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Transzgénikus baza (Triticum aestivum L.)
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Osszefoglalé

Dolgozatunkban az els6 magyar in vitro médszerrel el@éllitott herbicidrezisztens buza el&allitasarol
szamolunk be. A marker gént (bar) részecskebelove (génpuska) berendezéssel juttattuk be fiatal kalluszokba,
ezutén in vitro szelekcid, novényregeneralas, magfogas és ezzel parhuzamosan a gén bejuttatasat igazolo kisér-
letek kovetkeztek.

Els6 kisérleteinkben kivalasztottunk génbeloveési célra — magyar koriilmények kozott — jol hasznélhatd
tavaszi biza-genotipust (CY—45). A tavaszi jelleg a vernalizicié elkeriilésével felgyorsitotta a transzgénikus
kisérleteket.

Transzformécios célra a pAHC20 jelii plazmid molekuldt hasznaltuk, amely tartalmazta a Streptomyces
hygroscopicus-bol izolalt bar gént. A gén foszfinotricin (ppt) herbicid hatéanyaggal szembeni rezisztenciat
kolcsonoz a recipiens szervezetnek.

Az éretlen embri6 eredetli kalluszokba PDS-1000/He génpuskaval juttattuk be a rezisztenciaért felelGs
gént. A markergénre torténd szelekciot 3—5 mg/l bialaphos hatoanyaggal végeztiik. Kisérletiinkben az 5, 10 és
15 napos kalluszokat talaltuk legalkalmasabbnak génbelovésre. Az id6sebb korban (20, 25 napos) transz-
formalt kalluszok mar nehezitették a szelekcios munkat. Eredményeink alapjan haromhetes kortél az éretlen
embri6 eredet(i kalluszok belévését mar nem javasoljuk.

5700 éretlen embri6 belovésébdl, kovetkezetes szelekciot alkalmazva, hat fiiggetlen, fertilis transzgéni-
kus buzandvényt allitottunk eld. Az idegen gén jelenlétét a szelektalt kalluszok és az el@allitott novények fosz-
finotricin acetiltranszferaz enzim (PAT) teszttel bizonyitottuk. Az tiveghazba kiiiltetett novények a 0,1%-os
bialaphos hatéanyag permetezését egyértelmifen thlélték, azaz herbicid rezisztenciat mutattak. Mind a hat
ndvényiink életképes szemeket termett az erre a célra fenntartott biztonséagi tiveghazban.
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Summary

This paper reports on the first Hungarian herbicide-resistant wheat genotype generated using an in vitro
method. The bar marker gene was introduced by a particle gun device into still immature embryo-derived calli
of different ages, followed by marker gene selection, plant regeneration and seed production. The effect of a
foreign gene integrated into the wheat genome was confirmed by phosphinothricin acetyltransferase (PAT)
enzyme assay and bialaphos spraying.

In the first experiment a spring wheat genotype responsive to tissue culture (CY—45) was selected for
gene gun transformation. The spring growth character, avoiding vernalization, accelerated the transformation
experiments. ‘

In the present genetic transformation experiments the p4HC20 plasmid molecule bearing bar gene was
used. The bar gene — originating from Streptomyces hygroscopicus — lends herbicide resistance to the recipient
organism.

The plasmid, which was coated onto the surface of Heraeus gold particles, was bombarded into young
embryo-derived calli by a PDS-1000/He gene gun device. The marker gene selection was carried out by adding
3-5 mg/l bialaphos to the medium. In this experiment 5-, 10- and 15-day-old microcalli produced the best
results in PAT" callus selection. When calli older than two weeks were bombarded, it hampered selection. The
results suggest that bombardment is not to be recommended for calli over three weeks old.

After bombarding 5700 calli followed by bialophos selection six independent transformants were
obtained. The expression of the bar gene in the wheat genome was confirmed by a PAT assay of selected calli
and regenerated plants. Plants transplanted into the greenhouse showed resistance against 0.1% bialaphos
spraying. The transformants matured fertile seeds under safe greenhouse conditions.

