Lisztharmat indukdlta génexpresszid szoloben
OTKA K 77867

Dr. Kiss Erzsébet

A jelentésben Osszefoglalt eredményekbdl két angol nyelvii impakt faktoros cikk és Téth
Zs6fia magyar nyelvii PhD értekezése van késziiloben.

A kutatds fo célja a lisztharmatfertézés hatdsra bekovetkezd génexpresszids valtozasok
szabdlyozdsanak tanulmédnyozdsa volt szOloben. Microarray kisérlet eredményei
bizonyitottdk, hogy a lisztharmatfertdzés sok gén expresszidjat modositotta a Cabernet
sauvignon fajtdban (Vitis vinifera L.) és egyidejlileg megnovelte a szalicilsav szintjét a
levelekben (Fung et al. 2008, Winterhagen et al. 2008). Az is megfigyelhetd volt, hogy a
lisztharmatra reagal6 gének egy része a patogén nélkiil, szalicilsavval is indukélhato (Szabo et
al. 2007), ami arra utalt, hogy a fogékony Cabernet sauvignon sz6106 szalicilsav kozvetitésével
védekezik a lisztharmat-fert6zés ellen. Ugyanakkor a lisztharmatfertézésre aktivalodé gének
egy része nem indukdlddott csak szalicilsavra, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
lisztharmat szalicilsavtdl fiiggetlen jelatviteli rendszert is aktival. A microarray adatok alapjan
azonositott, a lisztharmatra nem szalicilsavas szigndl atviteli dton reagdlé gének kozott
altalanos stresszgének pl.: sztilbén-szintdz, chalkon-flavonon izomerdz, ferulat-5-hidroxildz
mellett rezisztencidval kapcsolatos receptorkindz és transzkripcios faktor gének (WRKY71,
NAM) is voltak. A NAM fehérjét kédolé gén nagy hasonlésdgot mutatott az Arabidopsis
ATAF1 génnel, amely sok stresszel kapcsolatos transzkripcids faktornak {6 reguldtora (Lu et
al. 2007). Azt is bizonyitottak, hogy a lisztharmat-penetrancidval szembeni rezisztencidban is
szerepe van (Jensen et al. 2007).

A tovabbiakban NAC-nak nevezett transzkripcios faktor gén expresszidjanak vizsgélata volt a
K 77867 jelit OTKA kutatés célja.

A NAM, ATAF és CUC néven is emlitett NAC gének 100-ndl tobb tagot szamlalo
szupercsalddot alkotnak a kiilonboz6 novényfajokban és a patogén/stressz-valaszok mellett
(Collinge és Boller 2001; Hegedus et al. 2003; Tran et al. 2004; Selth et al. 2005;)
bizonyitottdk a szerepiiket a hajtdsmerisztéma (Weir et al. 2004), virdgprimordium
(Sablowski és Meyerowitz 1998), embriéfejlodés (Duval et al. 2002), a levéloregedés (Guo et
al. 2006) szabdlyozasdban. Kutatdsunk célja az volt, hogy megismerjiik a NAC transzkripcios
faktor gén lisztharmat elleni védekezésben betoltott szerepét, miikodésének hatterét. Ehhez a
kovetkezd négy kérdés megvalaszoldsara torekedtiink:

1. A szalicilsav (SA) jelenléte, a szalicilsavas jeldtviteli rendszer miikddése sziikséges-e
a NAC gén indukdldsdhoz lisztharmatfert6zés soran?

2. Mely regulator elemek lehetnek feleldsek az indukcidért a NAC prométerben?

3. Az Arabidopsis anac042 mutansban komplementalhat6-e a gén funkcidja a Vitis NAC
génnel (az ANAC a Vitis NAC ortolégja)?

4. A NAC gén tulexpresszaltatisa vagy elcsendesitése eredményez-e tolerancidt vagy
rezisztenciat a Vitis vinifera cv. Chardonnay sz6l6ben?




