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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

Az Agrobacterium tumefaciens (Gjabb neve: Rhizobium radiobacter) egy Gram negativ,
altalanosan el6forduld talajlakd baktérium. Pélcika alakt, peritrich csilldival —aktiv
helyvaltoztatasra képes. Novénypatogén, ndvényi tumorosodast okoz, és elsésorban kétszikiieket
fert6z. Sériiléseknél, sebzéseknél tud fertdzni, kemotaxissal érzékeli a ndvényi sejtekbdl sériiléskor
felszabaduld fenolos vegyiileteket, ilyen pl. az acetosziringon. Az acetosziringon jelenléte
virulenciagéneket aktival a baktériumban, amik a Ti (tumorindukald) plazmidon talalhatok.
Szintén a Ti plazmid része a T-DNS (transzfer DNS), ezt a DNS szakaszt a baktérium egy piluson
keresztiil juttatja be a novényi sejtbe, ami aztan beépiil a névénysejt genomjaba. A T-DNS novényi
hormonok (indol-ecetsav, citokinin) és opinok szintéziséért felelds géneket tartalmaz, a baktérium
ennek segitségével a sajat maga szamdra hasznos tapanyagokat termeltet meg a gazdandvénnyel.
A T-DNS random helyre integralodik a novényi genomba, oda épiil be, ahol DNS torést talal. Mivel
a T-DNS hatarszekvenciai kozotti nukleinsav szakasz annak megvaltoztatasa, kicserélése esetén is
atjut a novénybe, ezt a természetes fertdzési mechanizmust az elmult évtizedekben széleskoriien

felhasznaltak a ndvények genetikai modositasa céljabol (1. abra) (Heszky, 2017).
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1. abra: Az Agrobaktérium (Agrobacterium tumefaciens) géntranszfer
folyamatanak fobb Iépései és meghatarozé komponensei. 1. Novénybdl szdrmazo
jelek érzékelése. 2. A baktérium sejt kapcsolodasa a sériilt novényi sejthez. 3. T-
DNS (transzfer DNS) és Vir (virulencia) fehérjék transzportja. 4. A T -DNS
nuklearis importja. 5. T-DNS integracio €s expresszio. (Hwang ¢s mtsai, 2017)
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Az Agrobaktérium ezen génbejuttatasi mechanizmusa nagyon jol felhasznéalhato a
CRISPR/Cas9 konstrukcid sejtbe juttatasahoz is. Az Agrobaktérium fertézés géntechnologiai
alkalmazasanak szamos elénye van, de legfobb hatranya, hogy a gén beépiilésének helye nem
tervezhetd. Ennek kikiiszobolésére ma mar tobbféle genomszerkesztési technika is rendelkezésre
all preciz genetikai modositas 1étrehozasahoz, ugymint a modositott cink ujj nukleazok (Zinc
Finger Nucleases, ZFNs), TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nucleases), TILLING
(Targeting Induced Local Lesions in Genomes), illetve CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein-9) alkalmazasa. A CRISPR
technoldgia a preciz genomszerkesztést lehetévé tévéd moddszerek koziil sok szempontbol
kiemelkedik, mivel gyorsabb és egyszeribb, mint a tobbi hozza hasonld eredményt elérd
génmodositasi technika. Novények genetikai modositasara is széles korben hasznaljak 2013 o6ta
(Shahrour & Sadder, 2020).

A CRISPR-t el6szor 1987-ben Escherichia coli-ban irtak le (Ishino és mtsai, 1987). A
CRISPR elnevezést elészor 2002-ben Jansen és munkatarsai hasznaltdk. RNS altal iranyitott
endonukledz aktivitassal rendelkezik, a baktérium immunitas része (Bolotin és mtsai, 2003). A
bakteriofagok elleni védelmi rendszerben van szerepe, a fag genomban talalhatokhoz hasonld
szekvencia spacer elemeket tartalmaz. Kés6bb felfedezték, hogy a baktérium és Archea fajok kozel
feleben megtalalhat6. Genomszerkesztésre eloszor 2012-ben Jinek és munkatdrsai hasznaltak
(Jinek és mtsai, 2012).