Bevezetés

A névénynemesit6knek régi vagya, hogy nemesitési szempontbol fontos tulajdonsa-
got ugy vigyenek at egy genotipusba, hogy a recipiens fajta tulajdonséagai valtozatlanul
megmaradjanak. Ez az elgondolas egészen napjainkig technikailag kivitelezhetetlennek
latszott. Az ivaros, esetleg ivartalan keresztezéssel 1étrehozott populaciokbol a neokom-
binéciok kivalogatasa hosszu novénynemesitéi munkat igényel. Ezentil a modositani
kivant genotipus a keresztezést kovetGen legtobbszor jelentGsen megvaltozik.
Tulajdonképpen nem &ll rendelkezésiinkre novénynemesitési modszer, hogy az elsd
mondatban vézolt célt megvaldsitsuk. A novénybiotechnologia fejlédése, a térképezett
és izolalt gének plazmidokban torténd felszaporitasa, sejtekbe torténd bejuttatasa, majd
a novények regeneraldsa napjainkra modszertani és tudomanyos megoldast kinal.

Dolgozatunkban buza genetikai transzformaciojaval végzett kutatasi eredményein-
ket foglaljuk 6ssze. Szeretnénk bemutatni az els6 magyar transzgénikus biiza el6alli-
tasanak menetét.



NOVENYTERMELES, 1998. Tom. 47. No. 3. 243

Irodalmi attekintés

A buza genetikai transzformacidja jelentds erdfeszitéseket kivant a kutatoktél. A
mezGgazdasagilag fontos gabonafajok koziil a biiza volt az utolsé a sikeres in vitro gén-
beviteli kisérletek kozott (Weeks et al. 1993). Idegen gének bejuttatdsara az egysziki-
eknél hosszu ideig a protoplaszt technika igérkezett a leghatékonyabb eljarasnak. Az
els6 buiza transzformacios irodalmi adatokat a polietilén-glikollal (PEG) kozvetitett gén-
bevitelre talaljuk (Vasil et al. 1991, Marsan et al. 1993). A kozleményekbdl és sajat
tapasztalatainkbdl kideriil, hogy a genetikai transzforméciénak ez a médja nehézkes és
id6igényes. A protoplasztok izolalasan és PEG-kezelésén il az eljarast neheziti, hogy a
protoplaszt eredetli kalluszokbol a fertilis novényregeneralads kis gyakorisagu, ill.
genotipushoz kotott (Pauk et al. 1994). Mindezek ellenére 6rommel jegyezhetd meg,
hogy magyar laboratériumokban kukoricéban sziiletett eredmények (Morocz et al. 1990)
igazoljak, hogy a genetikai transzformacionak a protoplaszttechnika is hatékony eszkoze
lehet (Omirulleh et al. 1993, Golovkin et al. 1993).

A gének mesterséges bejuttatasaban modszertani szempontbol nagy jelentségi a
Cornell Egyetemen kifejlesztett részecskebelovo berendezés (Sanford 1988), népszeri
egy genetikai esemény Ujszerti megoldasara hasznalja fel. Az els6 fertilis buza transz-
formaciot ezzel a modszerrel hoztdk létre kaliforniai kutatok (Weeks et al. 1993). Két
kiilonboz6 eredetli (Streptomyces hygroscopicus — bar, Escherichia coli — uid4) mikro-
bialis gént juttattak be buzaba, melyek jelenlétét és miikodését hitelesen bizonyitottak.
Esetiikben a tavaszi buza éretlen embridinak génbeloveésétol a traszgénikus novények
viragzasaig mindossze 168 nap telt el, azaz kevesebb, mint fél év. Ezt a transzformacios
eredményt Vasil et al. (1992), Nehra et al. (1994) és Becker et al. (1994) is sikeresen
megismételték, kisebb modszertani fejlesztéseket kozolve. Valamennyi idézett ered-
ményben kozos vonas, hogy a bar herbicidrezisztenciat kodold gént juttattak be buzaba.
Ezt a gént — mint markergént — novénytranszformaciokban ma mar széles korben
hasznéljak kiilonboz6 foszfinotricin (ppt) hatoéanyagu szelekcios rendszerekben. Ezek a
transzformacids eredmények azt is érzékeltetik, hogy agrondémiai szempontb6l — mint pl.
herbicidrezisztencia — fontos gének bevitelének nincs technikai akadélya. A jov6beni
munkak sikere elsdsorban a klasszikus és molekularis genetikusok egyiittmiikodésén, a
géntranszformacios és etikai torvények betartasan mulik.