Hogy meghatarozzuk, hogy a NAC gén lisztharmat hatasara bekovetkezo indukcidja fiigg-e a
szalicilsavtol, a gén promoéterét izoldltuk. A microarray-ben megfigyelt Affymetrix kod
(1613141 _at) alapjan azonositott VvNAC mRNS szekvencidjat a Grape Genome Browser-
Genoscope adatbazisdba illesztettiik, ahol a BLAST eredménye a GSVIVT00018864001 kodu
NAC transzkripcids faktor gént azonositotta. A Grape Genome Browser szekvenica alapjan a
gén "ATG’ start kédja elotti régidra tervezett Vv3989 F 5-
CACCTCAATCACACTCAAAAACCA-3’ és a Vv_24 R 5-AGTGCTAGTCTTCTCCA-
CCTCCAT-3’ primerekkel egy ~4000 bp hosszii DNS fragmentumot szaporitottunk fel Vitis
vinifera cv. Cabernet Sauvignon fajtdbdl. A DNS szakaszt Gateway® technolégidval
(Invitrogen) a bar (bialaphos rezisztencia) szelekcids markert és GUS riportergént tartalmazo
pGWB633 bindris vektorba (Nakamura et al. 2010) klénoztuk. A vektort Agrobacterium
tumefaciens GV3101 pMP90-es torzsébe juttatva egy Wassilewskija (WS) okotipusd vad és
két szalicilsav-jelatvitelben gatolt (WS-niml-1 szalicilsav-jelatvitel blokkolt mutdns; WS-
nahG szalicilat-hidroxildz enzimet kédolé gént tartalmazo transzgénikus) (Ryals et al. 1997;
Gaffney et al. 1993) Arabidopsis vonalat transzforméltunk, amihez a ,,floral dip” (Clough és
Bent 1998) moddszert alkalmaztuk, amellyel megfeleld hatékonysiggal, szovettenyésztés
nélkiil lehet transzgénikus magokat kapni. A magokat Petri csészében, nedves COMPO
SANA foldbe vetettiik és jarovizdcié céljabol 2 napon at sotétben, 4°C-on tartottuk. A
kicsirdzott novényeket 100 lux fehér fény alatt, hosszi nappalos megvildgitds mellett 22°C-on
neveltiik. A 7 napos csirandvényeket gliifozinat tartalmu Finale vegyszerrel permeteztiik. A
bialaphos rezisztenciagénnek kdszonhetden a transzgénikus novények tilélik a permetezést,
igy a pozitiv transzformédnsokat kivdlogattuk. Atiiltetést kovetden PCR-rel teszteltiik a
transzgén jelenlétét pozitiv és negativ kontrollok jelenlétében. A PCR-rel is igazolt pozitiv
transzformédnsokat felneveltiik, és magot gyljtottiink réluk. A kovetkezd generacid
permetezését kovetden igazolhatd, hogy vannak-e olyan transzformédnsok, melyek egy
kopidban tartalmazzdk a transzgént. A kovetkezd generdcidt lepermeteztiik, és ha 3:1
ardnyban tuléltek és elpusztultak a novények, akkor a tulélok biztosan egy kopidban
tartalmaztdk a transzgént. A tiléloket kivédlogattuk, atiiltettiik és felneveltiik. Ezek utédainak
a lepermetezését kovetden megallapithatd volt, hogy mely novények homo- és melyek
heterozigdtdk a transzgénre. A homozigéta transzformansokat kivalogattuk és felneveltiik.
Vizsgélatainkhoz a T4-es generaciét hasznéltuk. Eldzetes vizsgélataink sordn mindhdrom
tipusu transzgénikus novényben kornyezeti hatdsoktdl mentes alapexpressziét azonositottunk,
amihez hisztokémiai GUS festés moddszerét hasznaltuk (Jefferson et al. 1987). A
mikroszkopos vizsgdlatok soran megfigyeltiik, hogy mindhdrom tipusi névény mindhdrom
vonala alapszinten expresszdlja a GUS-t, a GUS kifejezddése leginkdbb a vaszkuldris
szovetekben, a levélszOrokben, a fejlodd/fiatal levelekben, becokben €s merisztémédkban volt
azonosithaté (1. dbra).



1. abra GUS alap-kifejez6dése a transzformédns novényekben. A) merisztéméak B) fiatal becé C) levélsz6r D)
fiatal fejlédo hajtas E) vaszkuldris szovet.

