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1. Bevezetés

1.1 Diplotaxis tenuifolia

A Diplotaxis nemzetség a Brassicaceae csalad tagja, néhany faja szamos orszagban
széles korben elterjedt (Martinez-Laborde, 1996). A nemzetség tobb mint husz fajt foglal
magaba, géncentruma a Foldkozi-tenger nyugati terliletein talalhatd, de a fajok az egész
Foldkozi-tenger medencéjében valamint a Kozel-Keleten is megtalalhatoak (1. abra). A
Diplotaxis tenuifolia (2. abra) magyar nevén utszéli kanyazsazsa, melyet a koznyelvben
rukkolanak hivnak, ez az elnevezés az olasz "roughetta™ vagy "rucola” szavakbol szarmazik. A
legtobb mediterran orszagban vadon megtalalhatd, mint a legtobb keresztesviragu zoldség
szamos egészségjavitd fitonutrienst, C-vitamint, rostot, flavonoidokat és gliikozinolatokat
tartalmaz (Martinez-Sanchez et al., 2006). A Diplotaxis tenuifolia z6ldségnovényként valod
felhasznalasa mar a mult szazadban megkezd6dott (Ibarra and La Porte, 1947). Az ttszéli
kanyazsdzsa egy diploid kromoszomaszelvényl évelé ndvény, abban az értelemben, hogy a
telet talélt gyokerek tavasszal uj hajtdsokat hoznak. Késoé tavasztdl 6szig viragzik, jol
alkalmazkodik a kemény és rossz mindségii talajokhoz is és gyakran még a sekély meszes

teriileteken is felveszi a versenyt mas fajokkal (Pignone, 1996).
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1. abra: Diplotaxis tenuifolia fajok szama a Kozel-Kelet és a Foldkozi-tenger
medencéjének orszagaiban (Martinez-Laborde, 1996)



2. abra: Diplotaxis tenuifolia novény (http://www.eatthatweed.com/)

1.2 Eruca sativa

Az Eruca nemzetség szintén a Brassicaceae csalad tagja. Az Eruca sativa (3. abra)
magyar nevén borsmustar, a Diplotaxis tenuifolia-hoz hasonléan diploid, viszont attol eltéréen
egyéves novényfaj. Koratavasszal viragzik, magjai pedig mar késé tavasszal gyiijthetdek.
Indiaban és Pakisztanban az Eruca sativa specialis Okotipusait magjuk miatt termesztik,
melybdl olajat sajtolnak, amit példaul vilagitasara vagy savanyusagok készitéséhez hasznalnak
fel. Amerikaban a fiatalabb korosztaly fogyasztja elGszeretettel fogyokuras diétak soran, mint
"természetes €lelmiszer". Olaja erukasavban gazdag, ipari olajndvényként vald felhasznalasa
pedig mar megkezdddott (Pignone, 1996). Az utdbbi idében jelentds piaci részesedést szerzett
az észak eurdpai orszagokban is. Széles korben haszndljdk végott salatdk Osszetevdjeként

csipds ize miatt, melyet a giilozinolatok és azok bomlastermékei okoznak (Omirou et al., 2012).



3. abra: Eruca sativa névény (en.wikipedia.org)

Nielsen és munkatarsai (2008) tobb mint 70 illékony anyagot azonositottak friss Eruca sativa
levelek fejterében, melyekbdl koriilbeliill 20 jarul hozza a levelek aromajahoz.
Novényrendszertani csoportbol mindkét faj ugyanabba a csaladba tartozik, kiilsé megjelenésiik
is tobb szempontbol hasonld, bar az Eruca sativa robosztusabb, nagyobb habitusti nvény.
Mindkett6 a mediterran térségbdl szarmazik, az Eruca sativa azonban szélesebb korben terjedt
el. Alapvetden fiiszerndvények és salatak hozzavaloi, de gyogyaszati alkalmazasuk is ismert.

A két faj O6sszehasonlitasat az 1. tdblazat tartalmazza.



1. Tablazat: A Diplotaxis tenuifolia és az Eruca sativa dsszehasonlitasa

Diplotaxis tenuifolia Eruca Sativa

méret 67-70 cm 80 cm

levél karéjos vagy épszeli karéjos vagy épszéli
Megjelenés gyokérzet bojtos bojtos

csészelevél zold fehéres, sarga, lila, barnan
virag sarga fehér, barnan erezett
becd mérete 25-50 mm 20-30 mm
Eletforma évelo egyéves (kétéves)

Viragzas ideje

marcius-junius

februar-aprilis

Kromoszomaszam 2n=22 2n=22
Ivarusag egylaki kétivara egylaki kétivara
Talajigény barmilyen j6 mindségii barmilyen j6 mindségli talaj
Tenyészteriilet 75-100 cm? 150-200 cm?

1.3 Termesztés

Sem a Diplotaxis tenuifolia, sem pedig az Eruca sativa nem tul igényes novény, igy
termesztésiik konnyen kivitelezhetd. Mindkét faj szaporitasa magvetéssel torténik, évente
tobbszor szakaszosan is vethet6ek. Betakaritasuk tobb alkalommal végezhetd, amikor a levelek
elérték a 8-10 cm-es nagysagot. Az Eruca sativa esetében 2-3, a Diplotaxis tenuifolia esetében
pedig 4-5 szedés végezhetd. A szedések utan egyre szeldeltebb levelek fejlodnek mindkét faj
esetében. A Diplotaxis tenuifolia-nal ez a szeldeltebbé valas egyre intenzivebb, csipdsebb
aromaval tarsul, ami a salatakeverékekben vald felhasznalasakor nem elényds, ezért a késébbi
szedések soran betakaritott leveleket inkdbb mar csak fott ételek fliszerezésére hasznaljak. Az
Eruca sativa egyéves novényfaj ellenben a Diplotaxis tenuifolia-val, mely éveld ¢és
szabadfoldon foliatakarassal vagy anélkiil is atteleltethetd, azonban a kartevok és korokozok

elszaporoddsa miatt célszerli évente 0j helyre vetni mindkét fajt.

1.4 Jelentoség

Napjainkban egyre tobb novényfaj keriil be, mint valasztékbovitd a mindennapi
zoldségkereskedelembe, és ezen fajok jelentdsége tovabb fokozddhat, példaul funkcionalis
¢lelmiszerként. A Diplotaxis tenuifolia és az Eruca sativa is ebbe a csoportba tartozik, ezért

nemesitésiik és kutatasuk is nagyobb jelentdséggel birhat.