A CRISPR rendszer két {6 része az un. single guide RNS (sgRNS) és a Cas9 endonukledz.
A sgRNS kb. 20 nukleotid hosszusagt része (spacerRNS) ismeri fel a cél (target) DNS szekvenciat,
a masik része az un. tracrRNS (trans-activating CRISPR RNS), ami segiti a szekvencia felismerést
¢s a Cas9 miikodését. A Cas9 endonukleaz kettésszala DNS hasitast képes 1étrehozni. Mivel a két
molekula egy komplexet alkot, igy az endonukledz kozvetleniil a sgRNS altal felismert DNS
szekvencia mellett fog hasitani. A kettds szalG DNS torés beinditja a sejt DNS javitd
mechanizmusait. A keletkezett torést NHEJ (Non-Homologous End Joining), vagy homolog
rekombinacidval (HR) probalja a sejt kijavitani. Mutacid agy tud 1étrejonni, hogy mikdézben a
szabad DNS végek 0sszekapcsolodnak, nagy valosziniséggel fog delécié vagy inszercid
bekovetkezni, amely esetben funkcidvesztéses mutacio johet 1étre. A CRISPR/Cas9 komplex
barmilyen DNS szakaszhoz hozza tud kdtni, ami tartalmaz egy un. PAM (protospacer adjacent
motif) szekvenciat. A PAM 3 nukleotidbol 4ll6 DNS szakasz, amit a CRISPR/Cas9 komplex



felismer, és DNS-t nagy valdszintiséggel a PAM szekvencia mellett fogja elhasitani. (Biswas és
mtsai, 2021).

A genomszerkesztést mezdgazdasdgi ndvények esetében gyakran hasznaljak
stressztolerancia fokozasara, hogy célzottan tudjanak a kornyezet valtozasainak jobban ellenalld
fajtakat Iétrehozni. Mar tobb ndvényfajban is sikeresen alkalmaztdk az Agrobaktérium kozvetitette
transzformaciot a CRISPR/Cas9 technologiaval egyiitt mutaciok létrehozasara, tudoményos
modellndvényeknél és mezdgazdasagban fontos novényeknél egyarant, tobbek kozott ladfi
(Arabidopsis thaliana), rizs (Oryza sativa), burgonya (Solanum tuberosum), dohany (Nicotiana
tabacum) és paradicsom (Solanum lycopersicum) (Biswas és mtsai, 2021).

A paradicsom (Solanum lycopersicum) nem csak mez6gazdasagilag, hanem tudomanyos
szempontbodl is jelentds novény. Elonyds modellnovény, mivel rovid életciklust (60-85 nap),
konnyen nevelhetd kiilonb6z6 korilmények kozott, teljes novény is regeneralhatd
szovettenyészetbol, viszonylag kis genommal (950 Mb) rendelkezik és genomszekvenciaja ismert,
tovabba nagy szdmu mutans all rendelkezésre, és paradicsomra optimalizalt transzformacios
technikak is elérhetok (Reem & Eck, 2019).

A glutation transzferazok (GST-k) novényekben az antioxidans rendszer egyik f6
enzimcsaladjat alkotjak. S-transzferaz aktivitasuk révén foként glutation konjugatumok képzését
katalizaljak, ami a sejthen legtobbszor detoxifikacios célt szolgal. Elsdsorban a citoplazmaban
lokalizaltak, ahol a sejt szdmara toxikus anyagokat glutationhoz tudjak kotni, ezt kdvetden a
konjugatumok a vakudlumba vagy az apoplasztba transzportalédnak. A GST-k szamos mas
aktivitassal is rendelkeznek a konjugatum képzés mellett, tobbek kozott szignal transzdukeio,
1izomeraz aktivitas, peroxidaz aktivitas, védelem 6zon ellen, valamint dehidroaszkorbat redukcio
is, csoportoktol fiiggden. Fontos szerepet toltenek be szamos é€lettani, fejlodésbiologiai és
stresszmodulacios utvonalakban, részt vesznek biotikus és abiotikus stresszvalaszban, valamint
fitohormonok glutationnal valé konjugéalasdval szabalyozzdk a glutation és a hormonok
homeosztazisat (Islam €és mtsai, 2017).