Az eredmények alapjan - irodalmi adatokkal 6sszhangban - feltételezhetd, hogy a NAC
transzkripcids faktor valamely mds alap-metabolikus funkciét is elldt a névényben, amihez
sem a szalicilsav jelenlétére, sem pedig a szalicilsavas jeldtviteli rendszer miikodésére nincsen
sziikség (1. tdbldzat). A lisztharmat elleni védekezésben betoltott szerepét viszont gombaval
val6 fert6zést kovetden bizonyitottuk. Négy hetes T4-es novényeket kétféle lisztharmattal
(dohény lisztharmat, Golovinomyces orontii; paradicsom lisztharmat, Oidium neolycopersici)
fertoztiik, melyeket 11 nap utdn hisztokémiai GUS festéssel vizsgaltunk. Mikroszképos
megfigyeléseink sordn a megnovekedett GUS expresszidt leginkdbb a novénynek azokon a
teriiletein figyeltilk meg, ahol a novény érintkezett a gombdval (2. dbra). A 2. dbrdn a GUS-
szinétdl eltérd drnyalatd kék szin a gyapot-kék festékkel megfestett hausztériumokat mutatja.
Jelentds a GUS kifejez0dése a gomba dltal fejlesztett hausztériumokat koriildleld novényi
sejtekben (2. dbra). Mivel ezt a jelenséget mindhdrom tipusu transzgénikus ndvényben
azonositottuk, arra kovetkeztethetiink, hogy a szalicilsav jelenléte, sem a szailcilsavas
jelatviteli rendszer mitkddése nem sziikséges a gomba és a NAC transzkripcids faktor kozti
kapcsolat kialakuldsahoz (1. tdbldzat). Az indukcidhoz valamely maés jelatviteli rendszer, vagy
jelmolekula a felelds.

A sz0816b0l szarmaz6é VYNAC transzkripcids faktor mellett az Arabidopsis sajit ANAC042
(AT2G43000) gén promdterét is megvizsgaltuk. A gén *ATG’ start kddja elott régidbdl a
At3824 F 5’CACCTTACAGCGAGGGAGATAATGA3Z’ és At_10 R
S’TCGATCTCTTTAGAACACCAATCA3Z’ primerekkel (TAIR adatbézis alapjan tervezett)
egy kozel 4000 bp fragmentumot szaporitottunk fel. A DNS-t az el6bbiekben emlitett mddon
klénoztuk, majd transzformaltuk a mar emlitett harom tipusi (WS-0, WS-nimlI-1, WS-nahG)
Arabidopsis-t.



1. tablazat Hisztokémiai festéssel azonositott GUS expresszi6 két kiilonboz6 stadiumu levélben alfertdzést és
fertézést kovetden Arabidopsis-ban (vad/WS-0, WS-nimli-1 és WS-nahG mutansok).
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2. abra GUS megnovekedett expresszidja a fertdzott novényekben. Golovinomyces orontii-vel (A) Oidium
neolycopersici-vel (B) fert6zott transzgénikus levelek és mikroszkdpos abrak a fert6zés helyérol.

T4-es transzgénikus novényeket vizsgélva azt tapasztaltuk, hogy mindhdrom tipust névény
expresszdlja a GUS-t, ami azt jelenti, hogy az ANAC042 gén alapexpresszidjdhoz nem
sziikséges sem a szalicilsav jelenléte, sem a SA jelétviteli rendszer mitkodése. Az eredmény
0sszhangban 4ll Saga et al. (2010) megfigyeléseivel, amelyek szerint a NAC transzkripcids
faktor miikodése nem csokkent a szalicilsav-mentes mutdns novényben. A GUS kifejezddése
viszont némiképp eltért a Vitis NAC promoéter altal irdnyitott expressziotol, mert az
ANACO042::GUS transzformdnsok a levélszélen Osszefliggden expresszdljdk a GUS-t a
VWNAC::GUS csak a levélcsicsokon (3. dbra). A gyokerek festddésében is tapasztaltunk
kiillonbséget. Az ANAC042::GUS a gyokércsicsokban is miikodott, mig a VNAC::GUS nem
(3. abra).

Az ANACO042 prométert tartalmazo transzformansok fert6zését kovetden a sz0816bdl szdrmazo
VvNAC prométer indukcidjahoz hasonl6 reakciét tapasztaltunk mindhdrom tipusi ndvényben.
A transzformdnsok GUS expresszidés novekedése leginkdbb a gombatelepekkel érintkezd
teriileteken volt kimutathat6. Az eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a szalicilsav és
a jelatviteli rendszer szintén nem sziikséges az ANAC042 gén és lisztharmat kozotti kapcsolat
1étrejottéhez.

