s vizsgaltuk a kornyezeti vizaktivitds, a novekedési hdmérséklet, a haldlos
hémennyiség, az uv-sugarzds, az antagonista szervezetekkel szembeni viselkedés és a so-
stressz hatasat, akkor kideriilt, hogy a mutansok stressz- és antagonizmus-ttir6 képessége — kis
mértékben ugyan — de csokkent. A mutansok részleges gyengesége valoszintileg attételesen
érvényesiil, hiszen azt éppen mi bizonyitottuk (Keszthelyi et al.: Antonie van Leeuwenhoek
91, 373, 2007) egy kordbbi OTKA palyazat keretében, hogy a MAT gének egy sor egyéb, a
parosodasban részt nem vevd gént is szabdlyoznak. E gének koziil behaté molekularis
vizsgalatnak vetettiik ala az Fphogl, az Fpacl, az Fvwcl, az Fyvwc2 és az Fpnitrl géneket,
amelyek egy HOGI tipust MAPkinazt, egy adenildt-ciklazt, a white collar komplex két
fehérjéjét, valamint egy feltételezett nitrildz enzimet kodolnak. Iranyitott génrontassal null-

mutansokat allitottunk el6 ezekre a génekre €s vizsgaltuk fenotipusukat.

A AFphogl mutansok fokozottan érzékenyek voltak egy sor abiotikus stresszorra, igy

ultraibolya sugérzasra, valamint hd-, sb6-, ozmozis és hidrogén-peroxid stresszre.
Hiperozmozisos kornyezetben a mutansok erésebb novekedésgatlast szenvedtek, mint a vad
tipus, tovabba romlott a konidiumok csirazasi erélye, abnormalis morfologiai valtozasok
torténtek és fokozodott a sejtelhalds mértéke. A vad tipusa génnel komplementalt
mutansokban megsziint ez a fokozott stressz-érzékenység. Ozmozisos stressz hatisara a
mutansokban erdteljesebben jelentkeztek a programozott sejthaldl tiinetei: nott a reaktiv
oxigénformak szintje, fokozodott a mitokondrium membran-permeabilitds, erdsodott a
sejtmag dezintegracidé és a DNS fragmentalodas. Valds idejii kvantitativ PCR vizsgélatok
igazoltdk, hogy az Fphogl nem a transzkripcid szintjén szabalyozodik. Ennek a génnek a

stressz alkalméval jelentkezé apoptdzis tiinetek mérséklésében van szerepe, az ivaros



szaporodasban viszont nincs. A HOG-tipusi  MAPkinaz stresszben jatszott szerepének

tisztazasaval sikeriilt logikus magyarazatot talalni a AFphogl mutansok egy altalunk igazolt,

szokatlan és teljesen 1 fenotipusara, nevezetesen arra, hogy a mutansokban nitrogén-¢hezés
okozta stressz hatdsara gyorsabban aktivalodik a fumonizin génklaszter (FUMI, FUMS), és
hamarabb megindul a fumonizin B1 termelés, mint a vad tipusu torzsben.

Az Fpacl gén 5 850 bp hosszu, adenilat ciklazt kodol, inaktivalasa fokozott ho- és
hidrogénperoxid-toleranciaval jar csakigy, mint a Neurospora crassaban. A AFpacl
mutansok funckciondlis elemzése sordn tobb 1), az AC-mutansok korében eddig ismeretlen
fenotipust is azonositottunk: (i) fokozddott a mutdnsok nehézfémekkel (Cd, Cu) szembeni
érzékenysége, (i1) gyengiilt endofiton kolonizacidos aktivitasuk, (iii) tobb mint 90%-kal
romlott ndi fertilitasuk, (iv) induktiv koriilmények kozott jelentdsen fokozodott sporulacidjuk,
(v) megugrott bikaverin-termelésiik, és (vi) megszint a vegetativ On-inkompatibilitasuk. Ez
utobbi a mutansok megnovekedett hidrogén-peroxid tolerancidjaval magyarazhato,
egyszersmind kozvetett bizonyitékkal szolgél arra az altaldnosan elfogadott, de kisérletesen
nem igazolt nézetre, amely szerint a vegetativ inkompatibilitds sordn a sejtek programozott,
valdszintileg apoptdzisos sejthalalt szenvednek. (E folyamatban ugyanis reaktiv oxigénformak
jatszanak szerepet.)

A white collar fehérjék altal alkotott komplex (WCC) a kék fény érzékelésében ¢€s az
arra adott valasz kialakitasadban jatszik szerepet. Fény hatasara a WCC — egy bonyolult, s nem
kellden tisztazott eseménysoron keresztiil — foszforilalodik, majd ebben az aktiv allapotaban
kotddik fényindukalt gének (példaul a cirkadidn ritmust irdnyitd gének, valamint a karotinoid
szintézisért és a konidialasért felelos gének) promoteréhez, meginditva expressziojukat. Az
Fywe-1 és az Fywe-2 gének inaktivalasaval 30%-kal csokkent a sporuléacio, elhalvanyult a
diurnalis ciklus indukalta gylirlis novekedés, de nem csokkent a mutansok néi fertilitasa és
nem gyengiilt ndvényi szoveteken mutatott kolonizacids teljesitményiik sem.

Az Fpnitrl gén egy feltételezett nitrildz enzimet kodol, aktivitdsa acetonitril
nitrogénforrason jelentdsen megnovekszik. A AFpnitrl mutinsok gyengén ndvekednek
nitrileket és cianidokat tartalmazd tapkdézegben, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
természetben az ilyen nitrogénformakat tartalmazd szubsztratumokon torténd kolonizéacio
soran van sziikség erre az enzimre. A AFpnitr] mutansok ndvekedése paradicsom bogyokon
jelentésen gyengiilt a vad tipusu sziilétorzs novekedéséhez képest, ami erdsiti ezt a

feltételezést. Ugyanakkor a mutdnsok ndi fertilitdsa nem szenvedett karosodast.



Az eddig is tudott volt, hogy a parosodasi tipus gének (MAT gének) altal kodolt
transzkripcids faktorok olyan géneket szabalyoznak, amelyek kozvetleniil vagy kdzvetve részt
vesznek az ivaros folyamatokban: a MAT faktor elsédleges célgénjei feromon szintézis
gének, feromon receptor gének ¢és morfogének, amelyek a termdtest kialakitdsaban vesznek
részt. Ugyanakkor a MAT géneknek vannak egyéb célgénjeik is, amint azt korabbi
munkankban felvetettiik, jelen OTKA palyazatban pedig igazoltuk. Ezen egyéb célgének
koziil 6tot vetettiink funkcionalis vizsgalat ala. Kidertilt, hogy az 6t gén koziil csupan egynek,
az adenilat ciklaz génnek van szerepe az ivaros folyamatok szabalyozasaban, a masik négy, az
¢letciklus egyéb eseményeit kontrollalja: stressz-valaszt, masodlagos anyagcseretermékek
szintézisét, ivartalan sporuldciot és novényi szovetekben valo terjeszkedést. A MAT gének
tehat azért mikodnek a csak ivartalanul szaporodd gombakban is, illetve az ivarosan
szaporodd gombadk ivartalan életszakaszédban, mert az ivaros szaporodéassal 6ssze nem fiiggo,
de a gombak ¢letében fontos folyamatokat szabalyoznak.