Anyag és médszer

Novényanyag és az in vitro koriilmények

Abuza donor novényeket (GK Délibab, GK Gobé, CY—45, GK Kunsdg) tiveghazban
neveltiik fel, és a kalaszokat viragzas utan 11-12 nappal gydjtottiikk be izolalasra. Az
éretlen szemeket 2% NaO’Cl és 1 ml/l Tween csapvizes oldataval sterileztiik razogépen
20 percig, majd tobbszori steril desztillalt vizes oblités kovetkezett. Az izolalast steril
koriilmények kozott végeztik D, indukcids taptalajra (Sears és Deckar 1982, Purn-
hauser és Gyulai 1993). A blza genotipusok génbeldvési célu kivalasztasahoz genoti-
pusonként 200 éretlen embridt izolaltunk, fajtanként 88 Petri csészébe. Ezutén a kallu-
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szokat négyhetes ciklusokban Gtszor passzaltuk. A tiptalaj 2,4-D tartalmét az els§
atrakas utan 1 mg/l-re csokkentettiik.A ciklus végén a kalluszokat MS,;,; taptalajon rege-
neraltuk, amely az alaptaptalaj (Murashige és Skoog 1962) valamennyi komponense
mellett 1-1 mg/l zeatint és indolecetsavat tartalmazott. A taptalajok pH-értékét 1M KOH-
val 5.7-re allitottuk be. Szilardit kozegnek Phytagel 2.5 g/l dozisat hasznaltuk.

A génbelovési kisérlethez Petri-csészénként 50 embrioét izolaltunk a tenyésztGedény
teriiletének kozéps6 kétharmadéaba. Indukcids taptalajnak, hasonl6an az el6kisérletekhez,
D,-t hasznaltunk. A kalluszokat sotét termosztatban 28 °C-on indukaltuk. A belovéshez
1-25 napos kalluszokat hasznéltunk. A DNS-sel bel6tt tenyészeteket 2—-3 nappal a
belovést koveten atraktuk 3 mg/l bialaphost tartalmazé (steril sziirlet) D, taptalajra.
Tenyésztésiiket tovabbra is sotétben, 28 °C-on folytattuk. A szelektiv koriilmények
kozott tilnove kalluszokat a tenyésztés 6-8. hetében tovabbpasszaltuk, amit 6t hetes cik-
lusokban négyszer megismételtiink. A szelekcios ciklus végére a taptalaj bialaphos tar-
talmat a masodik passzélastol 5 mg/l-re emeltik, és a 2,4-D tartalmat 1 mg/l-re csok-
kentettiik. A szelekcids ciklus végén a kalluszok itt is MS,;,; n6vényregeneral6 taptalajra
keriiltek. A regeneralas soran nem alkalmaztunk szelekciés nyomast.

Részecskepreparalads és a transzformdcio paraméterei

A génbelovési kisérletekhez a PDS—-1000/He DuPont részecskebelovd berendezést,
mikrorészecskének a Heraeus cég typ. 200-04 aranypor készitményét hasznaltuk. A
mikrorészecskék tisztitasat és a DNS-felvitelt az alabbiak szerint végeztiik:

1. Eppendorf cs6ben 400 pl 70 %-os etanolban 12 mg Heraeus aranyport 20 masod-
percig kevertiink (vortex), végiil tiz percig allni hagytuk.

2. 2000 /min sebességgel fél perc centrifugalas kovetkezett, majd a feliilluszot eldob-
tuk.

3. 200 pl steril desztillalt vizben mostuk az aranyrészecskéket, majd tiz percig allni
hagytuk.