A keresztesviraguak genomikai kutatasokban betoltott szerepe rendkiviil nagy, hiszen
az Arabidopsis thaliana valt a novénybiologiai kutatasok modell rendszerévé, amit szamos
pozitiv tulajdonsaga mellett a konnyti genetikai transzformalhat6saga tett rendkiviil sikeressé
(Meinke et al., 1998). Az Arabidopsis thaliana esetében sikeresen alkalmazott modszereket
pedig rendkiviil izgalmas lenne olyan keresztesviragu novényfajokon alkalmazni, amelyek

¢lelmiszerként is felhasznalasra kertilnek.



2. Célkitiizés

Kisérletiink célja a Xiuren és munkatarsai (2006) altal kidolgozott Arabidopsis
tahaliana esetében sikeresen alkalmazott, tigynevezett "flroal dip” azaz virdgbemartasos
genetikai transzformacios modszer kiprobalasa sajat magvetésbol szarmazo, illetve egyszer
megszedett,  fiatal Diplotaxis  tenuifolia  és  Eruca  sativa  ndvényeken.

Célunk volt a pTd33 plazmid konstrukciot tartalmaz6 EHA101 Agrobacterium
tumefaciens vektor hasznalata a transzformacios eljaras soran. A kivalasztott két faj esetében
tiveghazi korilmények kozott nevelt novényeket kivantunk felhasznalni a "flroal dip”
transzformaciohoz. A transzformalt viragokbodl fejlodott magok szelekcidjara kanamicin
tartalmu taptalaj alkalmazasat terveztiik. Terveinkben szerepelt még a szelekcios taptalajon
fejlodott novények in vitro koriilmények kozott torténd felszaporitasa és a feltételezett
transzformans novények altal termelt specifikus fehérje jelenlétének kimutatasa hisztokémiai
eljarassal (GUS teszt).

Tovabbi célként thztik ki a fent emlitett két faj esetében a levélkorongokra alapozott
genetikai transzformaciot is, In vitro koriilmények kozott nevelt novények leveleinek
hasznalataval. A tobb vagasi feliiletet tartalmazo levéldarabok Agrobacterium-os kezelését

crer

gén expressziojara alapozva terveztiik elvégezni.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Genetikai transzformacio

A genetikai transzformacié soran a génatvitel kozvetitéi a nukleinsavak, melyek a
recipiens szervezet genomjaba beépiilnek és roluk fehérje termék keletkezik (Dudits and
Heszky, 2003). A transzformacidval atalakitott sejtet transzformansnak nevezziik. A genetikali
transzformacio lehetdséget ad korlatozott hossziisagi DNS-szakasz beépitésére a ndvényi sejt
genomjaba. Abban az esetben, ha egy ilyen sejtb6l névényt regeneralunk, az uj egyed Gsszes
sejtje tartalmazni fogja az 0j DNS szakaszt ¢és igy GM (genetikailag mddositott) novény
allithato el6 (Pedryc et al., 2011).

A géntechnologia tényleges alkalmazhatésagahoz rekombinans DNS molekulakat kell
eldallitani. A rekombindns DNS egy hordozo DNS molekulabol (vektor) és a vizsgélni kivant
DNS-bdl (inszert) allo "hibrid” molekula, amelyet a kisérletekhez sziikséges mennyiségben
molekularis klonozassal allitunk eld. A molekuléris klonozas nem mas, mint egy specifikus
inszertet tartalmazo rekombinans DNS felszaporitasa megfelelé gazdasejtben (E. coli) (Nyitrali,
2013).

A transzformacios folyamat soran cél a kivant nukleinsav bejuttatasa a célsejtekbe,
illetve az, hogy a DNS integralodjon a genomba. A genetikai transzformacio torténhet direkt
(mikroinjektalas, elektroporacid, ultrahangos kezelés stb.) és indirekt (Agrobacterium spp.
vektorok, virdlis vektorok) géntranszferrel. Ezek a virdlis és plazmid vektorok képesek a
sejtekbe bejutva informaciot beépiteni a genomba (pl. Agrobacterium plazmidok) (Velich,
2001).

Az agrobaktériumok talajban €16 baktériumok, melyek képesek a kétszikii novényeket
sebzéseken keresztiil fertézni, mely fertézések eredményeként tumorok, golyvak fejlédnek a
novényen. A virulens Agrobacterium-ok nagyméretii plazmidjai (130-250 kb) felelosek a tumor
vagy hajszalgyokeresedés indukalasaért (Ti és Ri plazmidok). A Ti (tumor indukalo) plazmid
felelés a tumoros szovetek kiilonleges aminosavainak szintéziséért, ezen aminosavakat
Osszefoglald néven opinoknak nevezziik. Az opinok a baktérium szamara felhasznalhatd
vegyiiletek, melyeket a fert6zott ndvényi sejtek termelnek, annak ellenére, hogy a ndvény sejtjei
nem tudjak felhasznalni 6ket. Ennek magyarazata, hogy a Ti plazmid tobbek kozott opin
szintézisért felel0s szakasza beépiil a gazdasejt genomjaba, ezt a szakaszt T-DNS-nek (transzfer
DNS) hivjuk (Velich, 2001).

A T-DNS-en 1év6 gének a tumoros ndvekedésért feleldsek, ezen gének a ndvényi

novekedési hormonok bioszintéziséért felelds fehérjéket kodolnak, mely fehérjetermékek



tultermelése felboritja a normal novényi sejtosztodast és differenciaciot. Az egyik ilyen
tultermeltetett hormon tipusu névényi fehérje az auxin (indol-3-ecetsav, IAA), melynek
bioszintéziséért az iaaH és iaaM gének altal kodolt enzimek, az indol-3-acetamid hidrolaz és a
triptofan-monooxigenaz felelések. A masik hormon a citokinin (zeatin), amelynek
képzddésében az ipt gén altal kodolt AMP-izopentenil transzferaz enzim vesz részt. Az enzim
altal l1étrehozott vegyiiletet (izopentenil-AMP) a ndvény altal kddolt enzimek gyorsan tovabb
alakitjak zeatinna. A T-DNS-t mindkét oldalrél rovid, direkt modon ismétlédé szakaszok fogjak
kozre (left border: LB, right border: RB). Az ezen hatarszekvenciak kozott elhelyezked6 DNS
darab, mely akar 50 kb nagysagut is lehet, hatékony atvitel soran integralddik a gazdandvény
genomjaba. Az T-DNS atvitelét a tumor indukald plazmid virulencia régidja (vir) és a
kromoszomalis gének (chrA ¢és chrB) kontrollaljak. A kromoszoémalis gének termékei
folyamatosan (konstitutivan) expresszalédnak, termékeik a baktérium sejtfalhoz tapadasat
okozzak. A virulencia gének kifejez6dése azonban szigoriian szabalyozott, ezek aktivalodasa
inditja el az atviteli mechanizmust. Ilyen aktivalodas torténik a ndvények sebzési feliiletén

kiszabadul6 fenolvegyiiletek (pl. acetosziringon) hatasara (Dudits and Heszky, 2003).