Jarvanyos koriilmények kozott (de mesterséges taptalajon, optimalis feltételek kozott
fenntartott tenyészetekben is) tartésan felfiiggesztik a gombak ivaros szaporodasukat, mert
ezzel tamogathatjak a gyors, r-stratégista vegetativ szaporodast. Ez a felfliggesztés bizonyos
esetekben teljes populdciokat érintd nd-sterilitds kiépiilésével jar, ami kiilonos
szegregaciohoz, sibling populaciok, majd 0j fajok megjelenéséhez vezet. Ezt a jelenséget a
kiilonbozé korzeteibdl szdrmazd F. subglutinans torzset molekularis polimorfizmus
vizsgalatnak vetettlink ald: konzervativ hiszton H3 és B-tubulin szekvencidkban kerestiink
restrikcids fragmenthossz polimorfizmusokat (RFLP). Megallapitottuk, hogy a ndvénykortani,
morfologiai €s ¢lettani szempontbdl egységesnek tlind F. subglutinans két, egymastol
genetikailag izolalt csoportra oszthato RFLP markerek alapjan. A G1 (Group 1) alcsoportba
62, a G2 alcsoportba pedig 39 izolatum kertilt; az elsd csoport tagjai 10-532 pg/g beauvericint
termeltek, a masodik csoport tagjai viszont egyaltalin nem szintetizaltak ezt a mikotoxint.
Eldzetes vizsgalatok szerint az enniatin-szintdz gén jelent0s deléciokat szenvedett a G2
csoportba tartozo tdrzsekben, s ez a hiba — a két csoport kozotti ivaros atjarhatosag hianyaban

— konzervalodott.



4. A mykorrhiza-kolonizacio valamint a Fusarium-fajok elofordulasanak felmérése

hagyomadnyos és GM-kukoricanévények gyokérzetében.

A program benyujtasakor elképzelhetetlennek tiint, hogy 2007-2008-ban is ennyire
nehéz lesz Magyarorszagon GMO novényekkel kisérleteket folytatni és a GMO mintakat
szallitani, elemezni. Egészen elképeszto, itt nem részletezhetd megoldasokra kényszeriiltiink,
de igy sem tudtuk a megfeleld mintaszamot biztositani. A rendelkezésiinkre all6 mintak
alapjan azonban a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik: (i) mind a hagyomanyos, mind a
GMO kukorica gyokérmintdkban Glomus és Gigaspora mykorrhiza-fajok fordulnak eld; (i)
gyokérfestéses eljarassal igazoltuk, hogy a gyokérkolonizacido mértéke altalosan 32%-os, és
nem volt kiilonbség e tekintetben a hagyomanyos és a GMO novények kozott; (iii) GMO
kukoricandvények gyokérzetében nem sikeriilt fajspecifikus PCR-vizsgalattal kimutatni sem a
F. proliferatumot, sem a F. verticillioidest (pedig a modszer 0.0004 ng DNS detektalasara
alkalmas!), de az azonos teriiletrdl gyujtott nem-GMO novények gyokereiben sem fordultak
eld6 ezek a korokozok. Az eredmények kozléséhez azonban tovabbi vizsgalatokra lesz

sziikség.

5. Extrakromoszomds genetikai elemek hatisa a kukorica csopenész korokozoinak

agresszivitdsdra.

Egy 184 torzsbdl allo F. proliferatum gyljteményt vizsgaltunk extrakromoszomas ordkletes
elemek jelenlétére. A gombak eltérd foldrajzi régiokbol (a Perzsa-6boltél Eurdpan 4t Eszak-
Amerikdig) mintegy 20 kiilonb6zé gazdandvényrdl szarmaztak. Hét, palmafakrol gyljtott
izolatumban fordult eld ugyanaz a plazmid, amelynek elvégeztiik részletes molekularis és
biologiai elemzését. A pFP1 10.3 kb nagysagu, linearis, a mitokondriumban lokalizalt DNS-
plazmid, két végét egy 400 bp hosszu forditott repetitiv szekvencia és fehérje sapka védi. A
plazmidon két, nem atfedd, ellentétes szdlon elhelyezkedd nyitott leolvaséasi keret (ORF)
talalhatd, amely egy fag-tipusi RNS polimerazt, illetve egy a B-csaladba tartozd DNS
polimerdzt kodol. Egy tovabb, kis ORF-t is sikeriilt azonositani, errél egy erdsen bazikus
fehérje volt szdrmaztathatd. RT-PCR vizsgéalatok szerint a pFP1 mitokondrium szémra
viszonyitott kopiaszdma 1.8-3.1 kozott valtozik. Ethidium-bromid kezeléssel és ismételt
monosporazassal sikeriilt plazmidmentes vonalakat szelektalni. A plazmid-irtas azonban nem
jart fenotipusos valtozasokkal, a térzsek novekedési erélye nem valtozott, ndi fertilitadsukat

pedig nem nyerték vissza. A pFP1 — fenotipusos hatasat tekintve — kriptikus plazmid, amely



nem régi, de terjedében levd jovevénynek tekintheté a F. proliferatumban. Terjedése
valdsziniileg ivaros Uton torténik a megtermékenyitésiil szolgald, himként funkcionald
mikrokonidiumok révén. (Az atvitel akkor is megvaldsulhat, ha a parosodasi kisérlet
valojaban eredménytelen.) Jelenleg nem tudjuk bizonyitani, hogy a plazmidot hordoz6 térzsek
fitnesze €s patogenitdsa csokkenne, bar ez nagyon valdszini, mert plazmidhordozd F.
proliferatum torzsek a természetben csak nagyon kedvezo €l6helyen maradtak fenn: palmafa-

levélen, mediterran, illetve szubtropusi viszonyok kdzott.

