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Palyazat cime: Kloroplaszt mutansok alkalmazasa GM novények kornyezeti
kockazatbecslésében

Projekt zaro szakmai beszamolo

1. Altalanos bevezetés

A leglijabb tanszplasztomikus technologidval eléallitott GM ndvényekkel foly6 intenziv kutatdsok
arra engednek kovetkeztetni, hogy a dohanyon kiviil hamarosan mas, gazdasagilag jelentds
novényeknél is megjelenik a technoldgia alkalmazasa. A modszer tUjdonsdga miatt
kornyezetbiztonsagi adatok, amelyek koziil a legjelentdsebb a transzgén nem-kivanatos elterjedése,
gazdasagilag fontos ndvények esetén még nem allnak rendelkezésre. Palyazatunk célja volt
génsodrodas kockézatbecslésére alkalmas rendszer kidolgozasa kloroplaszt mutdnsok segitségével
egy gazdasagilag fontos pillangds ndvényben, a lucernaban. A javasolt projekt Gjszeriisége abban
rejlett, hogy a génsodrodas vizsgalatdhoz a GM novényeket a kloroplaszt mutans novényekkel
kivantuk helyettesiteni, igy a kdrnyezeti kockazat mar a vizsgalati fazisban kizarhato.

A novények nagy részében a kloroplasztisz anyai uton 6roklodik, a lucerna azonban azon ritka
novényfajok egyike, amely kloroplasztiszat anyai €és apai Uton is képes atorokiteni utddaira. A
kloroplasztiszban talalhaté mutéciok jelzé génként alkalmazhatok a kloroplasztiszok 6roklédésének
vizsgalatara. Kornyezeti kockazat felmérési kisérleteinkhez altalunk izolalt, plasztiszban lokalizalt
spektinomycin rezisztenciat hordoz6 novényeket alkalmaztunk. A mutacidt markerként hasznaltuk,
amelynek segitségével kiilonbozé kereskedelmi lucernafajtdkkal torténd keresztezésekben
vizsgaltuk a spektinomycin rezisztencia utdédokban valé megjelenését.

2. Részletes zarajelentés
2.1. Spectinomycin rezisztens mutansok

2.1.1. Mutansok izolalasa és a mutacio azonositasa

Medicago sativa RegenSY tetraploid lucernavonal levelébdl szdvettenyészetben, szomatikus
embriogenezisen keresztiil, spektinomycin jelenlétében spontan antibiotikum rezisztens vonalakat
(SpecR) izolaltunk. Szovettenyésztéshez a kiindulasi anyagaink ndvényhazban nevelt, vegetativan
szaporitott lucerna ndovények (Medicago sativa RegenSY) fiatal levelei voltak. A leveleket
sterilezés utan a féérre merdlegesen 3-4mm-es csikokra vagtuk. A levéldarabkédkat Gamborg B5h
(Duchefa) taptalajra helyeztiik, amelyet kiegészitettiink aminosavakkal (adenin, szerin, glutamin és
L-glutation), hormonokkal (kinetin és 2,4D) és spectinomycinnel. A levéldarabokat ezen a kallusz
indukalé B5h taptalajon tartottuk két hetenkénti atrakassal addig, amig a spectinomycin mentes
kontrollon embridk jelentek meg. Ezutan MMSN téptalajra helyeztik az elkalluszosodott
explantokat. Az elfehéredd fejloédé embridkat eltdvolitottuk a kalluszokrél, mig azokbol az
embriokbol, melyek zoldek maradtak, teljes ndvényt regenerdltattunk hormonmentes
spektinomycint tartalmazé MS taptalajon. A regenerdltatds sordn csak a vad tipusra hasonlitd
ndvényeket tartottuk meg. A SpecR ndvények homoplasztomikussa tételét a regeneralt novények
szOvettenyészetben, spektinomycin jelenlétében tortént haromszori, egymast kovetd tjra
regeneraltatasaval értiik el.

A génbanki szekvencia hidnyaban eldszor a vad tipust trn-V — rps12 régio szekvenciajat hataroztuk
meg, amely magéba foglalja a 16S rRNS gént is (Accession: JX 185400 ). A mutdns azonositdshoz
a spektinomycin rezisztens novényekbdl DNS-t izolaltunk és a szekvencia ismeretében tervezett



16S riboszomalis RNS (rRNS) gén-specifikus primerparokkal PCR fragmenteket készitettiink. A
kapott fragmenteket megszekvenaltattuk és a szekvencidkat dsszehasonlitottuk a vad tipust lucerna
szekvenciaval, illetve egyéb génbanki szekvencidkkal, els6sorban a Medicago truncatula
kloroplaszt DNS szekvencidval, amit a tovabbiakban is referenciaként hasznaltunk (Génbank
azonositd NC 003119).