3.2 A mikroszaporitas

A steril vegetativ mikroszaporitas ivartalan szaporodast jelent, igy az utddok nem a
zigbtabol, hanem testi (szomatikus, vegetativ) sejtbdl alakulnak ki. Ebbdl kovetkezik, hogy az
Uj egyedek genetikailag azonosnak tekinthetdk, elvben sem egymastol, sem a kiindulo
novénytél nem kiilonbéznek (Dudits and Heszky, 2003). A mikroszaporitas alapja, hogy
hasznositjuk a novényben meglévo merisztémaszoveteket (0sztddo, differencialatlan szovetek),
melyekbdl jarulékos szerveket, példaul gyokereket, hajtast, riigyet regeneralunk, ezt a
folyamatot organogenezisnek nevezziik (Pedryc et al., 2011).

Loo volt az elsd, akinek 1945-ben sikertilt folyamatosan fejlddé merisztéma tenyészetet
inditania. Sikerrel nevelt 5 mm-es Asparagus hajtascstucsokat — kezdetleges — szervetlen sokat
€s szacharodzt tartalmazo6 taptalajon. 1946-ban Ball a fehér csillagfiirt (Lupinus albus L.) harom
levélprimordiumot tartalmazd merisztémajat tenyésztette sikerrel. A merisztémak tényleges
tenyésztése azutan valt lehet6vé, miutan a taptalajokban kiegészit6ként kokusztejet, majd
gibberelinsavat kezdtek alkalmazni. Néhany év mulva a kutatasok két iranyban folytatodtak.
Az egyik irany a merisztématenyésztésen alapuld virusmentesités volt. Ennek alapja az a
feltételezés, hogy a ndvények kiillonb6zé részeiben a viruskoncentracio eltéré és a

hajtascsticsok merisztémainak legfiatalabb részei virusmentesek lehetnek abban az eseten is, ha
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a novény fertézott. A masik irdnyzat viragfejlédés és a generativ merisztémak in vitro
indukcidjaval és fenntartasaval foglalkozott (Dudits and Heszky, 2003).

A mikroszaporitas felfedezéséhez 1960-ban Morel kutatdsai vezettek. A francia kutato
egy orchidea faj a Cymbidium virusmentesitése soran protokormok (differencialatlan sejtekbdl
allo eldtelep) kialakulasat figyelte meg. Ezek a képz6dmények a csirdzé orchidea magvakra
jellemzéek. Morel késébb azt is bebizonyitotta, hogy a protokormok feldaraboldsaval a
Cymbidium szaporithat6, a taptalaj modositasaval pedig novény regeneralhato bel6liik (Dudits
and Heszky, 2003).

Morel 1960-as kozleménye utan egyre tobb fajra dolgoztak ki vegetativ
mikroszaporitasi rendszert. A '87-es parizsi biotechnologia kiallitas szakemberei szerint a
vildgon évente majdnem 300 milli6 paldntat allitottak eld ilyen modszerekkel (Dudits and
Heszky, 2003).

1965-ben Magyarorszagon is elkezdddott a nagyiizemi szaporitds ezen méodszerének
alkalmazésa, kdszonhetden Maroti professzornak, ¢ volt ugyanis aki, annak idején Morel
modszereit atvette €s tovabbfejlesztette. A gyakorlatban kiilonb6zé mikroszaporitasi
technikdkat alkalmaznak, példdul a hajtastenyésztés sordn az izoldtumok 4ltaldban az
anyandvény merisztémaibol keriilnek ki, majd az in vitro fejlodott hajtasokon kialakult
honaljriigyekbdl fejlodo hajtasokkal végzik a szaporitast. A klasszikus hajtastenyésztéstol
eltér6 modszer a jarulékos hajtastenyésztés, ennél az eljarasndl a hajtasregeneracidé nem az
eredeti inokulumokbdl (merisztémat tartalmazé explantatum), hanem a beldlik fejlodott
kalluszbdl torténik. Hajtastenyészetekre alapulo technika a jarulékos szervtenyésztés, mivel a
szervek egy része modosult hajtas, tehat in vitro is csak hajtasok felhasznalasaval indukalhato
a fejlédésiik. Az igy szaporitott legismertebb fajok az orchidedk, a burgonya és a fokhagyma.
Végiil, de nem utolsé sorban a véglegesen differencialodott szomatikus (testi) sejtekben
novényi novekedésszabalyozok (PGR, Plant Growth Regulators) segitségével elindithato az
embriogenezis programja ¢&s szomatikus embriok nevelhetok fel, melyek szintén
mikorszaporitasi alapanyagként szolgalhatnak, ezt az eljarast szomatikus embriogenezisnek

nevezziik (Dudits and Heszky, 2003).

3.3. A Brassicaceae csalad tagjainak transzformacios Kisérletei

Transzgénikus novényeket tipikusan komplex modszerekkel éllitanak eld, melyek a
novényi szovetek vagy sejtek gondos eldkészitését igénylik, majd a DNS bejuttatasat
Agrobacterium tumefaciens vagy génpuska hasznalataval. A transzgénikus vonalak szelekcioja

utdn pedig kovetkezhet a ndvény regeneracid (Christou, 1996; Hooykaas and Schilperoort,
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1992; Siemens and Schieder, 1996; Weising et al., 1988). Ezek a transzformacios eljarasok idot
¢és szakképzett munkaer6t igényelnek, valamint viszonylag koltséges laboratoriumi felszerelés
sziikséges a végrehajtasukhoz.

Slater és munkatarsai 2010-ben sikeresen transzformaltak A. tumefaciens-sel Eruca
sativa sziklevél és hipokotil sejteket. Kisérletikkben megallapitottak, hogy a transzformacios
eljarasban felhasznalt hipokotil szegmensek regeneracios képessége szignifikansan nagyobb a
sziklevél darabokénal, tovabba dokumentaltak, hogy a magas auxin (0,1 mg/l) és citokinin (5
mg/l) koncentracid a taptalajban kedvezden hat a hajtas regeneraciora. Eziist nitrat (5 mg/1) és
NAA (naftilecetsav; 0,1 mg/l) hozzaadasaval a hajtasregeneracio mértékét még tovabb tudtak
novelni. Modszeriik altagos transzformacios gyakorisaga 1,1% volt, és sikeres genetikai
modositas esetén a transzgén 64%-ban egy példanyban épiilt be az Eruca sativa genomjaba.
Slaterék megallapitasai teljesen ellentétesek korabbi tanulmanyokéval, melyekben a hipokotil
darabot tartalmazo6 sziklevelek regeneracidos képessége nagyobbnak bizonyult a hipokotil
darabokénal (Batra and Dhingra, 1991; Parkash et al., 1989). Slater és munkatarsai szerint ezek
a kiilonbségek a genotipusos eltérések miatt lehetségesek (Slater et al., 2011).