6. Hasznos transzgén beépitése a buzanemesitési anyagba hagyomdnyos mdodszerek

felhaszndlasaval

Elozmények, anyag és modszer

A modellkisérletként szolgald részfeladat alapvetd célkitlizései az aldbbiak voltak: (1) a
genetikailag modositott szervezetek nemesitésben torténd felhasznalasanak tanulmanyozasa,
(2) a géntechnoldgiaval beépitett tulajdonsag stabilitasanak vizsgélata az ivaros keresztezések
soran, valamint (3) Uj nemesitési alapanyagok eléallitasa. A modell kisérletiinkhdz olyan, az
aestivum buzabol szarmazo célgént kerestiink, amely a nemesités szempontjabol az egyik
legfontosabb tulajdonsagot, a siitdipari mindséget befolydsolja. Vialasztasunk a buzaszem
tartalék fehérjéi koziil az 1Ax1 nagy molekula tomegii glutenin alegységet kodold génre esett,
amelyet a Rothamstedi Kutatdintézetben génkonstrukcidos vektorokba épitve biolisztikus
transformdcios eljardssal jutattak az Imp tavaszi bulzafajtaba. Vizsgélatainkhoz két
transzgénikus vonalat vélasztottunk ki, amelyek stabilan hordoztdk az 1Ax1-es alegységet
kodold gént és a fehérje termelddés is kimutathatd volt. Ezek koziil a T1 vonal 2 kopidban,
mig a T2 vonal 1 kopidban tartalmazta a transzgént. A transzgénikus vonalakat 2, a Pannon
Prémium fajtacsoportba tartozd martonvasari 6szi buza fajtaval kereszteztiik, amelyek koziil
az Mv Suba sikér mindsége kiemelkedd, lisztjavitasra is alkalmas, mig az Mv Mazurka nagy
fehérje és sikértartalmu fajta.

Két BC; kombinaciot valasztottunk ki a részletes modszertani, fehérje €s morfologiai
vizsgalatokra: T1/Suba//Mazurka (kod jele: 180), és a T2/Suba//T2/Mazurka (kod jele: 190).
Mindkét kombinacid esetében hasonlo kisérleti sémat alkalmaztunk: félszem mag modszerrel
(csiraztatas elott a szemek csirdt nem tartalmazo felét tartalékfehérje vizsgalat céljaira
levagtuk) meghataroztuk az egyedi BCF; novények tartalékfehérje Osszetételét és az Axl
alegység jelenlétét. A pozitiv egyedeket (Ax1 fehérje tartalmu) kivalasztva, azokrol részben

portok tenyészeteket inditottunk, részben a termésiiket betakaritottuk. BC;F; ndvényenként 25



— 30 szemet a BC,F; kisérletbe vontunk az 1Ax1 alegység jelenlétének meghatarozasa ¢és a
homozigéta vonalak azonositisa céljabol. A két BC,F, populacié felszaporitdsira ¢és
értékelésére kontrollalt klimakamrés kisérletekben keriilt sor. A BCF, nemzedék pozitiv
egyedeirdl ismételten portok tenyésztést inditottunk, valamint a 180-as kombindcio pozitiv
egyedeinek egy részét visszakereszteztik az Mv Suba vagy az Mv Mazurka fajtdkkal,
létrehozva a BC, nemzedéket, amelyben az 1Ax1 fehérje jelenlétét szintén ellendriztik. A
BC,F, vonalak betakaritott termését hatdsagi engedélyeztetés utan 2008 0szén szant6foldre
kivetettiilk (BCF3) alapvetd agrondmiai tulajdonsagaik elemzése és magszaporitas céljabol
oly modon, hogy a vonalak egyedi novényeinek termését kiilon-kiilon egy-egy kalaszutdd
sorba vetettilk. A BC,F3; nemzedék aratdsa utan kell6 mennyiségli magmintaval rendelkeziink
majd a mindségi paraméterek vizsgalatahoz is, amely valaszt adhat arra, hogy milyen mdédon
befolyasolja a transzgenikus eredetli 1Ax1 alegység a mindségi paramétereket 6szi buza
genetikai hattérben. A portok tenyésztést korabbi munkdnk soran kidolgoztuk, a nagy
molekula tomegli tartalék fehérjék SDS-PAGE elvalasztasat Jackson ¢és munkatarsai

modszerei alapjan végzetiik.

BC1 populaciok jellemzése.

A BC, visszakeresztezést kovetéen a 180-as populaciéd esetében 30 BC,F, szembdl indultunk
ki, amelybdl 15 (50%) hordozta az 1Ax1 alegységet. EbbSl 5 novény csirandvény korban
elpusztult, tovabbi 4 ndvény a vernalizacios kezelés ellenére fliszerli maradt és nem kalaszolt
ki. fgy a tovabbi vizsgalatokat 6sszesen 6 BCF; ndvény utddvonalaival végeztiik. A 190-es
populécio esetében 35 szembdl indultunk ki, amelybdl 15 szem (43%) tartalmazta az 1Ax1
alegységet. Ebbdl 3 csirandvény korban elpusztult, 2 a vernalizacios kezelés ellenére fiiszerli
maradt, 10 BC,F; novény utddvonalainak tovabbi vizsgalatat téve lehetdvé. Habar a BCF,
ndvények mindegyike tartalmazta az 1Ax1 alegységet, a BC,F, vonalakra a fehérje alegység
kimutathatdsagénak széles variabilitasa volt a jellemzd. A 180-as populacié 6 vonala koziil 2-
re az 1Ax1 alegység jelenléte homozigota formaban volt a jellemzd, a tobbi 4 vonalban a
gyakorisag 68 — 84% kozott mozgott. A 190-es populacié 10 BC,F, vonala koziil a transzgén
fehérjéjére nézve 2 homozigéta pozitiv, 2 homozigota negativ volt, mig a maradék 6 vonalban
a fehérje alegység gyakorisdga 33 — 93% kozott mozgott. Hasonléan a BCF; nemzedékhez,
mindkét BC,F, populéciora jellemz6 volt a valtozd ardnyl csirandvény pusztulds, valamint a
kikalaszolni képtelen névényegyedek megjelenése, amely azonban nem volt kimutathato a
kontrollként vizsgalt sziiléfajtak egyikében sem. A csirandvény pusztulds atlagos ardnya a

180-as populacioban 29%-o0s volt, a 6 vonal kozti 16 — 40%-o0s intervallummal. Ugyanezen



értekek a 190-es populacioban 32% atlaggal és 17 — 97%-os intervallummal voltak mérhetdk.
A ki nem kalaszolt novények atlagos gyakorisaga a 180-as populacioban 18% (0 — 50%-o0s
190-es 14% (0 — 100%-os

intervallummal). Egyik esetben sem volt azonban kimutathato 6sszefliggés a transzgén fehérje

vonalankénti intervallummal), a populécidban volt
jelenléte, valamint a csirandvény pusztulas €s a fliszeri novekedési tipus kozott.