Osszesen 31 spektinomycin rezisztens lucernavonalat izolaltunk, amelyekben azonositottuk a
mutaciét. A mutdciok a RegenSY 16SRNS gén két régiojaba (1014-1018 ¢és 1138-1142)
lokalizalodtak (1. tablazat), ezek megfelelnek a spektinomycin kdtohelynek, ami a gén konzervativ

crer

Ms RegenSY Vad tipusu Osszes mutins Baziscsere Vonalak Mutans
16S rRNS régio szekvencia szama szekvenciak
1014-1018 CGTCA 26 G-C 20 CCTCA

C-A 4 CGTAA
C-T 2 CGTTA
1138-1142 TGACG 5 A-T 1 TGTCA
C-G 3 TGAGG

1.tablazat

A spectinomycin kdtohely megvaltozasa miatt a ndvények rezisztenssé valtak az antibiotikumra,
amely a vad tipusu (azaz spektinomycin érzékeny) ndvények kifehéredését, majd pusztulasat
okozza, a fehérjeszintézis gatldsa miatt, a mutans novényekben a kotbhely valtozasa miatt a
spektinomycin nem képes kotddni a 16S RNS-hez, igy a ndvényekben a kloroplaszt fehérjeszintézis
valtozatlanul folyik az antibiotikum jelenlétében is.

1. abra: a mutans régidkat piros nyillal jeloltiik

2.1.2. A muticié oroklédése és a homoplasztomikus mutiansok jellemzése

A haromszoros re-regenerdcié utdn nyert homoplasztomikus vonalakat tiveghdzba iiltettiik és
elvégeztiik a fenotipus vizsgalatukat. A 31 azonositott SpecR mutaciot hordozo vonalbol 27
normalis fenotipusu volt, semmilyen szempontbdl nem kiiloniilt el a kiindulasi RegenSY vonaltol.
Osszesen négy rendellenes vonalat talaltunk, ebbdl harom a normalistol eltérd fenotipust levéllel
rendelkezett (2. abra), nagyon kevés és infertilis virag fejlodott rajtuk és fokozottan érzékenyek
voltak néhany biotikus (kérokozok, elsdsorban gombdk) és abiotikus (talaj viztartalma) tényezdvel



szemben. A harmadik vonal levélformdja normalis, de a vad tipushoz képest kisebb, vékonyabb és
halvanyabb szinli leveleket hoz. A fokozott érzékenység a nedvességgel szemben erre a vonalra is
jellemzd, de ez normalis, fertilis virdgokat produkalt. A tovabbi vizsgalatokbol ezt a négy vonalat
kizartuk.

2.abra: vad tipusu €és a morfologiailag eltérd levél és teljes ndvény

Feltételeztiik, hogy az eltérd fenotipus nem a 16S rRNS génben, hanem masutt (kromoszéma)
bekovetkezett valtozas eredménye, ezért ezzel a négy vonallal a palyazat keretén belil a
tovabbiakban nem foglalkoztunk. A 27 vonal esetében sem méretbeli sem szinbeli eltérést nem
tapasztaltunk, de néhany random kivalasztott vonal esetében meghataroztuk a szarazanyag ¢€s a
klorofill tartalmat. Az adatok alapjan nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a vad tipusu novény és
a mutans vonalak k6zott a mért paraméterekben.

Kovetkezd 1épésként a SpecR mutaciod atorokithetdségét igazoltuk, oly moédon, hogy a viragokat
onbeporoztuk és a magokat spektinomycin jelenlétében csiraztattuk (3. dbra). A vizsgalt vonalakban
nem tapasztaltunk szegregaciot, a 100%-ban torténd atorokithetésége alapjan igazoltuk, hogy a
spektinomycin rezisztencidt ezekben a vonalakban a 16S rRNS génben bekdvetkezett mutacid
okozza.