Mindkét fajbdl szarmazé promoter esetében kontroll ndvényként olyan transzgénikus
novényeket is  elddllitottunk, amelyeket prométer-mentes pGWB633  vektorral
transzforméltunk. A prométer helyén egy 23 bp hosszid oligd taldlhaté a GUS eldtt, igy a
kontroll a promoétereket tartalmazé novényektdl mindossze a vizsgélt promodter hatdsdban
kiilonbozik.
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3. abra A Vitis NAC prométer és Arabidopsis ANAC042 prométer dltal irdnyitott GUS megnyilvanulds kozti
kiilonbség a levélben (A.1) Vitis NAC prométer+GUS (B.1) Arabidopsis ANAC042 prométer+GUS, és
gyokérben (A.2) Vitis NAC prom6ter+GUS (B.2) Arabidopsis ANAC042 prométer+GUS.

A NAC transzkripcids faktor gén specifikus expresszids novekedése a fertdzés helyén és
annak a felfedezésnek az alapjdn, amelyben bizonyitottdk, hogy tobb patogén-fiiggd,
védekezésben szerepet jdtsz6 gén expresszidja leginkdbb a fert6zés helyén azonosithatd
(Chandran et al. 2010), kovetkeztethetiink arra, hogy ez a NAC transzkripcids faktor is vagy
a novény védelméért felelds, vagy a fert6zés helyén kialakulé endoreduplikdcidéban lehet
funkcigja (Chandran et al. 2013).

A felel6s regulator-elemek meghatdrozasdhoz olyan primereket terveztiink, amelyek révidebb
és rovidebb szakaszokat szaporitanak fel a ~4000 bp hosszu prométerbdl. A szakaszok egyre
kevesebb felelos cis-elemet tartalmaznak. A delécidkat egyesével GUS riportergénhez
(pGWB633 binaris vektor) kapcsoltunk és mindegyikkel Wassilewskija vad/WS-0 tipusu
Arabidopsis-t transzforméltunk. A novényeket az el6z6 részben emlitett mddon szelektdltuk
és a T4-es novényeket vizsgiltuk. Hisztokémiai festést kovetden a novények kornyezeti
hatdstdl fiiggetleniil alapexpresszidt mutattak, mindegyik delécié miikodtette a GUS-t, kivéve
a 257 bp hosszé fragmentumot, amely mar nem tartalmazza az alap-expresszidért felelds
elemet. Az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a minimélis promoéterhosszasag 1175
bp. A NAC prométer szekvencidjat (Grape Genome Browser-Genoscope szekvencia) a
PLACE adatbazis segitségével elemeztiik, a mér publikdlt cis-elemeket azonositottuk (Higo et
al. 1999, (Fujita et al 2004, Saga et al. 2010) (2. tdblazat). Terviink, hogy a delécids vonalakat
tartalmazé transzgénikus novényeket is fertdzziik, és az indukciét vizsgdljuk. Emellett
mindegyik transzgénikus novény GUS enzim aktivitdsat mérjik (PNPG, spektrofotometrids
mérés) €s a teljes fehérje tartalmat meghatdrozzuk Bradford teszttel.

A komplementécids teszthez a transzgénikus novények elddllitdsa folyamatban van.



2. tablazat Azonositott cis-elemek a NAC prométer szekvencidjaban

Cis-elem Indukcié gz;lf :zlélrlr?ilt)\llz bp-ban az "ATG" start
"TTGACC’ Gomba-elicitor 99, 967, 1722, 3360
TTGAC Szalicilsav indukalt | 100, 485, 761, 968, 1317, 1599, 1723,
WRKY-koto 2752, 2934, 3360, 3708
"CTGACY’ Elicitor 2595, 3901
R "YTGTCWC’ Silencing-elem 2009, 3663
; 'GCCGCC’ Patogén/ERF" *-kot6 1297
2 442 1258, 1 1 1
g CAAAAA Patogén/so 2017, 24612%, 282(8): 373?,5’38566’ o
"TGACG’ Auxin / szalicilsav 270, 1751, 2751, 2927
ACTTTA Auxin 2393
"TGTCTC’ ARF *-ktd 2009, 3101, 3664
g | 'TACACNNG’ Abszcizinsav 844
g "AWTTCAAA’ Etilén 493, 1015, 1423, 2656, 3052, 3537
% "CCGAAA’ Hideg stressz 3090
é "AAACAAA’ Anaerob stressz 569, 897, 1575, 2273, 2586, 3492
% *ACGTG’ Fényhiany stressz 1756, 2929