A két BC,F, populdcioban az 1Ax1 fehérje alegységre homozigota 4 vonal néhdny névény
produkci6é bioldgiai paraméterét meghatdrozva eldzetesen megallapithatd, hogy ezek a
vonalak fertilitasukban ¢s termékenységiikben nem tértnek el jelentésen az Oszi buza
sziiloktol (1. tablazat). A 180-as kombinacid 2 vonalanak csokkent szemtermése elsdsorban az
szamnak volt kdszonhetd. E vonalak

alacsonyabb produktiv hajtas agronomiai

tulajdonsagainak vizsgalata szant6foldi tesztelésben folytatodik.

1. tablazat. Az 1Ax1 fehérje alegységre homozigdta BC,F, vonalak ndvény morfoldgiai és produkcid biologiai
paraméterei az 6szi buzasziilok atlagahoz viszonyitva kontrollalt klimakamras kisérletben.

Tulajdonsagok T1/Suba//Mazurka homozigota 1Ax1 BC,F, T2/Suba//T2/Mazurka homozigéta 1Ax1
vonalak atlagértékei az 6szi buza sziilok BC,F, vonalak atlagértékei az 6szi buza
atlagahoz viszonyitva (%) sziilok atlagahoz viszonyitva (%)
x17 x20 x6 x7
Kalaszolas 114 177 128 92
Novénymagassag 109 89 141 120
Produktiv hajtasok 77 74 100 110
Kalasz hossz 106 111 126 121
Atlag szemszam 97 106 122 104
Ezerszem tomeg 95 93 84 119
Novény szemtermés 82 85 110 145

A portoktenyésztés alacsony hatékonysdgunak bizonyult mindkét populacidban, amelynek
elsddleges oka a 180-as populacioban az alacsony embri6 indukcids gyakorisag, mig a 190-es
populdcidban az alacsony zdld ndvény regenericios gyakorisdg volt (2. tablazat). A két
populaciobdl dsszesen 12 db fertilis DH vonalat nyertiink, ezek koziil azonban csak 1 DH

vonal tartalmazta homozigéta formaban az 1Ax1 alegységet.

2. tablazat: A két BC populacid portok tenyésztésének hatékonysaga

Populacioé Lerakott Embrio Osszes novény Z51d noévény Fertilis DH, 1Ax1
portok (db) indukcio6 (%) regen (%) regen névény alegységet
(%) (db) hordozo (db)
180 BC,F, 720 6,7 45,8 10,4 2 0
180 BC,F, 1000 59 28,8 5,1 3 1
190 BC,F, 5223 34,3 28,2 1,6 6 0
190 BC,F, 4485 46,1 28,6 0,4 1 0

BC; nemzedék jellemzése.
A 180-as populdcidban, amely a transzgént 2 kopidban tartalmazd torzs keresztezésébol
a BC1F2

szarmazott, vonalak transzgén fehérjére pozitiv ndvényeinek egy részét

visszakereszteztiik az Mv Suba vagy az Mv Mazurka fajtakkal, 6sszesen 14 novényt. Az igy



kapott 196 BC,F, szem 54%-aban volt kimutathat6 az 1 Ax1 fehérje alegység. Annak ellenére,
hogy a BC,F, vonalak legalabb 68%-ban tartalmaztdk az 1Ax1-et, 2 BC, ndvényrdl aratott 21
— 25 szem egyikében sem volt kimutathat6 a transzgén fehérje. Az x17 homozigota pozitiv
vonalbol keresztezett 3 novény BC,F, szemtermésének mindegyikében jelen volt a fehérje
alegység, mig az x20 vonal 2 keresztezett ndvényének szemei koziil egyik 100%-ban, a masik
50%-ban tartalmazta a fehérje alegységet. A BC,F; ndvények felnevelése és szemtermésiik
ellendrzése folyamatban van.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a transzgénikus vonalba stabilan beépiilt és aktivan
mukodo transzgén a késobbi ivaros keresztezések soran a heterozigéta allapot kovetkeztében
ismét labilissd valhat, amely kromoszoma szerkezeti atrendezOdéseket valthat ki, és a
transzgén elcsendesitését eredményezheti. Ezt tdmaszthatja ald a portok tenyésztés alacsony
hatékonysdga, amely kiilondsen a ndvény regeneraciod jelentds csokkenésében fejezddott ki,
valamint a hasadasi ardnyokban megtfigyel kisebb-nagyobb anomalidk. Ennek ellenére még
ebben a viszonylag kis szdmu vizsgalatban is sikeriilt a kiilonb6zé hagyomanyos nemesitési
modszerekkel a transzgén atvitele, amely j nemesitési alapanyag 1étrehozasahoz vezetett.
Tovabbiakban tervezziik a BC,F,, valamint a BC,F; ndvényekrdl begylijtott DNS mintak
HMW alegység specifikus primerekkel torténd tesztelését, annak megallapitasa érdekében,
hogy az 1Ax1 fehérje eltiinése egyes genotipusban a transzgén elcsendesitése vagy a gén
kiesése folytan kovetkezett-e be. Emellett a BCF5 szant6foldi szaporitasat kovetden sor kertil
e tételek mindségi vizsgalatira is. Ezeknek a kiegészitd informdacidknak Osszegyljtésével

tervezziik az eredmények tudomanyos folyoiratokban valé megjelentetését.

7. Bioenergia célra iiltetett novények terméseredményeit befolydsolo viruskorokozok
elterjedésének vigsgalata a hazai floraban eldfordulo virusizolatumok molekuldris

jellemzése

a., Kukorica csikos mozaik virus (MDMYV) populdciok molekularis analizise.

A hazai kukoricatermesztés egyrésze a jovOben a bioetanol gyartds céljaira keriilhet
felhasznalasra, mely termesztés eredményességét nagy mértékben befolydsolja a kukorica
csikos mozaik virus elterjedése mely potyvirust hazdnkban mar a hatvanas évek elején
azonositottak és azota minden évben a jelenléte nyomokdvethetd kiillonbozé mértékil
kartételek mellett. A palyazat futamideje alatt két jelentds kukoricatermesztési korzetbdl (
Dél-alfold, Szeged ill. Mezdség-Dunantal, Martonvasar) tiinetet mutatdé és tlinetmentes