A transzformacios rendszerek egyik alternativ agat képviselik az ugynevezett in planta
vagy in vivo médszerek (Hansen and Wright, 1999) (floral dip, vakuum infiltracio), melyek a
standard szovettenyésztési rendszereknél egy gazdasdgosabb alternativat probalnak kindlni.
Ezek a modszerek elméletileg kevésbé genotipus fiiggbek, mint az Gsszetettebb
szovettenyésztési modszereken alapuld technikak, ahol pl. a szomatikus variabilitassal is
szamolni kell (Wang et al., 2003). Az in planta modszereknél a transzformaci6é idépontja
altalaban a viragzas idejére esik, vagy ezen iddszak koriil végzik.

Claugh és Bent 1998-ban az Arabidopsis thaliana-nal akkor mar széles korben
alkalmazott vakuum infiltracids technika hatékonysdganak mértékét befolydsold tényezdk
vizsgalatat tlzték ki célul. Kisérletik sordn vizsgéltdk, hogy milyen hatdssal van a
transzformacios gyakorisagra a novény fejlodési stadiuma, az inokulacios kozeg osszetétele, az
alkalmazott feliiletaktiv anyag ¢és a cukor koncentracidja, az alkalmazott technika
(viragbemartas, vakuum infiltracid), a kezelés utdni ndvénytakards alkalmaziasa vagy
elhagyasa, a kezelt novények okotipusa, valamint az alkalmazott baktérium torzs. Claugh és
munkatarsai kisérletiik értékelésekor a legfontosabbnak azt talaltak, hogy a vakuum infiltracio
hasznalata sziikségtelen, mindaddig, amig megfelel6 feliiletaktiv anyagot hasznalnak. A sikeres
transzformaci6 harom f6 kovetelményeként pedig a kovetkezoket hataroztak meg: (1)
megfeleld novényfejlettségi stadium (maximalis szamban jelenlévd, nyilds eldtt allo

viragbimbok), (2) cukor és (3) feliiletaktiv anyag hasznalata (Claugh and Bent, 1998).
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A kinai kel (Brassica rapa ssp. chinensis) egy fontos zoldségnovény Azsidban. In vitro
transzformécioja nem tal egyszeri, mivel hajtisregeneraciés képessége nagyon
genotipusfliggd, tovabba az explantatumok érzékenyek az agrobaktériumos kezelésre (Xu et
al., 2008). 2000-ben Qing kutatocsoportjaval sikeresen transzformalt foszfinotricin rezisztens
Brassica rapa ssp. chinensis var. utilis, cv. ‘49 Caixin’ névényeket vakuum felszivatasos
modszerrel. Kisérletiik hatékonysaga igen alacsony volt, koriilbeliil 20 000 magb6l minddssze
2 transzformanst kaptak (0,01%), ezzel egyttal ravilagitottak a Bechtold és munkatarsai (1993)
altal Arabidopsis thaliana esetében megallapitottakra: a novény fizioldgia allapota, az
infiltracional felhasznalt kozeg, az Agrobacterium koncentracidja és a vakuum kezelési 1d6
mind befolyasolja a kezelés hatékonysagat (Qing et al., 2000).

2003-ban Wang és munkatarsai a Brassica napus L. (repce) két tavaszi vetési fajtajaval
(‘Westar’ és ‘Sabine’) végeztek vakuum infiltraciés modszerrel sikeres genetikai
transzformaciot, melyet bizonyos esetekben virag bemartassal kombinaltak. Kisérletiik soran
kiilonboz6é életkora novényekkel végeztek transzformaciot: felndtt virdgzd nodvények,
hidegkezelés hatdsara viragzo novények, és csiraztatott palantdk. Eredményeik értékelésekor a
kovetkezd koriilmények alkalmazasat talaltak a leghatékonyabbnak: felndtt viragzo névények
vagy hidegkezelés hatasara virdgzd ndovények hasznalata 25-27 higanymilliméter nyomason, 5
percig vagy tovabb tarto kétszeri kezeléssel (egymas utan vagy egy héten beliil). Az igy elérhetd
atlagos transzformacios gyakorisag 0,12% volt (Wang et al., 2003).

2007-ben Xu és munkatarsai a Brassica rapa ssp. chinensis var. utilis, cv. ‘49 Caixin’
fajtajaval hajtottak végre sikeres vakuum felszivatasos transzformaciot. Célkitiizésiik volt, hogy
egy hatékonyabb rendszert dolgozzanak ki. Behatoan tanulmanyoztak a vakuum felszivatas
utan a novényi részekben megjelend Agrobacterium sejtek mennyiségét. A kezelések utan tobb
ismétlésben végeztek ilyen vizsgalatot (2; 6; 9; 14 és 19 nap utan) és megallapitottak, hogy a
viragszovetekben sokkal nagyobb koncentracioban talalhatok meg a baktérium sejtek.
Megfigyelték, hogy a Brassica rapa ssp. chinensis var. utilis, cv. ‘49 Caixin’ bibefejlodése eltér
az A. thaliana-étol, és ez a fejlédési folyamat nem eldnyds az Agrobacterium bibéhez vald
hozzaférése szempontjabol, tehat ez eredményezi az alacsony transzformacios gyakorisagot a
kinai kaposztanal (Xu et al., 2008).