MsRegenSY-T2 No.seed Spectinomycin
line tested resistant
RegenSY-T2 9 0
MsRSY-SP24151 7 7
MsRSY-SP2911 11 11
MsRSY-SP3531 12 12
MsRSY-SP4251 11 11
MsRSY-SP5501 16 16
MsRSY-SP5502 10 10
MsRSY-SP5503 6 6
MsRSY-SP7141 3 3
MsRSY-SP7151 10 10
MsRSY-SP7171 10 10
MsRSY-SP8301 8 8
MsRSY-SP8401 3 3
MsRSY-SP9601 10 10
MsRSY-SP10401 9 9
MsRSY-SP15131 10 10
MsRSY-SP15232 12 12
MsRSY-SP18291 10 10

3.4abra: a spectinomycin rezisztencia atdroklésének igazolasa

2.2.Keresztez6 partnerek

2.2.1. Fajtak kivalasztasa

A keresztezd partnerek kivalasztasdhoz 3 kiilonb6zé nemesitési helyrdl (Kisvarda, Kompolt és
Szarvas) szarmazé 20 kereskedelmi fajtat hasznaltunk: Ad¢l, Alexandra, Anna, Hunor, Irisz, Jozso,
Kaékai legeld, Kisvarda, Klaudia, KM-Agro, KM-Gyongy, KM-Norbert, Kdrds, Lily, Maraton,
Solar, Szarvasi, Szapko, Verko6, Viktoria. Minden fajtdbol 50-50 magot vetettiink, majd a
névényekbdl DNS izolaltunk, amit a kloroplaszt polimorfizmus vizsgalatdhoz hasznaltunk.



2.2.2. Polimorfizmusok azonositasa

Feladatunk a megfeleld tetraploid keresztezd partnerek kivalasztasa volt, a RegenSY-hoz képest
polimorfizmust mutato6 régiok alapjan. Mivel a Medicago sativa kloroplaszt DNS teljes
szekvenciaja nem ismert, igy a markerek fejlesztéséhez a Medicago truncatula kloroplaszt DNS
szekvenciajat hasznaltuk alapul. A 16S rRNS gén a M¢ kloroplaszt DNS 25888-27378 pozicioi
kozott talalhatd, ezért a tobbi marker keresésénél az volt a szempontunk, hogy a teljes kloroplaszt
DNS-t tudjuk markerekkel jellemezni. Az NC 003119 Medicago truncatula génbanki szekvencia
alapjan, mar ismert polimorfizmusokat (AFLP vagy SNP) mutat6 régiokra primereket terveztiink,
majd ezekkel PCR-t végeztiink a vad tipusti Medicago sativa RegenSY vonalbdl és kereskedelmi
fajtak néhany kivalasztott egyedébdl. A kapott szekvenciak alapjan, a spektinomycin rezisztenciaval
egylitt, 7 markert alakitottunk ki, a markerek részletes leirasat a 2a. tdblazat, mig a markerek
kimutatdsanak modszerét a 2b. tdblazat tartalmazza.

Marker | Lokusz Pocizié Novény Szekvencia (5’ - 3”)
M1 trnH-ndhF’ 203 RY ttat - ---- attttattatataaatata G aat
KMNS5/KMN20 ttat TTTCT attttattatataaatata G aat
M26 rrnlé 26115 RY/KMNS5/KMN20 tggetgtc G tcagcetcgtge
RYI11 tggctgtc C tcagctcgtge
26117 RY/KMNS5/KMN20 tggetgtcgt C agctegtge
RYI15 tggctgtcgt A agctegtge
26240 RY/KMNS5/KMN20 tgaggatg A cgtcaagtcat
RY16 tgaggatg T cgtcaagtcat
26241 RY/KMNS5/KMN20 tgaggatga C gtcaagtcat
RY17 tgaggatga G gtcaagtcat
RY18 tgaggatga T gtcaagtcat
M39 trnl-rpl123 39155 RY gtaatttatttac - ------ gtaaaact
KMNS5 gtaatttatttac TTGTACT gtaaaact
M55 replication 55506 RY/KMNS hossz polimorfizmus
slippage” régio
Mo68 accD 67980 RY/KMNS hossz polimorfizmus
kddold régid
M73 ATPase 73868 RY
a alegység gaacgtctggaaataat C ccgggageggga
KMNS5 gaacgtctggaaataat A ccgggageggga
M90 trnC-petN intergenic 90494 RY cgaaa AATTCA ttagagaggat
régio KMNS5 cgaaa ------ ttagagaggat
M94 trnE-trnT intergenic 94073 RY ctggaacagg C gcggcattaac
régio KMNS5 ctggaacagg T gcggcattaac
2a.tablazat
Marker Primer par Tipus Kimutatas Enzim
M1 F: 5> GCGGATGTAGCCAAGTGGAT 3’ SNP CAPS Psil
R: 5’ GTATTCATCTTTTTAGTAATTTGTTATA 3’
M26 F: 5> TTCCAGTACGGCTACCTTGT 3’ SNP CAPS Ddel /Aattll
R: 5" GGAGTACGTTCGCAAGAATG 3’ -
M39 F: 5 GAACCCTACCTCCCATAAAGTC 3’ AFLP CAPS Rsal
R: 5’ GTCCTAGTTGATCCTGATTCGACA 3’
M55 F: 5 CAGAAGAAGCTCAAGCCCAC 3’ AFLP AFLP -
R: 5’ GGCGTAACAAACATTGTTGC 3’
M68 F: 5 ATAACAACTGTCGCAGGCAACCC 3’ AFLP AFLP -
R: 5’ TGCTTTCTGAAATCGGTATTGATAGTTCC 3’
M73 F: 5> ACCTGGTGGTCTTCGTAATA 3’ SNP CAPS Smal
R: 5’ GATTCCAAATTCAAAGCAAT 3’
M90 F: 5> TTCTAAGCATCGGGAAGTTT 3’ AFLP CAPS Apol
R: 5 ATAGTGGAATCGCTGGTACA 3’
M94 F: 5> TGATATGATTCGATCAGAAG 3’ SNP CAPS Hhal
R: 5 TCGGAATATTACTGTTGTCA 3’ AFLP