A novényekben talalhato GST izoformak koziil a legtobb ndvényspecifikus. Sejten beliil
els6sorban a citoplazmaban, de a mitokondriumban €s mikroszémaban is megtalalatok. Egy sejt
Osszes oldhato fehérjéinek koriilbeliil 2%-at Kitehetik a GST-k. Paradicsomban eddigi 90 GST-t
irtak le. A GST-k tobb enzimosztidlyba sorolhatok, koziilik a legtobb taggal rendelkezd
enzimosztaly a tau (U). A paradicsomban talalhatd6 SIGSTU24 egyike azoknak a tau osztalyba



tartoz6 GST-knek, amelyek fokozottan fejezédnek ki a paradicsom névény gyokerében (Islam és
mtsai, 2017). Ezen kiviil, az SIGSTU24 gén a novények redox homeosztazisaban és kornyezeti
stresszekkel szembeni védekezésében is fontos szerepet tolt be (Csiszar €s mtsai, 2014; Islam ¢és
mtsai, 2017; Ding és mtsai, 2022). Mindamellett, hogy altalanosan mar ismerjiikk az adott GST
osztalyok altalanos aktivitasait €s szerepiiket a redox homeosztazisban, az egyes izoformak
tényleges funkciojanak feltérképezése fontos eredményeket hozhat a GST enzimek miikddésének
tekintetében. Ezt segitheti az adott génben mutans novények eldallitasa és fizioldgiai, molekularis

vizsgalata (Horvath és mtsai, 2019).



2. Celkitlizes

Célunk a CRISPR/Cas9 rendszer bejuttatisa paradicsomba Agrobacterium tumefaciens-
kozvetitette a transzformacioval, illetve a SIGSTU24 glutation transzferaz génben potencialisan
mutans transzformans paradicsom névények 1étrehozasa. A paradicsom fontos gazdasagi névény,
emellett azon novények egyike, amelyben szamos alkalommal sikeresen alkalmaztadk a
CRISPR/Cas9 technikat (Shahrour & Sadder, 2020). A Moneymaker paradicsomfajta szamos
kisérlet alanya volt az SZTE Novénybiologiai Tanszéken, a Novényi Molekularis Biologiai
Csoport kutatasaiban is. Ezen kiviil, a munkank célja a célgénben mutans novények regeneralésa,

a mutacié eredményeképp megfigyelhetd valtozdsok dokumentalasa.



3. Anyagok ¢és modszerek

3.1 Felhasznalt tapkozegek

Kisérleteink soran in vitro nevelt Solanum lycopersicum L cv. Moneymaker paradicsom névényeket
hasznaltunk fel. A paradicsom novények neveléséhez hasznalt taptalajok alapja az MS taptalaj
(Murashige-Skoog, 1962) eredeti makro-, mikroelem ¢és vitamin-koncentracioval (1. tablazat). A
transzformalas, illetve a szelekcio és a regeneracio soran hasznalt tapoldatokat, taptalajokat a 1.,
4.-7. tablazatok, a baktérium kultarak neveléséhez hasznalt taptalaj és tapoldat dsszetételét az 2. és

3. tablazat tartalmazza.

MS-0 taptalaj
MS so 4,4 g/L
Szachar6z 15g/L
Agar 7g/L
pH 5,6

1. tablazat: MS-0 taptalaj Osszetétele

LB taptalaj
Tripton 10 g/l
Elesztékivonat | 1 g/l
NaCl 10 g/l
Agar 15 g/l
pH 7,0

2. tablazat: LB taptalaj Osszetétele

LB tapoldat
Tripton 10 g/l
Elesztékivonat | 1 g/l
NaCl 10 g/l
pH 7,0

3. tablazat: LB tapoldat dsszetétele




Inoculum solution

MS s 4,4 gl
Szacharoz 30 g/l
Zeatin-ribozid 1 mg/l
Naftilecetsav 0,1 mg/l
Acetosziringon 100 uM
Aminoetoxivinilglicin 0,001 mg/I
pH 5,7

4. tablazat: Inoculum solution osszetétele

Co-culture taptalaj

MS sé 4,4 g/l
Szacharo6z 30 g/l
Agar 8 g/l
Benziladenin 1 mg/l
Naftilecetsav 0,1 mg/l
Acetosziringon 100 uM
Aminoetoxivinilglicin 1 pg/l
pH 5,7

5. tablazat: Co-culture taptalaj Osszetétele

Mosooldat
MS s6 4,4 gll
Szachar6z 30 g/l
Zeatin-ribozid 4 mg/l
Indolecetsav 0,1 mg/l
Karbenicillin 500 mg/l
Kanamicin 50 mg/l
Rifampicin 50 mg/I
Ampicillin 250 mg/I
pH 57