4. A 2. pont szerint centrifugaltunk.

5. A megtisztitott aranyrészecskéket 200 pl, jégen hiitott, 50 %-os glycerinben vet-
tikk fel, és ultrahanggal egyenletesen eloszlattuk. A tovabbi lépésig jégen tartottuk az
aranyszuszpenziot.

A DNS felvitele az aranyszemcsékre:

6. Ovatos keverés kozben 20 pug pAHC20 plazmid DNS-t adtunk az elébbiekben
elkészitett és jégen tartott suzszpenzidhoz.

7. Pipettaheggyel torténd keverés kozben 200 pl, jégen tartott 2.5M CaCl,-ot, majd
80 pl hideg 0.1M spermidint adtunk a szuszpenzidhoz, és tiz percig jégen allni hagytuk.

8. Tiz masodpercig 1000/min fordulattal centrifugaltuk a DNS-sel bevont arany-
szemcséket, majd a feliiliszot eldobtuk. :

9. Ovatos razas kozben 200 ul 70 %-os etanolt adtunk az aranyszemcsékhez.

10. A 3. pont szerint centrifugéltunk, és az aranyszemcséket 200 pl, jégen tartott
abszolut alkoholba vettiik fel, mik6zben a szuszpenziot dvatosan kevertiik.

11. Az egyenletes szuszpenziét 9 pl-es cseppekben helyeztiik az alkohollal steri-
lezett hordozo korongokra (flying disc).
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A fenti médon 20-21 db belovésre alkalmas, beszaritott korongot kaptunk, melyeket
az elkészitést kovetGen azonnal felhasznaltunk az éretlen embrio eredetii mikrokalluszok
belovéseére.

APDS-1000 héliumgazzal hajtott részecskebeldvs berendezés lizemeltetése soran a
felhasznaldi utasitast kovettitk. A munkatérben 27 Hgmm vakuumot alkalmaztunk. A
héliumot 1200-1300 psi nyomasnal engedtiik be az aranyrészecskéket hordozé korong
folotti térbe. A vakuum és a nyomas hatasara szétreped6 mifanyag korong és a beldtt
kalluszok kozotti tavolsagot 12 cm-re allitottuk be, melyet a legkedvez6bb tranziens
expresszios mintdzat alapjan valaszottunk meg.

A foszfinotricin acetiltranszferdz enzim teszt

Szelekci6s markerként a Streptomyces hygroscopicus mikroorganizmusbél izolalt
foszfinotricin-acetiltranszferaz (PAT) enzimet kddold bar gént hasznaltuk. Az enzim
acetilalja és inaktivalja a foszfinotricint (PPT), a totilis gyomirtészernek hasznalt
hatoanyagot. A bialaphos kommersziélis (82% PPT) néven ismert hatéanyagot a japan
Meiji Seika Kaisha cég szives ajandékaként hasznaltuk kisérleteinkhez, 3—5 mg/l meny-
nyiségben.

A PAT-enzim tesztet kalluszbdl, ill. z6ld levélmintabol készitettiik az alabbi protokoll
szerint (Spencer et al. 1990):

1. A 100 mg témeg( friss mintat jégen tartott Eppendorf cs6be gyijtottiik.

2. A mintafeltarast 200 pl extrakcios pufferben kézi dorzsoléssel végeztiik.

3. Centrifugalas: 13 000/min, 5 min.

4. 50 mM AcCoenzimA és radioaktiv PTC Osszekeverését kovetden mintanként
2 pl-t Eppendorf reakciécsébe adtunk.