2b.tablazat



A markerek térképhelyzete a kloroplaszt DNS-n a 4. 4bra lathato, a megadott térképpoziciok a Mt
NC 003119 szekvencianak felelnek meg, kivéve az M55 markert, amelynek nincs megfeleldje
Medicago truncatula—ban (AF237707).
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4.abra: MsRY kloroplaszt markerek elhelyezkedése

Fajtanként 10 - 20 egyedbdl DNS-t izolaltunk, és a RegenSY-ra kialakitott kloroplaszt specifikus
markerek segitségével jellemeztiik a novényeket. A kapott eredményeket a 3. tablazatban foglaltuk
Ossze, amely megmutatja a kloroplaszt DNS haplotipusok szamat a kiilonboz6 fajtakban.

Fajta M1 M39 M55 M68 M73 M90 M94
Adél 1(20) 2(12) 6 (19) 2(22) 1(12) 1(20) 1(20)
Alex 1(20) 3(12) 5(13) 2(14) 1(11) 1(20) 4(10)
Anna 1(20) 3(12) 4(12) 3(12) 1(10) 1(20) 3 (10)
Hunor 1(20) 4(12) 5(19) 1(18) 1(12) 1(20) 1(32)
Trisz 1(20) 3(12) 4(12) 2 (14) 1(11) 1(20) 2(11)
Jozsé 1(20) 3(12) 4(19) 1(12) 1(12) 1(20) 1(12)
Kakai legelé 1(20) 3(12) 5(15) 2(12) 2(8) 1(20) 4(10)
Kisvarda 1(20) 3(12) 6 (24) 1(12) 1(12) 1(20) 1(12)
Klaudia 1(20) 5(15) 5(23) 2(20) 1(12) 1(20) 2(32)
Koros 1(20) 3(12) 4(14) 1(12) 1(12) 1(20) 1(12)
Lily 1(20) 3 (10) 4(13) 2(15) 1(12) 1(20) 2(10)
KM-Agro 1(20) 3(12) 5(17) 3(20) 1(12) 1(20) 2(32)
KM-Gybngy 1(20) 3(12) 4(18) 1(10) 1(11) 1(20) 1(11)
KM-Norbert 1(20) 3(12) 5(19) 1(14) 1(12) 1(20) 1(12)
Maraton 1(20) 3(12) 3 (15) 1(12) 1(13) 1(20) 1(12)
Solar 1(20) 3(11) 6 (16) 1(22) 1(12) 1(20) 1(30)
Szapké 1(20) 3 (10) 4(19) 2(12) 1(12) 1(12) 1(12)
Szarvasi 1(20) 3(12) 4(20) 1(12) 1(12) 1(12) 1(12)
Verké 1(20) 5(12) 5(18) 2(20) 1(12) 1(20) 1(20)
Viktoria 1(20) 2(12) 5(19) 1(12) 1(10) 1(12) 1(12)

3.tablazat



2.2.3. Megfelelo keresztezoé partnerek (vonalak) kivalasztasa

A kapott eredmények alapjan kivalasztottuk azokat a RegenSY-nal szemben polimorfizmust mutato
egyedeket amelyeknél minimum 3 marker alapjan jol azonosithatd polimorfizmust talaltunk. A
tovabbiakban ezeket az egyedeket hasznaltuk keresztezd partnerként a SpecR mutansokhoz.