Curtis és Nam 2000-ben transzgenikus Raphanus sativus var. longipinnatus
(jégcsapretek/ kinai retek) novényeket allitottak eld viragbemartasos (floral dip) modszerrel.
Kisérletiikben kulcsfontossagu szerepet jatszott a feliiletaktiv anyagok hasznalata, valamint
azok kiilonboz6 koncentracioban torténd alkalmazasa. Harom féle szert alkalmaztak: Silwet L-

77; Pluronic F-68; Tween 20, mindegyiket a kovetkezé koncentraciokban: 0,01%; 0,05%;
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0,1%, valamint kontrollként feliiletaktiv anyagot nem tartalmaz6 kozeggel is végeztek
viragbemartast. Korabbi kisérletek a Pluronic F-68 valamint a Tween 20 hasznalatanak elonyds
hatasara hivtak fel a figyelmet (Khatun et al., 1993). Curtis-ék eredményeik alapjan ezzel
szemben a 0,05%-os koncentriacidban torténd Silwet L-77 alkalmazasat talaltak a
leghatékonyabbnak, ugyanis az elsd viragzaskor transzformalt ndvények esetében igy 1,4%-0s
transzformécios gyakorisagot tapasztaltak. Modszeriik értékelése soran felhivtak a figyelmet a
bemartas soran alkalmazott kozegben a cukor jelenlétének, a feliiletaktiv anyagok
¢letkort novényeknél megfigyelhetd a transzformacids gyakorisagban megnyilvanuld

kiilonbségekre (Curtis and Nam, 2001).
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4. Anyag és modszer

Kisérletiink soran sajat magvetésbol szarmazo, és egyszer megszedett, fiatal novényeket
hasznaltunk fel. A Diplotaxis tenuifolia vetémagokat a Rédei Vetdmagkereskedelmi Zrt.-t6l,
az Eruca sativa magokat pedig a Faribanks Seeds (Ausztralia) nevii cégt6l vasaroltuk. Az
egyszer megszedett fiatal n6vények mind a Diplotaxis tenuifolia mind az Eruca sativa esetében

Zok Anik6 dunavecsei telephelyérdl szarmaztak.

4.1 Novényanyag inditasa

A viragzo névényallomany el6allitasara el6szor Diplotaxis tanuifolia magokat vetettiink
fold-perlit 50-50%-o0s keverékébe és azokat tiveghazi koriilmények kozé helyeztiik. Ezen kiviil
steril magvetést végeztiink, melynek sordn autoklavban sterilizaltuk a csapvizzel nedvesitett
50-50%-o0s fold-perlit keverékkel megtoltott bébiételes livegeket. A steril magvetést harom
Iépésben végeztiik. Eloszor 25 ml 70%-0s etil alkoholba helyeztiik a magokat rovid idore
(max.30 masodperc), majd kovetkezett egy tiz percig tarto sterilizalas 75 ml 15%-o0s natrium-
hipoklorit oldatban, amihez hozzaadtunk 3 csepp Tween 80-at. Ez egy nem ionos detergens,
mely oldhatova teszi a membranfehérjéket. Tiz perc letelte utan 75 ml steril desztillalt vizbe
keriiltek 4t a magok, amiben ismét tiz percig alltak. Ahhoz, hogy a sterilizal6 szerek
maradéktalanul eltiinjenek, ezt a [épést még kétszer megismételtiik. A magokat elektronikus
pipettor és steril milanyag hegy segitségével vittiik at egyik sterilizalo kozegbdl a kovetkezbbe.
A Dbébiételes iivegekbe elvetett magokat harom réteg 1¢élegzd foliaval fedtiik le. A teljes
sterilizacios és vetési folyamatot laminaris boxban végeztiik a fertdzések elkeriilése végett.

Amikor a magvetésbdl szarmazd novények bendtték a rendelkezésiikre all6 teret, a 1€legzd folia

fokozatos eltavolitasaval akklimatizaltuk azokat (4. abra).

4. abra: Diplotaxis tenuifolia novények a lélegzé folia eltavolitasa soran
(Foto: Rikk Péter)
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A folyamat soran azonban gombasodas Iépett fel (sziirkepenész), amit a thiram
hatéanyag tartalmu, kontakt hatasu Tiuram granuflow (Taminco BVBA, Belgium) gombadlé
szerrel probaltunk kikiiszobolni. A Tiuram granuflow-t 5 g/l-es koncentracioban alkalmaztuk 3
ismétlésben, melyek kozott 7 napot vartunk.

A magvetéssel eléallitott novények felnevelésére iranyuld sikertelen probalkozasok
utan egyszer megszedett fiatal novények felnevelése mellett dontottiink, mind a Diplotaxis
tenuifolia, mind az Eruca sativa esetében. Mindkét faj egyedeit szabalyozott abiotikus
koriilmények kozé (24°C 1éghdmérséklet és 16 6ra megvildgitas) fitotronba helyeztiik a minél
egységesebb novényallomany biztositasa és a betegségek elkeriilése érdekében. A fitotronban
fejlodé novényeket 4 naponta ontoztiik és a Kifejlett leveleiket folyamatosan eltavolitottuk.
Diplotaxis tenuifolia esetében 3 hét elteltével, Eruca sativa-nal 4 hét utan megkezd6dott a

virdgok fejlédése.

4.2 Transzformaciés modszerek
4.2.1 Viragbemartasos transzformacio (floral dip)

Az els6é transzformacios eljarashoz az Arabidopsis thliana-nal mar sikeresen
alkalmazott protokollt vettiikk alapul melyet Xiuren és munkatarsai irtak le és publikaltak a
nature.com oldalon 2006-ban.

Kisérletink soran az EHA101(pTd33) Agrobacterium vektort hasznaltuk fel. Az
EHA101(pTd33) vektor konstrukcioban a T-DNS (5. abra) megfelel6 szakasza a QusA

LB Tnos nptll P35S Tnos uidA P35S RB
pTd33 — «_««_ﬂ—
Jelmagyarazat: wssl-Promoter szakasz — wss- K6dolo régio

LB, RB = hatar szakasz - Terminéacios régiod

5. abra: A pTd33 plazmid felépitése [nos= nopalin-szintaz gén, 35S= karfiol
mozaikvirus promoter, nptll= neomycin-foszfo-transzferaz gén, uidA= -
gliikkuronidaz gén] (Bravo-Angel et al., 1999)

16



riportergén mellett kanamicin rezisztenciat biztosit a ndvény szamara. A gusA gén valamint az
nptll (neomycin-foszfo-transzferaz) szelekcidos markergén miikodését a CaMV (cauliflower
mosaic virus) 35S prométer iranyitja (Szegedi et al., 2001).

A baktériumot antibiotikumot tartalmaz6 (50 mg/l kanamicin) szilard AB (Lichtenstein
and Draper, 1986) minimal taptalajra kentiik ki és 28 C°-on 2 napra sotétre helyeztiik. Az AB

minimal taptalaj Osszetevdit az 2. tablazat tartalmazza.