5. A centrifugalt mintab6l 20 pl feliiliszot adtunk a reakciécsovekbe.

6. Egy6ranyi inkubalas kovetkezett 30 °C-os héblokkban, lassi razas mellett.

7. Kb. egy ora elteltével a reakciot leallitottuk: 10 pl 12% TCA.

8. Centrifugalas kovetkezett: 5 min, 13 000/min.

9. A mintafelvitel MERCK cellulézlemezre tortént, amit szaritas kovetett.

10. Futtatés egy éjszakén at 25 ml piridinben, 37.5 ml 1-butanolban, 7.5 ml s6savban
és 30 ml H,0O-ban tortént.

11. A teszt eredményét Kodak X-OMAT filmre exponaltuk, amelyet hagyomanyos
modon hivtunk el6.

A transzgénikus-jelélt novények felnevelése és vizsgalatuk koriilményei

A steril koriilmények kozott jol gyokeresedett novénykéket normal talajba iiltettiik
ki. A novényeket fejlddési fazisuknak megfelelé programmal kizar6lagosan erre a célra
fenntartott Conviron fitotron kamraban neveltiik. Mivel hazénkban a kisérletek ideje
alatt nem volt transzgénikus novények nevelését szabalyozo torvény, ezért munkank
soran a német elGirasokat alkalmaztuk.

A novényeket bialaphos 0.5%-0s oldataval permeteztiik, és a kezelést kovetS néhany
nap milva mar elhalési tiinetek jelentkeztek a kontroll novényeken. A névények teljes
elszaradasa — fitotronos nevelési koriilmények kozott — a permetezést kovetSen két hét-
tel kovetkezett be.
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Eredmények

Buza genotipusok kivalasztasa génbelovéshez

A génbelovéshez jol kalluszosod6 buiza genotipus éretlen embridit szandékoztuk
izolalni, hogy a transzformaciés munkédhoz fiatal, differencialatlan sejtek élljanak ren-
delkezésre. Ehhez négy buza genotipus harom fontos szovettenyésztési tulajdonsagat
(izolalds utdn kihajtott embriok széma, kalluszosodési szdzalék, novényregeneralas)
vizsgaltuk meg, melynek eredményeit az /. fabldzat foglalja 6ssze. A tablazat masodik
oszlopaban lathatd, hogy a vizsgalt fajtak kozott jelent6s kiilonbséget talaltunk a kihaj-
tott embriok szazalékaban.Kisérleti szempontbo6l a minél kisebb kihajtasi szazalék volt a
kedvezd, amelyet a sorban harmadik’ genotipus mutatott. A tablazat harmadik oszlopa a
kalluszosodasi szazalékokat Gsszegzi, amely tulajdonsagban a nagy értéket add genoti-
pust kerestiik. Munkankhoz — mindkettd eddig emlitett tulajdonsagban — a legjobb alap-
anyagnak a CY—45 tavaszi bizavonal mutatkozott.

Az el@allitott kalluszokat hat cikluson keresztiil passzaltuk, és ezt kovetGen elvé-
geztiik a névényregeneralasi kisérletet. Igy modelleztiik a génbelovést kovets szelekcios
szakaszt, majd a transzgénikus novényregeneralast. A CY—45 genotipus ebben a tulaj-
donsagban is a legjobb volt (1. tdbldzat). Munkéankat ezzel a genotipussal folytattuk
tovabb.

1. tAblazat. Biza genotipusok kivalasztasa génbelovési célra: izolalt éretlen embriok csirazasi,
kalluszosodasi és a kalluszok novényregeneralasi szazaléka

Fajta (‘6szi, 2tavaszi) | Kihajtott embriék [%] | Kalluszosodés [%] Nl‘(’;’ﬁzsy;zii“g:]‘°
1) (2) 3) (C))
GK DélibabV) 18 78 39
GK Gobé" 8 85 50
CcY—45® 2 97 72
GK Kunsag™ 11 88 49

*Ot passzélas utén (5)

Table 1. Selection of wheat genotypes for particle gun transformation: embryo germination, callus induction
and plant regeneration percentages. (1) Variety ('winter, 2 spring), (2) Germinated embryos (%),
(3) Callus induction %, (4) Calli producing plantlets (%), (5) After five passages.