kukorica, fenyércirok €s szemes cirokrdl virus izolatumokat nyertiink. A virus izolatumokat
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molekuléris biologiai modszerek felhasznalasaval jellemeztiik a virus kopenyfehérje génjét
koédold szakaszok elsddleges szerkezetének meghatdrozédsaval. A részleges szerkezet
meghatdrozast azért a koOpenyfehérje génre korldtoztuk, mert kozismert, hogy a
leghatékonyabb keresztvédettségi reakciot a virus kopenyfehérje génjének gazdandvénybe
valo beiiltetésével érhetjiik el. Ennek kovetkeztében a transzformalt névényben szintetizalodo
transzgén egy feliilfert6z virus genomjaval rekombindldédhat, a virus genom jelentdsen
megvaltozhat. Ezen génsebészeti technoldgia kockazatat a rekombinacids gyakorisag
meghatarozasaval mérhetjiik fel. A harom évben elvégzett mintagyijtésiink soran kozel
hetven MDMYV koépenyfehérje gént azonosithattunk melyek igen nagyfokt szekvencia
azonossagot mutattak. Ezen adatok alapjan jelentds biologia kiillonbség nem mutatkozott. Az
eredményeket mind magyar, mind angol nyelven, hazai ¢és nemzetkdzi tudomanyos
forumokon valamint irott forméaban kozoltink vagy a kéziratokat megjelentetésre
benyujtottuk.(Az eredmények szamszerlsitett adatait a publikdcios listdban feltiintetett
kozlemények részletesen tartalmazzak) A harom ¢év eredményei alapjan Osszegezve
megallapitottuk, hogy a kopenyfehérje régioban nincs szekvencia diverzitas és a két
foldrajzilag jol elkiilonithetd helyen meglévd viruspopuldcidkban nincs szignifikdns
kiilonbség. Az MDMV molekularis analizisének feldolgozéasaban résztvevé doktorandus Gell
Gyongyvér (Szent Istvan Egyetem) PhD. értekezésének jelentOs részét fogja tartalmazni ez az

elvégzett kisérletes munka.

b,. Foldimogyoro satnyulds virus peanut stunt virus PSV izolatumok jellemzése.

Hazéankban az akac az elmult tobb mint kétszaz év alatt széles korben elterjedt és a megfeleld
klimanak koszonhetden megtelepedett hazai flordban. Az akéac népszerlis€gét nem csak kivalo
mézeld virdganak, hanem a faiparban jol felhasznalhaté keményfajanak koszonheti. Gyors
novekedése alapjan energia novénykeént is szamitasba vehetjlik. Az akac kozismerten ellenélld
a kiilonboz6 korokozoknak és kartevoknek, azonban jol ismert néhany betegsége is, melyek
koziil a foldimogyord satnyulas virus elterjedésére lettiink figyelmesek az elmul években.
Ezért kiilonbzé a Pannon Okorégidban eléforduld termdhelyekrdl betegség tiinetet mutatd és
tiinetmentes akacrol mintakat gyiijtottiink be. Az ezen mintdkban azonsitott virusok teljes
elsddleges szerkezetét meghataroztuk ¢és azokat Osszehasonlitottuk a nemzetkozi
adatbankokban megtaldlhatd nukleinsav sorrendekkel.. A szekvencia analizis soran
megallapitottuk, hogy az altalunk azonositott PSp-RV izolatum egy 0j negyedik alcsoportba
tartozo virus izolatum mely természetes rekombinansnak mutatkozott két masik alcsoportba

sorolhatd izolatummal. Az akacrdl izolalt foldimogyord satnyulds virus kisérletes és
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természetes gazdandvény korét jellemeztilk, mely adatokat mind hazai ¢és nemzetkozi
konferenciakon, mind pedig magyar és angol nyelvii irott valtozatait megjelentettiik, vagy
kozlésre benyujtottuk (lasd publikacios listat). Az akdcrdl szarmazd PSV izolatumok
molekuléris és biologia jellemzését foglalja 6ssze a munkaban doktorandusként részt vevo

Kiss Laszl6 (Corvinus Egyetem) iras alatt 1évo PhD. értekezése.

8. Virusellenallo transzgénikus burgonya fajtak virusellendllosaganak meghatdrozdsa és az

ellendllo képesség stabilitasanak vizsgadlata.

Virusrezisztenciat kialakito plazmidkonstrukcio készitése

A konstrukcid készitéséhez a pRGGneo binaris vektorbol indultunk ki. Ebbdl elsd 1épésként
eltavolitottuk a gus és az nptll géneket Sacl, illetve HindIIl/BamHI restrikcios emésztéssel,
igy a létrejott pRGG plazmid a ,hasznos gén” befogaddsira ¢és marker-mentes
transzformaciora alkalmassa valt. A gus gén helyére a PVY™N'™ 820 nt hosszlisagh szakaszat
épitettiik be intronnal elvalasztott forditott ismétlddés (inverted repeat) formaban. A beépitett
cDNS fragment a PVYN™ CP génjének utolsé 554 nukleotidjat, és a 3’ nem kodolo régio
(3’UTR) els6 266 nukleotidjat tartalmazza.

Noveényi transzformdcio és regenerdcio, regenerdcios hatékonysdg az egyes fajtakndl

Ot burgonya fajtat transzformaltunk a GV3170YCP agrobaktérium-binaris vektor
konstrukcioval. A Mindenes, Kisvardai Roézsa, Russet Burbank és Somogyi Kifli fajtdk
esetében két fliggetlen transzformacios kisérletben hasznaltunk levelet explantként, mig a
Giilbabanal harom kisérlet végeztiink levéllel. Internédiumot Mindenesnél ¢és Kisvardai
Rozsanal két kisérletben, Giilbabanal harom kisérletben, Russet Burbanknél négy, mig
Somogyi kiflinél 6t kisérletben transzformaltunk

A transzformaciot kovetd regeneracid értékelése soran minden fajtara altalanosan érvényes
volt, hogy az elsd, 1-1,5 cm méretli regeneralt hajtasokat a transzformaciotol szamitott 4.-5.
héten tudtuk az explantokrdl levalasztani, majd ezt kdvetéen még 3-5 alkalommal tortént
hajtasszedés kb. egyhetes id6kozonként.

A Mindenes fajtaval végzett két fiiggetlen transzformacios kisérletben 200 explantot fertézve
Osszesen 802 hajtas regeneralt. Megallapitottuk, hogy az internédium sokkal jobb explant
tipus, mint a levél. Ebben az esetben a regeneracids rata elérte az 5,7 hajtast explantonként a

levélen kapott 1,5 hajtassal szemben.
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A Kisvardai Rozsanal két transzformacids kisérletben 590 hajtast kaptunk 200 explant
fertdzése utan. Ennél a fajtanal szintén az internédium adott jobb regeneracios ratat (4,0
hajtas/explant) a levélhez képest (1,5 hajtas/explant).

A Giilbabaval harom transzformacios kisérletet végeztiink el, amelyekben Osszesen 320
explanton 426 hajtas regeneralodott. Ebben az esetben is jobb regenerdcios ratat adott az
internédium (1,6 hajtas/expl.), mint a levél (0,8 hajtas/expl.).

A Russet Burbank ¢és Somogyi kifli fajtaknal két transzformaciés kisérlet utdn mar csak
internodiumokat transzformaltunk, mivel itt is a tobbi fajtahoz hasonldéan gyenge regeneracios
ratat kaptunk levél esetén. A Russet Burbankkal elvégzett négy transzformacids kisérlet
eredményeként a 458 explantumrol atlagosan 1,2 hajtas regeneralddott interndodiumonként,
mig Somogyi kiflibél o6t kisérletben 1377 explanrdl 703 regeneranst kaptunk (0,5
hajtas/explant).