2. Tablazat: Az AB minimal taptalaj 6sszetevoi

Komponensek Koncentracio
(mag/l)
K2HPO4 3000
NaH2PO4 1000
MgSO4 x 7H20 300
KCL 150
Fe-EDTA 70
Vitaminok
Glicin 2
Myo-Inozitol 100
Nikotinsav 0,5
Piridoxin HCL 0,5
Tiamin HCL 0,1

A virdgbemartas elott a szilard taltalajon felszaporitott baktériumokbdl 1 oltokacsnyit
50 ml folyékony AB taptaptalajba helyeztiink, mely szintén 50 mg/l kanamicint tartalmazott.
Ezt a folyadékkulturat 2 napig 28°C-on razattuk, majd a transzformacio eldtt 1 nappal 50 ml
folyékony AB taptalajhoz 1 ml-t adtunk pipetta segitségével a 2 napig razatott
folyadékkultirabol és 1 napig razattuk szintén 28°C homérsékleten. 24 ora elteltével az 50 ml
folyékony taptalajt 4000g-n 10 percig centrifugaltuk, és az igy kapott baktériumtomeget 50 ml
steril 5%-os cukoroldatban ujraszuszpendaltuk, majd Silwet L-77 tapadasfokozot adtunk hozza

100 pl/l koncentracioban.
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A nyilas el6tt allo és az éppen csak kinyilt virdgokat 10 masodpercre martottuk az
oldatba (6. abra), majd 3-5 perc szaradasi id6 elteltével mlianyag foliaval fedtiik le a nGvényeket

¢és gyenge megvilagitasu helyre tettiik 6ket egy napra (7. abra).

6. abra: Eruca sativa virag kozvetleniil az Agrobacterium szuszpenzioba
martas utan (Foto: Rikk Péter)

7. abra: Diplotaxis tenuifolia novények féliatakarasa
(Foto: Rikk Péter)
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Egy nap elteltével a foliat eltavolitottuk és a novények visszakertiltek a fitotronba. A
folyamatosan virdgzé novényeken 3 alkalommal végeztiink virdgbemartdsos (floral dip)
transzformaciot mindkét faj esetében és a bemartott viragokat egyéni jeloléssel lattuk el (8.

abra). A viragbemartasos transzformaci6 folyamata a 9. dbran lathato.

8. abra: Egyéni jelolések az Agrobacterium szuszpenziéba martott viragokon
(Foto: Rikk Péter)

9. abra: A viragbemartasos transzformacioé folyamata
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A novényeken fejlodott terméseket leszedtiik, majd a 4.1 fejezetben leirtak szerint
sterilizaltuk a magokat és laminaris boxban elvetettiik azokat alacsony sotartalmu NN (Nitsch
¢és Nitsch, 1969) taptalajt tartalmazé petricsészékbe. Az NN taptalaj hasznalatat az indokolja,
hogy Szepesi Kinga (2013) a Genetika és Novénynemesités Tanszéken végzett kisérleteiben
ezt a taptalajt talalta alkalmasnak mindkét faj esetében a taptalajon nevelt ndvények esetében

jelentkezd klorotikus tiinetek elkertilésére. A NN taptalaj 0sszetevdit a 3. tdblazat tartalmazza.

3. Tablazat: NN taptalaj osszetevoi

Mikroelemek (mg/l) Makroelemek (mg/l) Vitaminok (mg/l)
CUSO45H,0 0,025 CaCl, 166 Biotin 0,05
FeNaEDTA 36,7 KH2PO4 68 Folsav 0,5

H3BOs 10 KNO3 950 Glicin 2
MnSO4H20 11,94 MgSO4 90,27 Mio-inozitol 100

NazM0042H20 0,25 NHsNO3 720 Nikotinsav 5
ZnS0O47H0 10 Piridoxin HCL 0,5
Tiamin HCL 0,5

Nem transzformalt kontroll magokkal is végeztiink steril magvetést szintén NN
taptalajra. Az ezekbdl fejlodott csirandvényeket vetés utan tiz nappal laminaris fiilke alatt NN
taptalajjal toltott bébiételes livegekbe helyeztiik at, amelyeket a sterilitas megdrzése érdekében
harom réteg 1€legzo foliaval zartunk le. A kifejlett novényeket mikroszaporitottuk a felsé 2 cm

hosszusagu, levelet is tartalmazo hajtascsucsi részek friss taptalajra helyezésével.

4.2.2 Levélkorong transzformacio

A transzformécio soran szintén az EHA101(pTd33) vektorkonstrukciot tartalmazo
Agrobacterium-ot hasznaltuk. Ennél a modszernél steril magvetésbdl szarmazo in vitro
koriilmények kozott felnevelt és mikroszaporitott ndvények leveleit hasznaltuk fel. A
transzformacidhoz mind a Diplotaxis tenuifolia mind az Eruca sativa esetében kb. 0,5
centiméter nagysagu levéldarabokat hasznaltunk fel, melyeken 4 vagasi feliitet ejtettiink. Az 50
mg/l kanamicin-t tartalmazo szilard AB taptalajon felszaporitott Agrobacterium-bol 1
oltokacsnyit 1,5 ml desztillalt vizben elszuszpendaltunk és ezt a szuszpenziot pipettaztuk a

fonaki oldalukkal lefelé NN taptalajra helyezett levéldarabokra, majd fényszobaba helyeztiik
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azokat. 24 ora kokultivacié utan az Agrobacterium-ot antibiotikumokat (20 mg/l kanamycin,
300 mg/l claforan, 300 mg/l carbenicillin) tartalmazé steril desztillalt vizzel lemostuk a
levéldarabokrol ¢és a transzformacio sikerességét GUS teszttel ellendriztiik. Ezzel a
transzforméacid sordn a névény genomjaba beépiilt €s ott expresszaldodott gusA gén mitkodését
mutatjuk ki hisztokémiai reakcio segitségével. A B-gliikkuroniddz enzim (GUS) aktivitas
hisztokémiai eljarassal torténé nyomonkovetésére az in vitro novényanyagbol szarmazod
levélkorongokat X-gluc (5-krom,4-brom,3-indol B-D gliikkuronsav) szubsztratumot tartalmazo
foszfat-pufferben (X-GLUC:25ul/ml; K-ferricianid: 5 mM; K-ferrocianid: 5 mM; Na-foszfat
puffer: 100 mM; Triton: 0,005%; Na-EDTA: 50 mM) (pH 7,0), egy éjszakan at 37 °C-on
inkubaltuk (Jefferson 1987, Jefferson et al. 1987).

4.3 A transzformalt viragokbol fejlodé magok szelekcioja

A transzformalt viragokbol fejlodé magok szelekcigjat az EHAL01(pTd33)
vektorkonstrukcioban megtalalhatd kanamicin rezisztenciat biztositd génre épitettiik. El6szor

egy kisebb Diplotaxis tenuifolia magmennyiséggel (20 darab mag) probavetést hajtottunk végre

crer

crer

A nem-transzformalt kontroll névényekre alapozva Diplotaxis tenuifolia esetében 40-
500 mg/l tartomanyban egy koncentraciosort vizsgaltunk a szelekcid optimalis szintjének
kivalasztasahoz (40; 60; 80; 100; 120; 140; 160; 180; 200; 300; 400; 500 mg/l kanamicin).