A génbelovés és a kallusz koranak vizsgalata

Munkank kezdetén megvalaszolatlan kérdés volt, hogy milyen kort kalluszok bel6-
vésétdl varhato kedvezo eredmény. Ehhez a 2. tdbldzatban 6sszefoglalt kisérletet végez-
tiikk el, amelyben a magfogasig végigkovettiik a belott, szelektalt és regeneralt kalluszok
sorsat. Mint az adatokbol kitiinik, csak a fiatal, egynapos korban bel6tt embridk esetében
nem kaptunk értékelhet6 eredményt. A szelektalt kalluszok szaméaban nem volt lényeges
eltérés, ha az 5-25 napos kalluszok transzforméciés (PAT-aktivitds) eredményét vizs-
galtuk.
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2. téblézat. A CY—45 tavaszi biza genotipussal végzett transzformdcios kisérlet eredménye
a beldtt inokulumok koraval dsszefiiggésben

A belétt Szelektalt Fij; en transz- | Fertilis transzgé-
PENIE B Kalluszok | PAT" kalluszok gfier:lnénsok nikus niivényik
kors o] [db] (db] [db] [db] [db]
(@) (2) 3) 4) ®6) - (6)
1 1000 0 0 0 0
5 950 6 5 1 0
10 1000 7 4 3 0
15 1000 6 6 4 4
20 850 4 2 2 2
25 900 6 3 0 0
Osszesen 5700 29 20 10 6

Table 2. Result of transforming the spring wheat genotype CY—45 as a function of callus age. (1) Age of embryo/
callus, (2) Number of calli, (3) Number of selected calli, (4) Number of PAT" calli, (5) Number of
independent transformants, (6) Number of fertile transgenic plants,

Minden bialaphos szelekcionak kitett kallusz foszfinotricin acetiltranszferaz enzim-
aktivitas vizsgalatat elvégeztik (I. abra). Az adatokbol lathato, hogy a kalluszok kb.
kétharmada PAT pozitiv (PAT ") volt (2. tdbldzat). A belétt kalluszok kora és a sikeres
transzformacids esemény (PAT ") osszefiiggésében megéllapithato, hogy a fiatalabb kor-
ban (5-15 nap) belétt kalluszok kozott kisebb (kb. 20%-kal) a PAT kalluszok szdma.
Praktikus megjegyzésiink, hogy technikailag az idGsebb korban beldtt kalluszokkal nehe-
zebb volt dolgozni, mert a nagyobb méret(i kalluszon a szelekcios hatast (barnulas)
nehezebb volt észlelni. Igy a passzaldsok soran nagyobb volt az in. megmenekiilt kallu-
szok szama. Ezekben a mintdkban a foszfinotricin acetiltranszferaz enzim aktivitasa ter-
meészetesen nem volt mérhetd, azaz PAT -ak voltak (/. dbra 2., 4., 5., és 8. minta). A sze-
lekciot kovetd novényregeneracids munkahoz csak a PAT " kalluszokat hasznaltuk fel.

Transzgénikus névények regeneradlasa

A kb. hat-nyolc honapos bialaphos szelekciot €s a PAT-enzimaktivitds mérését kove-
tden elvégeztiik a kalluszok novényregeneraldsat. A hiisz PAT™ kalluszbdl tiz novénykét
sikeriilt regeneralnunk (2. tablazat). A T novényeket fitotron kamraba iiltettiik ki. A
novények levelébdl elvégeztiik a PAT-enzimaktivitas-tesztet (2. dbra). Minden PAT*
kalluszbdl eléallitott névényiink PAT-nak bizonyult, azaz a transzformalt gén (bar)
miikodését a regeneralt novényekben is sikeriilt kimutatnunk.

A kiiiltetett négy-hat hetes korii névényeket bialaphos 0.1%-os oldataval leperme-
teztiik, hogy elvégezziik az in vivo enzimtesztet. A korabbi vizsgalatokban PAT -nak
bizonyult novényeink herbicid hatéanyaggal szemben is rezisztenciat mutattak. A T,
noveények kalaszait viragzas el6tt celofanzacskoval szigeteltiik. A felnevelt novényeink
kozott hat egyed szemet kotott, azaz fertilis volt (2. tabldzat).
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1. dbra. 4 génbeldvés utdn szelektdlt kalluszok foszfinotricin-acetiltranszferdz (}:/_47) enzim aktivitasanak
vizsgdlata. A nyll az acetilélt foszfinotricint (PPT) jelzi, ezek a PAT  kalluszok.