A palyazat sordan a Budapesti Corvinus Egyetem, Genetika és novénynemesités tanszékén
kordbban mar transzformalt sejttenyészetek eldallitdsara kidolgozott regeneracids, szelekcids
rendszert alkalmaztuk. El6zetesen portokbdl inditottuk az embriogén kultirdkat, a portokokat
tiveghdzban hajtatott dugvanyokon 1év0 virdgriigyekbdl gyiijtottiik a virdgzas eldtt. A kozel
azonos fenofdzisban 1év§ virdgzatokat 1-3 napig 4°C-on hiit6ben tdroltuk. A virdgbimbdkat
natrium-hipoklorit oldatban (Chlorox 15 %) 10 percig fertdtlenitettiik, majd haromszor 10
percre desztilldlt vizbe meritettiik, majd landzsatli és csipesz segitségével sztereomikroszkop
alatt bontottuk szét. A kiprepardlt portokokat a portoknyéllel egyiitt taptalajra helyeztiik (Petri
csészénként 50-et). Az embriogén kallusz indukdldsdhoz az MSE (Mozsar és Siile 1994) és
MST (Olah et al. 2003) jelolésti taptalajokat hasznaltunk. Az MSE téptalaj a Murashige és
Skoog (1962) altal leirt komponensek mellett 20 g/l szacharézt, 70 mg/l Fe-EDTA-t, 1,1 mg/1




2,4-D-t (2,4-diklorfenoxi-ecetsav) és 8 g/l Oxoid agart tartalmazott (pH 5,8), amelyet az MSE
taptalajndl 0,1 mg/l BAP-al (6-benzilaminopurin) az MST téptalajnal 0,05 mg/l TDZ-vel
(thidiazuron {1-phenyl-3-(1,2,3-thidiazol-5-yl)-urea}) egészitettiink ki.

A tenyészeteket inditds utdn két honapig 26°C-on sotétben inkubdltuk és a portokokon
fejlodo kalluszt havonta értékeltiik. 6 honap elteltével sikeresen izoldltunk embriogén kalluszt
a vizsgalt fajtakbol. A kisérletekhez sziikséges megfeleld mindségli és mennyiségli embriogén
kallusz biztositdsdhoz a portokon nyert embriogén tenyészetek homogenizaldsit €s gyors
felszaporitasat naftoxi-ecetsav (5 M) tartalmu folyékony tdptalaj alkalmazdsaval végeztiik. A
kisérletben felhasznalt folyékony fél mennyiségli makroelemet tartalmazé MS tdptalaj a
Mauro et al. dltal 1995-ben leirt mennyiségti maltézt és glicerint tartalmazta. Az embriogén
tenyészetek tovabbi szaporitdsa és fenntartisa MSE taptalajon, sotétben, 24°C-on, havonkénti
passzélassal tortént.

A Vitis-bol szarmazé NAC gént cDNS formdjdban egy csendesitd és egy tilexpresszald
plazmidba épitettiik, amihez a pHELLSGATEI12 (hairpin; csendesit) és pMDC32 (35S
promotert tartalmaz; tdlexpresszdl) bindris vektorokat hasznéltuk. A plazmidokat EHA105
Agrobacterium tumefaciens torzsbe juttattuk, majd ’Chardonnay’ és 'Richter 110’ sz010 fajta
embriogén tenyészeteket transzformdltunk. A kokultivaciés 1d6 (két nap) utdn az
agrobaktériumot carbenicillin és cefotaxim antibiotikumok felhasznédldsdval elimindltuk és a
tenyészeteket MS taptalajra helyeztiik, amely fenolkdtd anyagot, antioxiddnst és szenet
tartalmazott. A szelekcidhoz a génkonstrukcidknak megfeleléen kanamicint é€s higromicint
hasznaltunk. Szomatikus embriogenezis indukdldsdhoz félmennyiségli makroelemet
tartalmazé MS taptalajt alkalmaztunk, 10 g/l szachar6ézzal €s 6 g/l agarral kiegészitve. Az
embriogenezis inditdsat kovetden 2 hét utdn kezdtilk el az embrigén tenyészetekkel a
transzformécids kisérleteket. A kalluszok felszinére agrobatérium szuszpenzidt juttatunk
pipettaval, majd 2 nap egyiitt-tenyésztést kovetden 200 mg/l carbenicillinnel és 300 mg/l
cefotaximmal, fenol-kotd vegyiilettel és szelekcids dgenssel kiegészitett hormonmentes fél
MS téptalajra helyeztiik, majd havonta friss taptalajra passzéltuk. 4-10 honap elteltével a
folyamatosan regenerdl6dd tenyészeteket fényre helyeztilk. Néhany tenyészetnél aktiv szén
hasznalatdval sikeriilt indukélni az embri6fejlédést. Esetenként a regeneracié sordn problémat
jelentett az agrobaktériummal torténd visszafert6zddés. Megoldasként emeltiik a felhasznalt
két antibiotikum koncentracigjat a taptalajban, illetve kiegészitésként timentint is
alkalmaztunk, és sziikség esetén hasonld Osszetételi folyékony téaptalajban kezeltik a
ndvényanyagot.