Az Eruca sativa-nal 20-160 mg/l koncentracidig terjedd kisérletet végeztiink a
kovetkezd felbontasban 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140; 160 mg/l. A kisérlet soran mindkét faj
magjait a 4.1 fejezetben ismertetett protokoll szerint sterilizaltuk, majd steril koriilmények
kozott elvetettiik azokat a kiilonb6z6é kanamycin koncentracioja NN  taptalajokra.

Miutan mindkét fajnal kivalasztottuk azt a kanamycin koncentraciot a transzformalt
viragokbol fejlédott magok szelekcidjara ahol a nem-transzformalt kontroll ndvények magjai
még kicsiraznak, de két szikleveles allapot utan kifehérednek és elhalnak, a 4.1 fejezetben
bemutatottak szerint steril koriilmények kozott antibiotikumos taptalajt  tartalmazo
petricsészékbe elvetettiik a begylijtott magokat és inkubatorba sotétre helyeztiik oket. A
csirazéas utan 3 nappal athelyeztiik a csirandvényeket az el6z0 kisérletben megallapitott, adott

crer

3 réteg 1élegzo foliaval takartunk le és fényszobaban neveltiink tovabb.
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5. Eredmények és megvitatasuk
5.1 Novényanyag inditasa

A fold-perlit 50-50%-os keverékébe vetett majd tiveghazi koriilmények kozé helyezett
novények esetében a magok csirdzdsa utdn a palantaddlés tiineteit tapasztaltuk, a korokozod
gombak sugariranyu terjedésének megfelelden eldszor foltokban, majd néhany nap elteltével a
teljes allomanyban a palantédk talajjal érintkezé gyokérnyaki része megbarnulva elvékonyodott
¢s a ndvények elszaradas nélkiil kidoltek.

A Dbébiételes tlivegekbe vetett novényeknél az akklimatizalas soran megjelent
sziirkepenészt a Thiuram granuflow héaromszori alkalmazasa ellenére sem sikeriilt
kikiiszobolniink, ezért a tovabbiakban egyszer megszedett fiatal novényekkel dolgoztunk
mindkét faj esetében. Ezek az egyedek a fitotronban 1évd szabalyozott koriilmények hatasara

egészséges, ¢lénkzold szinli kompakt novényekké fejlodtek (10. abra).

10. abra: Egészséges, é1énkzold szinii, kompakt névények
(Foto: Rikk Péter)
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5.2 Transzformacios modszerek

5.2.1 Viragbemartasos transzformacio (floral dip)

A fitotronba helyezett novényeken Diplotaxis tenuifolia esetében 3 hét elteltével
koriilbeliil 21%-ban, mig az Eruca sativa esetében 4 héttel a virdgbemartas utan 14%-ban
fejlodott termés a bemartott viragokbol. A teljesen kifejlett, de még fel nem nyilt terméseket
begyljtottik és szobahdmérsékleten kiszaritottunk (11. abra).

11. abra: Erett, teljesen kifejlett, de még fel nem nyilt Eruca sativa termések
(Foto: Rikk Péter)

5.2.2 Levélkorongos transzformacio

Az enzimaktivitas kovetkeztében megjelend kék szinreakciot sztereomikroszkop alatt,
vizualisan értékeltiik és fényképeztiik. Mint ahogy az a 12. abran is latszik, a vagasi feliiletek
mellett vizualisan is érzékelhetd kék szinreakcid megjelenése alapjan feltételezziik, hogy a gén
beépiilt a genomba és ott expresszalodott. Mivel EHAL101 Agrobacterium torzs sikeresen

transzformalta mindkét faj sejtjeit, igy az tovabbi kisérletekben felhasznalhato.
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12. abra: A GUS teszt soran kapott kék szinreakcio Eruca sativa (A) és
Diplotaxis tenuifolia (B) levéldarabokon
(Foto: Olih Robert)
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5.3 A transzformalt viragokbdl fejlodé magok szelekcidja

¢s tovabbfejlodtek. A beallitott kontrollkisérletiink eredményeként megéllapitottuk, hogy a
Diplotaxis tenuifolia esetén a 160 mg/l az a koncentracié melyen a nem transzformalt kontroll
ndvények magjai még kicsiraznak, de a két szikleveles éallapot utan kifehérednek és elhalnak.
Eruca sativa-nal ez a kritikus koncentracio a 60 mg/l volt (13. abra).

13. abra: Két szikleveles allapot utan kifehéredett és elpusztult Diplotaxis
tenuifolia (A) és Eruca sativa (B) novények (Foto: Rikk Péter)
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A tovabbiakban kisérletiink eredményeit felhasznalva a transzformalt virdgokrol
szarmazd magok szelekcidjara ezen koncentraciokat alkalmaztuk. A 20 mg/l kanamicin
levelet is tartalmazd hajtascstcsi részeket laminaris flilke alatt athelyeztiik az elébbiekben
megallapitott magasabb koncentraciora, ahol koriilbeliil két hét utdn 70%-0s pusztulast
tapasztaltunk. Az életben maradt novényeket GUS tesztnek vetettik ald, a vizsgalt
levéldarabokon azonban nem tapasztaltunk kék szinreakciot.

A transzformalt novényekrdl szarmazd magokat mindkét faj esetében két részletben
vetettiik el a szelekcids taptalajra, az dllomany esetlegesen felmeriil6 teljes befert6zodésébol
kovetkez6 sikertelen kisérlet elkeriilése végett. Minden vetés esetében a magok 100%-ban
kicsiraztak, azonban csiranévények a szelekcios taptalajt tartalmazo bébiételes {ivegbe vald

athelyezésiik utan néhany nappal elpusztultak mindkét faj esetében.
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6. Kovetkeztetések

Szelekcios kisérleteink soran megallapitottuk, hogy mind a Diplotaxis tenuifolia mind
az Eruca sativa rendelkezik bizonyos foka kanamicin toleranciaval.

Az a tény, hogy azok a Diplotaxis tenuifolia hajtasdarabok, melyek az alacsonyabb 20
mg/l kanamicin koncentracioju taptalajrol lettek a 160 mg/l antibiotikum koncentracidju
szelekcids taptalajra athelyezve ¢€s életben maradasuk ellenére a GUS test soran negativ
eredményt mutattak, valdszinlileg annak tudhatdé be, hogy csirazaskor magasabb a faj
antibiotikum érzékenysége, mint kifejlett novény allapotaban.