6. tablazat: Moso6oldat Gsszetétele




Regeneracios/szelekcids taptalaj
MS s 4,4 g/l
Szachar6z 30 g/l
Agar 8 g/l
Zeatin-ribozid 4 mg/l
Indolecetsav 0,1 mg/l
Karbenicillin 500 mg/I
Kanamicin 50 mg/l
Rifampicin 50 mg/I
Ampicillin 250 mg/I
pH 57

7. tdblazat: Regeneracids/szelekcios taptalaj 0sszetétele

3.2 Bakterialis munkak

A transzformdldshoz Agrobacterium tumefaciens (0jabb elnevezése Rhizobium radiobacter)
LBA4404 torzset alkalmaztuk (az LBA4404 torzset rendelkezésre bocsatotta: G. Batelli, Institute
of Bioscience and Bioresources. Portici, Olaszorszag), ami a pKSE401-GFP plazmid konstrukciot
(Tang és mtsai, 2018) hordozta (a plazmidot rendelkezésre bocsatotta: Cheng Dai €s Yan Guambo,
Huazhong Mezdgazdasagi Egyetem, Wuhan, Kina). A pKSE401 vektor ezen mddositott valtozata
tartalmaz egy 35S:eGFP (enhanced green fluorescent protein) inszertet, ami a transzformans
novények hatékonyabb szelekciojat teszi lehetévé GFP (green fluorescent protein) szignal
segitségével. A torzs alap rifampicin rezisztenciaval rendelkezik, amelyhez a plazmidon hordozott
kanamicin rezisztencia parosul (2. abra).

A transzformalast megel6z0 napon, LB (Luria-Bertani) taptalajon (Bertani, 1951) (2.
tablazat) nevelt Agrobaktérium pazsitrol, vagy -80°C-on tarolt 80%-os glicerinben lefagyasztott
baktérium torzsbol 20 ml LB tapoldatba (3. tablazat) helyezve inditottunk 0j baktérium tenyészetet,
hogy megfeleléen friss Agrobaktérium kultarat biztositsunk. Az LB tapoldathoz 100 ul/ml
koncentracioban rifampicin (50 mg/ml térzsoldatbdl) és kanamicin (100 mg/ml térzsoldatbol)
antibiotikumokat adtunk, és 27°C-on 150 rpm razatas mellett sotétben neveltiik az Agrobaktérium

kultarat egy napig (Biosan Orbital Shaker-Incubator ES-20).
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A kisérlet napjan a felnovesztett baktérium oldatot lecentrifugaltuk (7 perc, 4 °C, 4000 g),
majd a fellilusz6 eltavolitasat kovetden visszaszuszpendaltuk az izoldlt ndvényi részek
(inokulumok) fertézésekor hasznalt tapoldatba (Inoculum Solution, 4. tablazat). A baktérium
koncentraciot ODso0=0,8 értékre allitottuk be. A szuszpenzidt steril Erlenmeyer lombikba

helyeztiik, majd 1 6réds sotét inkubaciot (27°C, 150 rpm razatas mellett) kovetden hasznaltuk a

c sy
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U6-26 promoter
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terminator
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2. ébra: A pKSE401-GFP plazmid térképe

3.3 A paradicsom novények nevelése

A paradicsom novényeket steril koriilmények kozott neveltilk, ehhez felszini sterilezést
alkalmaztunk a novények csiraztatasa el6tt. A magokat steril foz6poharban 1 percig aztattuk 70%
(v/v)-os etanolban, ezt egy steril vizes mosas kovetett, majd 10%-0s natrium-hipoklorit oldatban
aztattuk a magokat 10 percig, végiil négy steril vizes oblitést kovetéen a magokat steril csipesz
segitségével helyeztiik MS-0 taptalajra (1. tablazat). A névényeket 12 6ras nappali/12 6ras éjszakai
periéduson, 200 pmol m? s fényintenzitdson, és 24/22°C nappali/éjszakai homérsékleten

neveltiik.
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3.4 A transzformalas menete

crer

szerint végeztiik. A transzformalashoz 7 napos paradicsom novények (3. abra) szarat és szikleveleit
hasznaltuk. A szarakat kb. 1,5 cm-es darabokra vagtuk. A szikleveleken sebzéseket ejtettiink steril
szike hegyével. A megsebzett szikleveleket és szardarabokat Agrobaktérium szuszpenzioba
helyeztiik, amiben 10 percig inkubaltuk. Ezutan steril szlir6papiron leitattuk a folosleges baktérium
szuszpenzidt, majd an. co-culture taptalajra (5. tablazat) helyeztiik 6ket (4. abra), ahol 3 napig,