Jelmagyardzat:
1 = nem transzformalt bliza
kontroll kallusz,

2, 4, 5 és 8 = negativ bliza
kallusz mintak,

3, 6, 7 és 9 = pozitiv bliza
kallusz mintak,

10 = bar génnel transzformalt
arpa mint pozitiv kontroll.

Figure 1. PAT assay of bombarded and selected calli. Arrow shows acetylated phosphinothricin (PPT); these
are PAT* calli. Symbols: 1 = non-transformed wheat callus, 2, 4, 5 and 8 = negative wheat callus sam-
ples, 3, 6, 7 and 9 = positive wheat callus samples, 10 = bar transformed barley as a positive control.

2. dbra. A bialaphos-rezisztens kalluszokbdl regeneralt novények PAT enzim aktivitasanak vizsgalata.
A nyil az acetilalt foszfinotricint jelzi.

Jelmagyarazat:

1 = transzgénikus pozitiv dohany
kontroll névény,

2 = transzgénikus bliza kallusz,

3 = bliza mint negativ kontroll,

4,5, 6,7, 8és 10 = regeneralt
transzgénikus névények
pozitiv mintai,

9 = negativ transzgénikus-jel6lt
névény mintéja.

Figure 2. PAT assay of plants regenerated from bialaphos-resistant calli. Arrow shows the aceylated
phosphinothricin (PPT). Symbols: 1 = transgenic tobacco as positive control, 2 = transgenic wheat
callus, 3 = non-transformed wheat as negative control, 4, 5, 6, 7, 8 and 10 = positive regenerated trans-
genic wheat samples, 9 = negative putative transgenic wheat sample.
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Kovetkeztetések

Transzformaciés munkank kezdetén fontosnak itéltikk, hogy kivalasszuk azt a
genotipust, amellyel a legjobb hatékonysaggal dolgozhatunk. E16z6 buiza sejt- és szovet-
tenyésztési kisérleteinkbdl (Purnhauser és Gyulai 1993) 6sszegytijtottiik azokat a geno-
tipusokat, amelyekt6] az eddigi tapasztalatok alapjan a legjobb eredményt vartuk. Az
1. tabldzatban 6sszefoglalt eredményekbdl kitlint, hogy a korabban szomatikus szovet-
tenyésztési célra szelektalt genotipus szerepelt mindharom értékméré tulajdonsagra
nézve a legjobb eredménnyel. Vizsgélatainkkal sikeriilt — génbelovési célra — magyar
kériilmények kozott jol hasznalhato tavaszi biiza-genotipust talalnunk. A tavaszi jelleg a
vernalizacio elkeriilésével felgyorsitotta a transzgénikus kisérleteket.

A géntranszformacios kisérletek dont6 mozzanata az in vitro szelekcio. A bialaphosra
alapozott szelekcids rendszert buzaban Weeks et al. (1993) alkalmazték el6szér. Mun-
kank kezdetén, az ismert k6zlemények alapjan mi is kis, 1 mg/1 bialaphos adagot hasznal-
tunk a szelekcio soran, ami a kezdeti kisérletekben nagyon hatranyos volt. A kis dozis
miatt nagy szamban dolgoztunk olyan kalluszokkal, amelyek Gn. megmenekiilt kallu-
szok voltak. Késdbbi kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a jelen munkaban hasznalt 3—5 mg/1
dozis elengedhetetlen a sikeres munkahoz. Buzaban (Takumi és Shimada 1996) és
arpaban (Wan és Lemaux 1994) egyarant az 5 mg/l adag bizonyult jo szelekciés nyomas-
nak, az irodalomban ezt masok is megerdsitették.