Xiuren és munkatarsai (2006) leirtak, hogy a virdgbemartasos transzformacio
sikerességének gyakorisaga 1%-koriili Arabidopsis thaliana esetében. Kisérleteink alapjan arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy Diplotaxis tenuifolia és Eruca sativa esetében valosziniileg
még ekkora hatékonysagrol sem beszélhetiink; bar megfeleld nagysagu novényallomany és
elegendd mennyiségli transzformalt virag hidnydban elhamarkodott barmilyen kovetkeztetés
levonasa a sikeres transzformaciok gyakorisagaval kapcsolatban. Messzemendbb konkluziok
levonasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek, melyekben, mint ahogy az a Brassicaceae csalad
mas képviseldinél latszik, kitiintetett figyelmet kell forditani tobb, a transzformdacios
gyakorisagot befolyasolo tényezére. Ezek a tényezok: (1) a névény fenologiai allapota; (2) a
feliiletaktiv anyagok kivalasztasa (3) valamint ezek koncentracioja; (4) hozzaadott cukor vagy
frukt6z hasznalata (5) tovabba ezek koncentracidja a bemartasos kozegben; (6) a viragbimbok
inokulaciés kozegbe torténé bemartasanak ideje; (7) véglil pedig a floral dip utani
ndvénytakaras alkalmazasa.

Tovabbiakban a transzformacios kisérleteket magasabb ndvényszammal szeretnénk
megismételni és a szelekcid soran életben maradt feltételezett transzforméans ndvényeket a GUS
teszten kiviil PCR (Polymerase Chain Reaction) vizsgalatoknak kivanjuk alavetni. A PCR
analizis soran célunk a bevitt gének jelenlétének kimutatasa.

Szepesi Kinga (2013) a Diplotaxis tenuifolia novények vizsgalata soran két vagasi
feliilettel rendelkezé levéldarabok hormonmentes taptalajra helyezésekor organogenezist
tapasztalt, majd ezekbdl teljes novényeket regeneralt. A mi kisérleteink pedig azt mutattak,
hogy a levélkorongok transzformacidja soran az EHA101 Agrobacterium torzs sikeresen
transzformalta mindkét faj sejtjeit. Ezekbdl a megallapitasokbol a kdvetkezo kovetkeztetéseket
vontuk le: (1) Els6 1épésként érdemes megvizsgalni, hogy az Eruca sativa novényeknél is

tapasztalhat6-e organogenezis levédarabokon. (2) A viragbemartasos transzformacié mellett a
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levéldarabok transzformalasaval majd ezek regeneraldsaval is érdemes megprobalni

transzgenikus novények eldallitasat mindkét faj esetében.
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7. Osszefoglalas

crer

tlztik ki célul a Xiuren és munkatarsai (2006) altal Arabidopsis thaliana-nal sikeresen
alkalmazott floral dip (viragbemartasos) modszerrel, hogy megvizsgaljuk a tapasztalt (1%
koriili) hatékonysag mellett alkalmazhato-e a modszer a fent emlitett két novényfaj esetében.
Tovabba célként tliztiik ki mindkét faj levélkorongokra alapozott transzformaciojat is.

A transzformacids kisérletekhez sziikséges ndvényanyag eldallitdisahoz mindkét faj
esetében magokat vetettiink. A magokat elsOként liveghazban viragfold és perlit keverékébe
vetettlik, azonban a csirdzas utan nem sokkal 100%-os palantaddlést tapasztaltunk, igy a fold-
perlit keverék sterilizalasaval és steril magvetéssel probalkoztunk, ami eleinte igéretesnek tiint,
de az akklimatizaci6 soran a fold-perlit keverék gombasodasaval szembesiiltiink.
Probalkoztunk gombadld szer hasznalataval, ami sikertelennek bizonyult, igy a tovdbbiakban
elénevelt novények virdgoztatasaval folytattuk a kisérletet. A ndvények virdgoztatdsa
fitotronban tortént. Mindkét fajnal haromszor végeztiink viragbemartasos agrobaktériumos
kezelést az Arabidopsis-nal leirtak szerint. Diplotaxis tenuifolia esetében a bemartott viragok
kortilbeliil 21%-nal, Eruca sativa-nal pedig 14%-nal tapasztaltunk termésfejlédést. Els6ként a
Diplotaxis-rol begyiijtott magok egy részét vetettiik el 20 mg/l kanamicin koncentracioji NN
taptalajra. Ennél a koncentracional nem tapasztaltunk szelekcios hatast. Az irodalmi
tapasztalatok alapjan 20-500 mg/l Koncentracioig vizsgaltuk a kanamicin hatasat, hogy
megallapithassuk melyik optimalis a nem-transzformalt ndvények szelekcigjara. A kisérletben
a 160 mg/l kanamicint tartalmazo taptalaj bizonyult optimalisnak. Ezek utan a Diplotaxis
magoknal a tovabbiakban ezt a koncentraciot alkalmaztuk és a korabban 20 mg/l kanamycin
szelekcid soran a novények nagy részénél klorotikus tiinetek jelentkeztek, és a ndvények
elpusztultak. A szelekcié sordn életben maradt ndvények leveleit GUS teszttel vizsgaltuk. A
kisérletben a GUS teszt soran vizsgalt n6vényi mintak GUS aktivitast vizualisan nem mutattak.

E. sativa esetében a magvetést a megfelelé kanamicin koncentracié meghatarozasaval
kezdtiik. A kisérletben a 60 mg/l koncentracio bizonyult optimalisnak a szelekciohoz. Az Eruca
magok esetében azonban 100%-o0s névénypusztulast tapasztaltunk.

A tovéabbiakban a GUS teszt mellett tervezziik még a névények DNS amplifikécion

alapul6 PCR vizsgalatat is a transzformacio sikerességének bizonyitasa érdekében.
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Levélkorong transzformacios kisérletink soran mindkét faj esetében in vitro
koriilmények kozott nevelt novények leveleit hasznaltuk. A ndvényekrdl koriilbeliil 0,5 cm
nagysagu levéldarabokat valasztottunk le melyeken 4 vagasi feliiletet ejtettiink, ezeket fonaki
oldalukkal lefelé NN taptalajt tartalmazo petricsészékbe helyeztiik és az EHA101(pTd33)
Agrobacterium tumefaciens torzset tartalmazo szuszpenzidval kezeltiik. 24 o6ra kokultivaciot
kovetden a levéldarabokat antibiotikumokat tartalmazo (20 mg/l kanamycin, 300 mg/| claforan,
300 mg/I carbenicillin) steril desztillalt vizzel lemostuk és GUS tesztnek vetettiik ala. A GUS
teszt vizualis értékelése soran megallapitottuk, hogy az EHA101(pTd33) Agrobacterium

tumefaciens torzs sikeresen transzformalta mindkét faj sejtjeit.
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