sotétben, 27 °C-on a baktériumok ¢és a novények egyiitt inkubalddtak, hogy létrejojjon a

géntranszfer.
» A
_ T IERRRR———
.( - -
” %
13
e =

3. abra: 7 napos paradicsom névény MS-0 taptalajon

A 4. napon a levél és szar darabokat mosooldatba (6. tablazat) helyeztiik 1 percre. Ezzel a
mosasi 1épéssel tavolitottuk el novények felszinén maradt baktériumokat. A névénydarabokat steril
szlir6papiron leitattuk, majd regeneracios taptalajra (7. tablazat) helyeztiik ¢ket (5. és 6. abra),
kozben sziikség szerint atiiltettiik Oket, majd ezek a mar kordbban leirt koriilmények kozott

novekedtek. A regeneracids taptalaj eldsegiti a kalluszképzddést, egyben a transzformansok

crer
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5. abra: Sziklevelek leitatasa szlirOpapiron antibiotikumos mosast
kovet6en, majd regeneracios/szelekcios taptalajra helyezés
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s _
6. abra: Transzformalt sziklevelek és szarak regeneracios/szelekcios taptalajon

A novények egy részénél hosokkot alkalmaztunk, amivel a transzformacioé hatékonysagat
szerettiik volna javitani. Ehhez a ndvényeket a transzformalas el6tt 15 percre 40°C-ra helyeztiik

(Kaur és mtsai, 2022).

3.5 Transzformans ndévények ellendrzése

A sikeresen transzformalt szoveteket a taptalajhoz hozzaadott antibiotikumokkal és fluoreszcens
sztere6 mikroszkoppal is szelektaltuk (Olympus SZX12 Fluorescence Stereozoom Microscope, -
Mikroszkdpos Sejtanalizis Kutatoélaboratorium, Szegedi Biologiai Kutatokdzpont). A GFP jelet
mutatd névények ugyanis nagy valosziniiséggel transzformansok.

A kinyert DNS mintabol a szekvenalashoz sziikséges volt a konstrukci6 éltal célzott DNS
régio felamplifikalasa PCR reakcioval. Az altalunk tervezett amplikon egy 372 bazispar hosszu
szakasz volt, aminek koriilbeliil a k6z€pso részén talalhato a varhaté mutacid pozicioja.

A szelekcids taptalajon felndtt és regeneralodott ndvényekbdl DNS-t vontunk ki és Sanger
szekvenalassal ellendriztiik, hogy az SIGSTU24 gén szekvencidjaban kovetkezett-e be valtozas
(Szekvenalod Platform, Szegedi Biologiai Kutatokdzpont). A kapott szekvencidkat a Chromas
szoftver (Technelysium Pty Ltd., USA) segitségével értékeltiik.
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3.6 DNS kivonas ¢s Polimeraz lancreakcié (PCR)

A PCR (Polimerase chain reaction) reakciohoz a regeneraciot kovetden a novényekb6l DNS-t
vontunk ki kit segitségével (NucleoSpin Plant II kit, Macherey-Nagel) a gyarilag meghatarozott
protokollt kdvetve.

A paradicsom levelekbdl kivont DNS-bdl a vizsgalandd szekvenciat polimeraz
lancreakcioval szaporitottuk fel a késébbi agardz gélelektroforézissel torténd kimutatashoz. PCR
csovenként a kovetkezOket mértiik 6ssze: 8 ul SYBR Green master mix (Thermo Scientific
Maxima  SYBR Green gPCR Master Mix), 1 ul forward primer
(F: 5’"GGACAACAAAGGGAGAAGAGC), 1 ul reverse primer
(R: 5’CAATAAAAAGAAGGGCGAAGC), 4 ul steril molekularis viz, 2 ul DNS templat. A
SYBR Green master mix tartalmazza a reakcidhoz sziikséges polimerazt és dezoxinukleotid-
trifoszfatokat. Az alkalmazott PCR programban az annealing hdmérséklet 57°C, denaturacio 95°C,

polimerizacids hdmérséklet 72°C volt, illetve 40 cikluson keresztiil ismétlodott.