Regeneransok tesztelése PCR-rel

A konstrukcié marker-mentességébol adodoan ndvényi szelekciora nem volt lehetdség, ezért a
regeneralt hajtasokat haromszori cefotaximos, majd egyszeri antibiotikum-mentes taptalajra
val6 atrakds utan PCR-rel teszteltiik.

Az elsé néhany 10 hajtas YCP PCR vizsgalatainak eredményei és az egyes vonalak fenotipus
adatainak Osszevetése utan megallapitottuk, hogy a pozitiv reakcidt adott vonalak koziil a
legtobbnél megfigyelhetd volt az ipt génnek a normalistdl eltérd fenotipust okozo hatasa. Ez
sokféleképpen nyilvanult meg: egészen enyhe alapi kalluszos megvastagodastdl a kiilonb6zd
foku, un. ,,shooty” fenotipusig. A ,,shooty” fenotipust mutatd hajtasok apikalis dominanciaja
redukalt, gyokeresedési képességiik gyengébb volt, vagy teljesen hianyzott

Bar az ipt génre a hajtasindukald tulajdonsidga miatt volt sziikség a transzformacios
rendszerben, a regeneracid sordn a fenotipusra gyakorolt hatdsa is megnyilvanult, amit nem
lehetett figyelmen kiviil hagyni. Az ipt gént hordoz6 vonalak esetében nagyobb eséllyel volt
varhato az YCP transzgén beépiilése, ezért a vizsgalatok egy részénél a mintaszedés soran
ezeket a vonalakat eldnyben részesitettiik. A Mindenes és Kisvardai Rozsa esetében a
mintaszedés az eltérd fenotipus alapjan szelektalva tortént. A Giilbaba és Russet Burbank
fajtaknal szelektalt és random mintaszedési modot is alkalmaztunk, mig a Somogyi kiflinél az
Osszes regeneralt hajtdst megvizsgaltuk, mivel ennél a fajtanal nagyon alacsony volt a
transzformdacios hatékonysag. Az antibiotikumos szelekcid hidnya miatt a mintaszam ebben az
esetben igen nagy volt, ezért a mintdkat eldszér Gtosével csoportositottuk (pooloztuk), a
poolokat teszteltiik PCR-rel, végiil a pozitiv poolokat szétbontva egyesével vizsgaltuk a

vonalakat.
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A transzformécios rata a Mindenes ¢és Kisvardai Rozsa fajtdknal kiemelkedéen magas — 50,
illetve 40% — volt, ezt kovette a Russet Burbank 20, a Giilbaba 17%-kal szelektalt
mintaszedés esetén. Random mintaszedés utan a Giilbabanal 6, a Somogyi kiflinél 4, mig a
Russet Burbanknél 0,6%-os transzformacids ratat allapitottunk meg

A PCR YCP+ vonalak kozil 6sszesen 84, in vitro fenntartott, fiiggetlen vonal részletes
vizsgalatat végeztiik el: a virus kopenyfehérje génen kiviil az ipt génre és az agrobaktérium
esetleges jelenlétére (kromoszomalis cheAd gén) is teszteltiik ezeket. Agrobaktériumot egyik
vonalbol sem mutattunk ki. Ujabb mintaszedés utdn a 84-bél 69 hasznos génre pozitiv (YCP")
vonalat talaltunk, amelyek koziil 48 vonal hordozta, mig 21 vonal nem hordozta az ipt gént
(ipt). Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a vizsgalt transzgénikus vonalak atlagosan 30%-a (21
vonal) csak a hasznos gént hordozta, a novényben nem kivanatos bakterialis eredeti ipt gént

nem.

Transzgénikus vonalak nevelése rezisztencia teszthez, r ezisztencia teszt

Az YCP'" burgonya vonalak rezisztencia tesztjének -elvégzéséhez szilkséges fiatal
burgonyandvényeket kétféele modon Allitottuk eld: minigumdk hajtatdsadval (Mindenes,
Kisvardai rozsa, Giilbaba és Russet Burbank fajtak), illetve in vitro gydkereztetett hajtasok

(Somogyi kifli) kitiltetésével.

Az YCP, ipt és ched génekre PCR—rel vizsgalt vonalak koziil negyvenkettét vontunk be a
rezisztencia vizsgalatokba. A burgonyandvények inokuldldsa utdn minden esetben RT-PCR-

rel végeztiik a virus kimutatasat. A PVYN™

az altalunk vizsgalt burgonyafajtak hajtasain nem
okozott jol lathato tiineteket, ezért a rezisztencia teszt soran vizudlisan csak a visszafert6zott
dohanynévényeket tudtuk értékelni.

Rezisztensnek nyilvanitottuk azokat a vonalakat, amelyekrdl a dohanyokat visszainokuldlva
azok szisztemikus levelein nem jelentek meg tiinetek (érkivilagosodas, majd nekrozis), és a
HC-Pro régiora specifikus primerparral nem tudtunk benniik PVY-t detektalni Az RT-PCR
eredmények teljes 0sszhangban voltak a dohdny visszafert6zési kisérletek eredményeivel. A
tesztelt vonalak 60%-a (a 42 vonalbdl 25) mutatott teljes rezisztenciat. A 25 rezisztens vonal
koziil 11 volt egyben marker-mentes is. A gumok felszedésekor azokon sem a rezisztens, sem

a fogékonynak bizonyult vonalak esetében nem voltak lathatbak a PVY" M-re jellemzd

virustiinetek.
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Southern analizis

crer

esetében. A kivalasztott vonalak koziil négy — KR5.1.5, KR4.2.31, MIN4.2.50, SK12.3.20 —
teljesen normalis fenotipusu volt és nem tartalmazta az ipt gént, mig harom ipt” volt, de ezek
is kozel normalis fenotipust mutattak: a MINS5.1.10 hajtasa valamivel gyengébb volt a
normalisnal, a RUS4.1.1. alapi része megvastagodott, a GB5.3.26 pedig kevés gyokérrel
rendelkezett. A pl, p2 primerek (hairpin.klonozas.abra) altal amplifikalt PCR termékbol
késziilt proba a transzgénrél szarmazd PVY szekvencidt tartalmazd burgonya genomi
fragmentekhez hibridizalt. A T-DNS hatarszekvenciain beliili két Ndel hasitohely kozott egy
660 bp méreti fragment vagodik ki (hairpin.klénozés.dbra), amelyet mind a hét vonal

crer

A kapott nagyszamu fragment tobbszords T-DNS integracio eredménye.