A génbeldvésen alapuld elsé sikeres kisérleti eredmények (Vasil et al. 1992, Weeks et
al. 1993, Becker et al. 1994. Nehra et al. 1994) a néhany napos, fiatal embri6 eredet
kallusz belovését javasoltak. Kisérletiinkben (1. tabldzat) vélaszt szerettiink volna kapni
arra, hogy az idGsebb korban bel6tt kalluszokkal elérhetd-e hasonld eredmény? Mint
eredményiinkbdl lathato, az 6t-, tiz- és tizendtnapos korban bel6tt kalluszok kozott nem
allapithaté meg a szelektalt kalluszok szdma alapjan lényeges kiilonbség. Az id6sebb
kalluszok esetében mar nehezebb volt a szelekcids hatds regisztralasa, és igy nagyobb
szamban kaptunk PAT™ kalluszokat. Ezért a kisérleti munka hatékonysaga csokkent.
Ennek alapjan a két hétnél idGsebb kalluszok beldvését célszerd elkeriilni.

Az irodalmi adatoktol eltéréen (Vasil et al. 1992, Weeks et al. 1993, Wan és Lemaux
1994) munkénk soran viszonylag hosszu (hat-nyolc honapos) szelekcios szakaszt alkal-
maztunk. Ebbdl jelentds elény szarmazott, hiszen nagyobb volt a kalluszok szdma és
egyetlen névényiink sem volt PAT™. A viszonylag hosszu szelekcios ciklus fontossagat
bizonyitottnak latjuk. Az elsé tudomanyos kozlemények (Vasil et al. 1992, Weeks et al.
1993, Becker et al. 1994) esetében az id6faktor volt a fontos, ezért a szerz6k meg-
itélésiink szerint nem forditottak elegendd id6t a szelekciora. Ebbél adodhat, hogy kisér-
leteikben lényegesen kisebb volt a szelektalt kallusz és a transzgénikus novény eldal-
litasi gyakorisaga, mint a mi esetiinkben.

Szakirodalmi és sajat adatainkbol lathato, hogy buzaba fajidegen gén bejuttathato és
miikodtethetS. A bar gén esetében ez totalis gyomirtoszerrel szembeni rezisztenciat
jelent. Ezzel bizonyitott az is, hogy pl. névényvédelmi szempontbél fontos gén is transz-
formélhat6 buizdba, nemcsak alapkutatasi szempontbdl jelentés markergének, mint pl.
npt-II vagy gus. Tovabbi kutatasok fognak majd valaszt adni arra, hogy a transzgénikus
technika a novénygenetikanak, ill. novénynemesitésnek mely teriiletét fogja segiteni.
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Eredményiinkkel megnyilt annak a lehetGsége, hogy a kukorica (Omirulleh et al.
1993, Golovkin et al. 1993) és rizs (Jenes et al. 1996, Pauk et al. 1996) utan buzaban is
elkezdGdjenek azok az elsGsorban elméleti kutatasok, amelyek a génbelovésre alapozott
transzformacids technikat modszerként hasznaljak. A magyarorszagi transzformacids
kisérletekben jelentds segitséget nyujthat, hogy hazankban Jenes et al. (1996) szabadal-
maztattak és forgalmaznak egy hazai fejlesztésii részecskebelovd berendezést (GENE-
BOOSTER). Hazankban mar 6t, un. névényes kutatéhelyen (MBK-G6dollé, MTA-
Martonvasar, ELTE-Budapest, GATE-G6d6116, GK Kht-Szeged) miikodik génbelovd
berendezés, amely remélhet6leg kutatasi és oktatasi téren jelentds eredményekhez segiti
a hazai genetikai kutatast.

Koszonetnyilvanitas

A kutatdsi eredmény a D—6/96 nyilvantartdsi szamu TeéT német-magyar bilateralis
kutatdsi egyiittmiikodés keretében sziiletett, melynek magyarorszagi kisérleteit az OTKA
T017256 és FM.K—348 nyilvantartasi szamu kutatdsi szerzbdések is tamogatnak. A
szerz8k koszonetiiket fejezik ki a németorszagi BMF-nek, Bonn; a magyarorszdgi
OMFB-nek és FM-nek tamogatasukért, hiszen az eredmények megsziiletésében alapvetd
résziik volt. Koszonetiinket fejezziik ki a japan Meiji Seika Kaisha cégnek a bialaphos
herbicid hatéanyagért és dr. Purnhauser Laszlonak a CY—45 buza genotipus rendelke-
zéstinkre bocsatdsaért.
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