3.7 Agaroz gélelektrofotrézis

A PCR termék szekvenaltatas eldtti ellendrzését agardz gélelektroforézis segitségével végeztiik el.
1,8%-o0s agaroz gélt készitettiink TBE pufferrel. A TBE puffer 54 g/l Trist-t, 27,5 g/l borsavat és
3,722 g/l Na-EDTA-t tartalmaz, ami megvédi a DNS-t a degradalodastol. 100 ml TBE pufferhez
1,8 g agart adtunk, majd Osszeforraltuk Oket, mig viztiszta elegyet nem kaptunk. Ehhez még
folyékony allapotban 2 ul GelRed (Biotium GelRed Nucleic Acid Gel Stain) DNS festéket adtunk.
Miutan a gél megszilardult, 8 ul DNS ¢és 2 ul loading dye (Thermo Scientific DNA Gel Loading
Dye) elegyét vittiik fel a zsebekbe, majd 80 V-on futtattuk.

3.8 EllenOrzés szekvenalassal

Az amplikont Sanger szekvenalassal ellendriztilk, hogy az SIGSTU24 gén szekvenciajaban
kovetkezett-e be valtozas (Szekvenald Platform, Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont). A kapott
szekvenogramokat a Chromas szoftver (Technelysium Pty Ltd., USA) segitségével értékeltiik, a
szekvencidk 0sszehasonlitdsa az online is elérhetd EMBOSS Needle Pairwise Sequence Alignment

programmal tortént meg (EMBL's European Bioinformatics Institute: https://www.ebi.ac.uk/).
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4. Eredmények ¢€s értekelésiik

crer

PAM19-es konstrukcid bejuttatasa paradicsom novényekbe

Az SIGSTU24 gén elmutaltatasahoz a dimerizacios doménbe terveztiik a hasitas helyét. Ehhez
el0szor a PAM19-cel jelolt verziot hasznaltuk, amelynél a tervezett mutacié az enzim dimerizacios
doménjét érinti. Késébb egyéb konstrukciokat is alkalmaztunk, amik a PAM6 és PAM12 voltak,
melyek esetében a mutaciot a szubsztrat-kotd helyre terveztiik. Ezek elnevezésel a tervezéskor
kapott un. spacer szekvencidk szamozasabdl erednek. A mutacid el6idézéséhez LBA4404
Agrobaktérium torzset és pKSE401 plazmidot hasznaltunk, ami egy 35S::eGFP inszertet is
tartalmaz. Az eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) a hatékonyabb szelekcid érdekében
alkalmaztuk. Ennek segitségével a transzformans ndvények zold fluoreszcens jelet mutatnak a
megfeleld gerjesztd fényben, igy fluoreszcens mikroszkdpban szelektalhatok.

A pKSE401-GFP plazmid konstrukciot Agrobaktérium fertdzéssel juttattuk be 7 napos
paradicsom novényekbe, melyeknek kiilonb6z6 szerveit, szar darabokat és szikleveleket
hasznaltuk fel. Egy-egy alkalommal kb. 50 db paradicsom novény részeit hasznaltuk. A fertdzést
baktérium szuszpenzioba aztatva végeztik. A novényi részek transzformalas utan 4-5 Petri-
csészére keriiltek co-culture, illetve 3 nap elteltével szelekcios/regeneracios taptalajra. A kisérletet

kb. 15-szor ismételtiik.
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7. abra: Transzformans kalluszok és hajtdskezdemények regeneracios taptalajon
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4.3 A transzformacio sikerességének ellendrzése

4.3.1 Transzforméansok szelektalasa

Transzformansok szelektalasahoz kétféle modszert is alkalmaztunk, antibiotikum rezisztenciat és
GFP jel vizsgalatat. Két antibiotikumot alkalmaztunk a szelekcids taptalajokban, kanamicint és
rifampicint. A kanamicin rezisztencia gént a plazmid konstrukcid, a rifampicin rezisztencia gént
az Agrobaktérium torzs hordozza, igy a szelekcios taptalajokon csak a transzformans sejtek élnek
tal. A GFP jelet fluoreszcens sztere6 mikroszkopban ellendriztiik differencialodo kalluszokon (8.
abra). A GFP gén a transzformalashoz hasznalt pKSE401-GFP plazmidon talalhat6, nagy
valosziniiséggel csak a transzformans kalluszok mutatnak GFP jelet.