Hibrid PVY cDNS klonok eldallitisa

A munka masodik részében mesterséges rekombinansokat hoztunk létre a burgonya Y virus
kiilonb6z6 patotipusai kdzott, majd ezek segitségével megvizsgaltuk, hogy a PVY genom 3’
végi, 1568 nt hosszi szakaszdnak torzsek kozti cseréje milyen hatdssal van a
fert6zoképességre €s a tiinetkialakitasra.

Els 1épésként a PVYN™ és PVY© virustorzsek RNS genomjanak 3’ végét a 6s/6as
primerparral RT-PCR-rel felszaporitottuk, majd a terméket pPGEMT-Easy vektorba klénoztuk.
Ezutan a fragmentet BglII/Kpnl restrikcios hasitassal kiemeltiik a plazmidbol és ligaltuk a
hasonléan emésztett SPH83 pA plazmiddal, amely a PVY-N605 4066. nt és a polyA vég
kozotti 3° darabjat hordozza. A SPH83’pA plazmidban a PVY™ BglII/Kpnl szakaszat
helyettesitettiik a masik két torzs megfeleld szakaszaval, ami az SPH83’pA-NTN és
SPH83’pA-O szubklonokat eredményezte. Végiil a szubklonok BstXI/Kpnl fragmentjeit az
ugyanigy emésztett PVY-N605(123) teljes klon megfeleld részével ligaltuk

Ez utobbi 1épéssel egyuttal a teljes klonbol eltavolitottuk a harmadik intront. Az igy
létrehozott PVY-N/NTN és PVY-N/O hibrid ¢cDNS klonok, majd a kialakulé virionok is a
PVY"™ illetve a PVY© torzsek NIb kédold régiojanak utolsé 436 nukleotidjat, a teljes
kopenyfehérje kodold régiot és a 3” UTR-t tartalmaztak PVY™ hattérben

A fertozoképesség vizsgalata, szekvenciavizsgalatok
A hibrid ¢cDNS klonok elkészitése utan mindenekeldtt azok mitkodoképességének vizsgalatara

volt sziikség, amit Nicotiana benthamiana névényeken végeztiink. A PVY-N/NTN hibriddel
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0t, a PVY-N/O hibriddel harom biolisztikus inokulaciés kisérletet végeztiink el. Minden
esetben parhuzamosan a PVY-N605(123) ¢cDNS klénnal is inokuladltunk ndvényeket. Az
ELISA tesztek soran a PVY-N605(123)-mal (kontroll) inokulélt 15 N. benthamiana ndvény
koziil két hét utan 11-nél (73%) kaptunk pozitiv eredményt. PVY-N/NTN-nel 6sszesen 23
novényt inokuldltunk, amelyek koziil 12-bdl (52%) mutattuk ki a virust, a PVY-N/O-val
inokulalt 12 ndvénybdl pedig egy esetben (8%) tortént szisztemizalodds. Az elsd fertdzés
kialakuldsa utan mechanikai inokulaléssal val6 tovabbfertdzések soran azonban mar 100%-os
szisztemizalodast tapasztaltunk.

El6szor a hibrid PVY klonok készitéséhez hasznalt PVYN™ és PVY® pGEMT-Easy vektorba
klénozott cDNS fragmentek szekvencia analizisét végeztiik el. A DSMZ adatai alapjan a
felhasznalt PVY™'™ egy Horvath J. nevével jelzett magyar izolatum volt, ezért feltételeztiik,
hogy szekvencidja a Thole V. kandidatusi értekezésében kozolt szekvencidhoz all
legkozelebb, (GenBank accession nr. M95491). A szekvencidk illesztésekor kapott eredmény
alapjan az altalunk hasznalt PVY™'™ esetében a kicserélt régidban 8 nukleotid kiilsnbség volt

crcr

aminosavdsszetételében két cserét eredményezett.

A virusok megkiilonboztetése egyes genomszakaszok RFLP mintazata alapjan

A gazdandvényteszt soran a kisérleteket tobbszor ismételtiik, és sok esetben idoben nem
egyszerre vizsgaltunk minden névényfajt. A fenntartashoz hasznélt N. benthamiandban vagy
a gazdandvényteszt soran vizsgalt kiillonbozd fajokban detektalt virusokat RT-PCR-t kovetd
specifikus restrikcios emésztéssel ellendriztik. Ehhez szekvenciaanalizis alapjan az Msel
enzimet valasztottuk ki, ami lehetdvé tette a 3 sziiléi virus megkiilonboztetését, valamint a
sziil6i és a hibrid virusok elkiilonitését.

A CP8503 for és CP9701 rev primerekkel amplifikalt 1200 bp hossz(i CP+3’UTR fragment
Msel enzimes hasitasa utan az 6t virus esetén haromféle eredményt kaptunk: a PVY™'™ és
PVY-N/NTN ugyanazt a (x,y,z) méreti fragmenteket adta, a PVY® és PVY-N/O-t (a,b.c,)
fragmentekre hasitotta, mig a PVY" altal fertézott novény esetén egy (1,2, és 3) méretli
terméket kaptunk.

A HC-Pro régi6 760 bp-nyi szakaszanak amplifikaldsa és a termék emésztése utan a PVY™ és
a két hibrid esetében a restrikciés mintazat azonos (x.y, fragmentek) volt, mig a PVY? és

PVY™™ is méas-més mintazatokat mutatott (fragmentek).
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Transzformans burgonyavonalak rezisztencia vizsgalata hibrid virusokkal

Megvizsgaltuk a PVY™'™ szekvenciat tartalmazé hairpin konstrukcid 4ltal indukalt
rezisztencia hatékonysagat a két masik torzs, illetve az altalunk eldallitott rekombinans
virusok ellen. A kisérletbe bevont harom transzgénikus burgonya vonal a munka korabbi
részében stabil rezisztenciat mutatott a PVY™'™ ellen. Az ebben a kisérletben 6t virussal
inokulalt transzgénikus vonalak koziil az RT-PCR eredmények alapjan mind rezisztens volt.
A kontroll, nem transzgénikus novények 97%-ban fert6zédtek a vad tipusu virusokkal, mig a
hibrid virusokkal inokuldlva dket a Mindenes fajta csak 40 (PVY-N/NTN) ill. 50%-ban
(PVY-N/O) fert6z0dott — a tobbi burgonya fajta ezzel szemben teljesen fogékony volt ezekre
is Harom transzgénikus burgonya vonal és kontrollként négy, nem transzformalt fajta
novényhazi fertézési kisérletének eredményei 3 sziildi €s két rekombinans PVY torzzsel. A

tablazat két kisérlet Osszesitett adatait tartalmazza.