4. dbra. Transzformalt embriok fejlodése 5. ébra. Transzformalt novények
sotétben, aktiv szenet tartalmazé taptalajon.  regenerdcidja fényen.

Az egyes transzformécids eseményekbdl valtozé szamban (5-15) regenerdltunk novény
vonalakat (4. és 5. dbra). A novények fenntartdsa sordn a NAC tiltermeld konstrukcidval
transzformdlt 'Richter 110" novények esetében hajtiscsics elhalds jelentkezett, illetve a
rendellenes novekedési, ’torpe’ novények is megjelentek, igy ezeket a kisérletekbdl kizartuk
(6. dbra). Ugyanezzel a konstrukcidval transzformadlt 'Chardonnay' novények szintén lassibb
regenerdciot és gyengébb fejlodést mutattak.

6. abra. Rendellenes fejlédésti NAC tiltermel konstrukciéval transzformalt *Richter 110° novény.

A fenntartott vonalak leveleibdl DNS-t izoldltunk Zenogene DNS izoldlé kit
felhasznalasaval. A DNS koncentraciét Nanodroppal ellendriztik. A DNS szakaszok
beépiilését specifikus primerek felhaszndldsaval PCR reakcidval ellendriztik. Az
Agrobacterium vektor jelenlétét illetve sikeres elimindcidjiat a transzformalt névényekben
agrobaktérium specifikus primerekkel ellendriztiik (Sawada et al. 1995). A reakciot kdvetden
1% -os agar6z gélen futtattuk meg a PCR termékeket (7-8. abrak).
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7. dbra. Nptll szelekci6és marker gén 700 bp-os szakaszanak amplifikdciéja a regeneralt sz616 novények DNS-
ébol. (M: marker, 0: DNS mentes negativ kontroll. K: nem transzformalt ‘Richter 110’ n6vény, P: klénozé
plazmid , 1-20: fiiggetlen regenerélt sz616 vonalak).

M 1 oP2 OC 102 3 4 5 6 7T R % I 1112 13 14 15 16 17

8. dbra. NAC csendesité génkonstrukci6 321 bp hosszisagu szakaszanak felszaporitdsa a regeneralt
novények DNS-ébdl. ( M: marker, P1, P2: pozitiv kontroll, plazmid, C: nem transzformalt ‘Chardonnay’ névény.
1-17: fiiggetlen regeneralt novényi vonalak).

Az eredmények 4ltal bizonyitott pozitiv transzformansokbdl kétriigyes hajtasokat
szaporitottunk fel hormonmentes fél mennyiségli makroelemeket tartalmazé MS téptalajon.
Az akklimatizaci6 soran steril, csapvizzel (pH: 5,8) nedvesitett 1-1,5 cm magassagig perlittel
toltott tenyészedényekbe helyeztiikk a hajtdscsucsokat, majd egyrétegli foliaval lefedtiik (9.
abra). A gyokereztetés fényszobdban tortént, ahol hetente a félia fokozatos megnyitdsaval
kezdtik meg a novények edzését. Gyokeresedés utdn a megfeleld hajtdshossz eléréséig
tdpoldatot haszndltuk, majd perlit és fold 1:1 ardnyd keverékébe iiltettiik (10. dbra).

9. abra. Transzformalt novények akklimatizacidjanak elsd szakasza perlitben.
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10. dbra. Transzformalt novények akklimatizacidja iiveghdzban.

A jol fejlodd, tobb hajtdssal rendelkezd egyedeket fertdztiik Erysiphe necator sz0l0
lisztharmattal. A 10 napos fertdz€s alatt random mintdkon a gomba micélium levélfelszinen
torténd megjelenését és a sporazds mértékét vizsgaltuk mikroszkép alatt (11. dbra). 10 napos
fertdzést kovetden értékeltiik a transzformédns novények tiineteit a kontrollhoz képest. A
vizsgdlatok alapjan a kontroll és transzformalt novények fenotipusosan nem mutattak

statisztikailag is értékelhetd kiillonbségeket.

11. dbra. Mesterséges fert6zés hatasara a lisztharmatfert6zés tiinetei megjelentek a vizsgalt
novények levelein
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