Az Agrobaktérium fert6zés utan nagy gyakorisaggal indult meg kalluszképzddés, de a
késobbiekben sok elhalt. Bar a szovetek regeneralodasanak gyakorisaga megfelelé volt, minden
Petri-csészében jelentek meg regeneralodd szovetek, a fluoreszcens mikroszkop segitségével
vizsgalt GFP fluoreszcencia kevesebb esetben volt detektalhato, kb. 23%-nal. Egyszeri
kezelhetdség szempontjabdl a transzformécios gyakorisdgokat az aldbbiak szerint kezeltik: a
kanamicint tartalmazo regeneracios/szelekcios taptalajon taléld kalluszokat szamoltuk meg, illetve
ezek koziil valogattuk a sztere6 mikroszkop alatt GFP jelet mutaté kalluszokat. Ez az érték

kozelitleges, mert el6fordult, hogy egy kalluszon beliill tobb kiilonallo GFP jelet mutato

8. abra: GFP jelet mutat6 kalluszok paradicsom szér és sziklevél darabokon.
Meérce: 1 mm (Olympus SZX12 fluoreszcens sztereé mikroszkop)
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szOovetrégio volt talalhatd, ezeket egy egységnyinek vettiik. A fluoreszcencia alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az alkalmazott génkonstrukcio kifejez6dott a novényi szovetekben, bar a
transzformécio hatékonysaga elég alacsonynak bizonyult.

A kisérletek egy részénél 15 perc 40°C-os hdsokkot alkalmaztunk a transzformalandé
novényeknél, amivel a transzformalés hatékonysagat és a transzformans kalluszok szamat szerettiik

volna novelni (Kaur és mtsai, 2022).

4.3.2 A tervezett helyen bekdvetkez mutacio jelenlétének ellendrzése

Az adott génszakasz megszekvenalasdhoz DNS-t vontunk ki a pozitiv GFP fluoreszcenciaval
rendelkezd, regeneralt paradicsom novények levelébdl, illetve PCR-rel ellendriztiik az SIGSTU24
gént, majd a PCR reakcioban felszaporitott DNS-t agar6z gélelektroforézissel tisztitottuk. Sanger
szekvenalassal (Szekvenald Platform, Szegedi Biologiai Kutatokozpont) ellendriztiik, hogy
bekovetkezett-e mutacio az SIGSTU24 génben. A 9. abran agardz gélen lathato pozitiv jelet mutato,

adott sorszammal ellatott mintak lettek megszekvenaltatva.

400bp

VW e e e W e e T e T

1723 4 RS 6 RS RS ORI S2 A ST ANT S 6517

400bp

— - O = -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

9. abra: Gélelektroforézis eredménye az SIGSTU24 gén ellendrzéséhez
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A kapott szekvenciakat szoftveresen értékeltiik ki. Az altalunk ellenérzott génszakaszban,
mutaciok kortilbeliil a 260. és 270. bazisparok kozotti régidoban voltak varhatok. A CRISPR/Cas9
altal generalt mutaciok megjelenésekor a szekvenogramok jellegzetes valtozasaibol lehet
kovetkeztetni a mutaciok sikeres létrejottérdl heterozigotikus valtozas esetén (ilyen az adott
régioban bekdvetkezd “bizonytalan” szekvencia részek megjelenése, ami utalhat a frameshift
jelenségre), homozigotikus mutaciok megjelenését az eredeti szekvenciaval vald 0sszehasonlités
igazolhatja. Sajndlatos mddon, az eddigi eredményeink alapjan a SIGSTU24 génben mutacid

indukcidja az elsé kisérletsorozatokban sikertelen volt (10. és 11. 4bra).

e Edt opters beb
= ¥ & ) A —=
” t =

Sanpke: FAM_19.3
2E0 . . 70 . 280

10. abra: P¢lda a kapott szekvenogramokra a Chromas szoftverben.