Virustorzsek | Fert6zott ndvények/inokulalt Fert6zott ndvények/inokulalt

névények novények

(Transzgénikus vonalak) (Kontroll fajtak)

G4231* | M5.1.62 | M4.250 | MIN | KR GB RB
PVY" 0/5 0/4 0/4 7/10 | 3/3 3/3 3/3
PVY"™Y 0/5 0/4 0/4 33 |22 |22 |22
PVY® 0/5 0/5 0/5 9/10 | 8/8 2/3 2/2
PVY-N/NTN | 0/5 0/5 0/5 4/10 | 8/8 373 3/3
PVY-N/O 0/5 0/5 0/4 5/10 | 7/8 373 5/5

* G 4.2.31: transzgénikus Giilbaba vonal, M 5.1.62, M 4.2.50: transzgénikus Mindenes
vonalak; MIN, KR, GB, RB: Mindenes, Kisvardai Rozsa, Giilbaba és Russet Burbank nem

transzformalt kontroll fajtak.

illetve PVYY? (N-Wilga) génbanki szekvenciat (AJ585196, EF026074, AJ890350,
AM113988), ami alapjan az altalunk szekvenalt genomrészlet 99% hasonlésdgot mutatott
ezekkel az izolatumokkal.

Szamos passzalas utan — kb. masfel-két év elteltével — a hibrid virusok CP és 3’UTR régioit
ujra szekvendltattuk és Osszehasonlitottuk az eredeti szekvenciaadatokkal. Megallapitottuk,

hogy a PVY-N/NTN hibrid emlitett régidjaban két nukleotidcsere tortént (nt 8604 T/G és nt
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8607 G/A), amely azonban nem eredményezett aminosavcserét. A PVY-N/O kiméra

e yey

Gazdanovény teszt

A kiilonb6zo PVY torzsek és mesterséges hibridek tlinetkialakitasat hat, a Solanaceae
csaladba tartozd gazdandvény fajon vizsgaltuk meg. Megéllapitottuk, hogy mindegyik virus
szisztemikusan fertdzte mindegyik vizsgalt ndvényfajt.

A N. benthamiana ndvényeken mindegyik virus levéldeformalddast, a PVY™N™

pedig ezen
kiviil még torpiilést is okozott. A N. tabacum cv. Xanthi esetén a virusok elészor
érkivilagosodast, majd nekrozist okoztak, ami torpiiléssel is egyiitt jart. Kivétel itt a PVY©
volt, amely enyhe mozaikosodast idézett eld. A N. glutinosa tesztndvények levelei
tiinetmentesek maradtak, vagy amennyiben megjelentek rajtuk tiinetek, akkor enyhén

NN okozott. A

rancosodtak, deformalodtak. Ettol eltér6, mozaikos tiineteket csak a PVY
burgonya (S.tuberosum cv. Russet Burbank) nem mutatott levéltiineteket a legtobb virusnal,
csak a PVY? hatésara jelentek meg foltos-mozaikos szimptomak. A P. pubescens esetében
egy kicsit arnyaltabb képet kaptunk: a PVYY, PVY"™ és PVY-N/NTN egyértelmii
mozaikossagot indukalt, emellett a PVYN'™ hatisara kisebb mértékii torpiilés is
bekovetkezett. A PVY© és az N/O hibrid ezen a fajon szintén mozaikosodast idézett el6, de ez
joval enyhébb volt, mint amit a tobbi virus okozott . A P. floridana PVY""-nel inokulalva a
P. pubescenshez hasonléan egyértelmii mozaikot mutatott, mig PVY"-nel vagy PVY-N/NTN-
nel fertézve altaldban alig lathatd, de hasonld tiineteket produkalt. A két, O szekvenciat
hordoz6 virus viszont el6szor klorotikus foltokat indukalt, amelyek késobb nekrotizalodtak. A
PVY® és a PVY N/O szinte teljesen egyforma tiineteket alakitott ki, mindossze némi idSbeli
késést észleltiink a hibridnél. Ot ndvényfaj esetében tehat a legtdbb virustdrzs egy-egy fajon

ugyanolyan tiineteket indukalt, és csak egy virus okozott a tobbihez képest eltérd

szimptomakat.

Transzgén kimutatdsa kromoszoma szinten

Burgonya Y virussal transzformalt Solanum tuberosum vonalakbdl a transzgén
elhelyezkedését és kopiaszdmanak meghatirozasat tliztiik ki célul. Fluorescence in situ
hibridizaciés (FISH) modszert alkalmaztunk diploid burgonya vonalakon. BAC DNS-eket
(Bacterial Artificial Chromosome) haszndltunk probaként és ezeket hibridizaltuk a
kromoszémak pachytene fazisara. Kiinduldsi anyagként iiveghdazban nevelt palantak

portokjait gyiijtottiik, majd fixaltuk Carnoy oldatban (ecetsav:etanol = 3:1). Ezt par nap, vagy
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hét mulva lecseréltiik 70 %-os etanolra, hogy a portokok puhdbbak maradjanak. A
portokokbol lemezpreparatumokat készitettiink enzimkezeléssel
(cellulase:pectolyase:helicase=1:1:1), majd extrafixaltuk 1 %-os formaldehid oldatban. Erre
azért volt szlikség, mert kiilonben a kromoszomék olyan mértékben sériilnek a FISH
kisérletek alatt, hogy értékelhetetlen eredményeket kapunk. A BAC-okbol a DNS izolélasat a
hagyomdanyos alkali sooldatos extrakcioval és fenol kloroformos tisztitassal végeztiik. Miutan
né¢hany BAC DNS tartalmazott ismétléseket, igy sziikségessé valt genomi DNS izolalésa,
majd abbol Cotl00 kinyerése. Ezt az ismétlodé szekvencidk blokkolasara hasznaltuk. A
Cot100 a koncentracio ¢s az id6 fliggvényében létrehozanddo DNS szakasz, mely blokkolja a
teljes heterokromatin ¢és részben az eukromatin repetitiv részeit. A probakat nick-
transzlacidval jeloltiik. Indirekt jelolést alkalmaztunk, mert igy lehetdségilink nyilt a detektalas
amplifikalasara. A biotinnal jelolt probakat Avidin Texas Reddel és biotinylated anti-
Avidinnel detektaltuk. A digoxigenin jeldlt probakat sheep anti-digoxigenin FITC, majd Anti-
sheep FITC-vel végeztiikk. Ez lehetévé tette a jobb lathatdsagot. Kisérleteinkben a FISH
kritikus kérdései voltak a BAC DNS ¢és az ebbdl készitett probak mindsége, tovabba a
lemezpreparatumok citoplazma fedettsége. Osszefoglalva, minden BAC-ot sikeresen
hibridizaltunk a  kromoszémakhoz ¢és pachytene kromoszémakon a transzgén

elhelyezkedésének vizsgalatdhoz a mdodszert megvaldsithatonak talaltuk.
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