PAM18-3-Seq e CAARGWTTTTWATAGA 16
el TEE T
Amplikan 1 GGACAACAAAGGGAGAAGAGCAAGAGACAGCTAAAAMAGA- TTTCATAGA 49
PAM13-3-Serq 17 ATGCCTTAAGGTGTTAGAGBGAGCACTTGGAGAGAAGCCTTACTTTGEAG 66
III|||||IIIII|III|||||IIIIIIIII|||||IIIIIIIII|||||
Amplikon 50 ATGCCTTAAGGTGTTAGAGGGAGCACTTGGAGAGAAGCCTTACTTTEEAR 99
PAM13-3-Seq 67 GAGATAATTTTGGTTGTGTGGATATTGCETTGATTEGETACTATAGCTGE 116
FECLETEERTEEEEr e e e e e e e e v e e e b e e e ey
Amplikan 180 GAGATAATTTTGGTTGTGTGGATATTGCGTTGATTGGGTACTATAGCTGE 149
PAM13-3-Seq 117 TTTTATGCTTATGAGAGTTATG TGTAGAGGCTGAGT! 166
III|||||IIIII|III|||||IIIIIIIII|||||IIIIIIIII|||||
Amplikon 150 TTTTATGCTTATGAGAGTTAT 199
PAM13-3-Seq 167 AAAGTTTGTGECTTGEGGCCAAGAATTGTATGCTGAGGGACAGTGTGECTA 216
FECLETEEETREEE e e e e e e e e v e e e b e e e ey
Amplikan 200 AAAGTTTGTGGCTTGGGCCAAGAATTGTATGCTGAGGGACAGTGTGECTA 249
PAM13-3-Seq 217 AGTCTTTGCCTGATCAACATAAGGTCTGTGAATTTGTAARAGTGCTAAGE 266
III|||||IIIII|III|||||IIIIIIIII|||||IIIIIIIII|||||
Amplikon 250 AGTCTTTGCCTGATCAACATAAGGTCTGTGAATTTETAAMAGTGCTAAGE 200
PAM13-3-Serq 267 CAGAAGTTTGGAATTGAATAAACATATGGACCATGATTCTGCTAATAALG 316
FECEEEEETEEEE e e e e e e e e e e e e e rr
Amplikan 380 CAGAAGTTTGGAATTGAATAAACATATGGACCATGATTCTGCTAATAALG 340
PAM13-3-Seq 317 GCGCTTCGCCCTTCTTTTTATKAAAG 342
FEELETEETTEEEEE et
Amplikon 350 GCGCTTCGCCCTTCTTTTTATTG--- 372

11. abra: Pé¢lda a kapott szekvenciak a célgénnel torténd
Osszehasonlitdsara az EMBOSS Needle feliiletén.
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4.4 Tovabbi vizsgalatok

Jelenleg folyik tovabbi, feltehetden transzformans kalluszokbdl torténd ndvényregeneralas.
Tovabbi kisérleteinkben jelen a kisérletet modositva tervezziik ismételni, illetve a hokezelést
alkalmazni, ugyanis LeBlanc és mtsai (2017) és Kaur és mtsai (2022) azt tapasztaltak, hogy a
rovid ideig (15 percig) tartd 40°C-os kezelés megndvelte a CRISPR/Cas9 rendszer miikddésének
hatékonysagat. Ezt mi transzformalés utan is tervezziik alkalmazni. Emellett két masik PAM

konstrukcioval SIGSTU24 gén tovabbi régidinak megcélzasaval is terveink kozott szerepel.
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5. Osszefoglalas

Az Agrobaktérium kozvetitette transzformacidt és a CRISPR/Cas9 rendszert egyre tobbet
alkalmazzak mutaciok célzott 1étrehozadsadhoz mind mezdgazdasagilag fontos ndovényekben, mind
tudomanyos célokra hasznalt modellndvényekben. A paradicsom egy olyan novény, ami mindkét
teriileten jelentds. Célul tiiztiik ki a CRISPR/Cas9 alkalmazasat mutacio eléidézésére a paradicsom
SIGSTU24 génben. Sikeresen alkalmaztuk az Agrobaktérium kozvetitette transzformaciot a
CRISPR/Cas9 rendszer bejuttatasara. Az Agrobaktérium fertézés utan sikeresen indukaltunk
kalluszképz6dést, a kalluszok antibiotikum jelenlétében néttek és regeneralodtak, illetve a
bejuttatott génszakasz markereként alkalmazott GFP jelet is detektaltuk. Az antibiotikum szelekcid
¢s a GFP jelre torténd szelekcio alapjan sikeresen létrehoztunk transzformans paradicsom
novényeket, melyeket regeneraciojukat kovetéen vizsgaltunk az SIGSTU24 génben esetlegesen
tortént mutaciok tekintetében. Habar a transzformalas és regeneralas sikeres volt, de az eddig
elvégzett szekvenalasok eredménye alapjan a regeneralt transzformans ndvényekben a kivant
mutacié nem kovetkezett be. A kisérleteink ismétlésén tilmenden, tovabbi metodikai fejlesztéseket
is terveziink beiktatni a jelenlegi kisérleti rendszeriinkbe, melyek remélhetdleg a kitlizott cél

elérését biztositani tudjak majd a jovoben.
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