2.3. Keresztezések

2.3.1. Mutansok és keresztezo vonalak vegetativ szaporitasa

A kloroplaszt oroklésmenet, azaz a spektinomycin rezisztencia vizsgalatdhoz sziikséges
tesztpopulaciok létrehozdsdhoz a mutdns vonalakat és a kereskedelmi fajtakbol kivalasztott
egyedeket, melyek a kivalasztott kloroplaszt régioban polimorfizmust mutattak a RegenSY-hoz
képest vegetativ Giton felszaporitottuk (minimum 3 egyed vonalanként).

2.3.2. Keresztezések elvégzése

A keresztezéseket manudlisan végeztilk, az Onbeporzddast az anyandvény virdganak etanolos
kezelésével akadalyoztuk meg (az 51%-os etanol elpusztitja a pollent, de a virdg tobbi része nem
szenved karosodast), igy az apandvény pollenjét manudlisan a bibére juttatva létrejon a
megtermékenytilés és magképzddés.

A keresztezésekhez 18 mutins novényt és 18 kereskedelmi fajtdbdl szarmazod 46 vonalat
hasznaltunk. A mutdns vonalak jel6lése és a kimutatasi modszerek a 4. tablazatban lathatok.

Vonal Pozicié Szekvencia | Mutaci6 Restrikcios hely Muténs vonal
jelolés valtozas
vad tipus 1013-1018 | CGTCAG
RY1 1014 CCTCAG Ddel + SP131
RY2 1014 CCTCAG Ddel + SP151
RY3 1014 CCTCAG Ddel + SP1111
RY4 1014 CCTCAG Ddel + SP232
RYS 1014 CCTCAG Ddel + SP5501
RY6 1014 CCTCAG Ddel + SP631
RY7 1014 CCTCAG Ddel + SPI11
RYS 1014 CCTCAG Ddel + SP9601
RY9 1014 CCTCAG Ddel + SP1041
RY10 1014 CCTCAG Ddel + SP18291
RY11 1014 CCTCAG Ddel + SP2491
RY12 1014 CCTCAG Ddel + SP24101
RY13 1014 CCTCAG Ddel + SP24151
RY14 1014 CCTCAG Ddel + SP3531
RY15 1016 CGTAAG - SP4251
vad tipus 1138-1144 | TGACGTC
RY16 1140 TGTCGTC Aatll- SP8401
RY17 1141 TGAGGTC Aatll - SP8301
RY18 1141 TGATGTC Aatll - SP171

4.tablazat

A kereskedelmi fajtdkbol az Anna és a Lily kivételével legalabb 1 vonallal szerepelt minden fajta
keresztezd partnerként.

Osszesen t6bb mint 600 keresztezést végeztiink, azonban magot csak 190 keresztezés
eredményezett, amelyekben mutdns névény 101-ben szerepelt anyaként, mig 89-ben apaként. Az
Osszesitést az 5. tablazat mutatja.



Mutins anya Vad tipusu anya
X X Osszes
vad tipusu pollen mutans pollen
Osszes keresztezés 101 89 190
Magok szama 2316 2589 4905

5. tablazat

A magok szdma keresztezésenként erdsen valtozott, talaltunk ,,j0o” kombindciokat, amelyek
nagyszamu magot eredményeztek, mig voltak ,rossz” kombinacidk, amelyekbdl tobbszori
probalkozasra sem tudtunk magot fogni. A kloroplaszt 6roklédésének szempontjabol kiértékelhetd
keresztezésnek itéltiik azokat, amelyekbdl legalabb az egyik iranyu keresztezésben minimum 10
magot nyertiink. A magokat kénsavas kezelés utan sterileztiik, majd vizes agaron csiraztattuk. A
csirandvényeket Jiffy-ben novesztettiik, és csak a DNS izolalashoz sziikséges mintavétel utan (a
masodik valodi levelek megjelenése utan) keriiltek kitiltetésre az liveghdzba.

2.3.3. Keresztezések kiértékelése

A keresztezések kiértékeléséhez az utdodnovényekbdl DNS-t izolaltunk, a megfelelé primerekkel
PCR-t végeztiink és az Osszes F1 utdodban azonositottuk a spektinomycin rezisztencia markert a
masodik kifejlett levélben. Néhany keresztezésben tobb mintat és tobb markert is analizaltunk.
Osszesen 18 SpecR mutins RegenSY vonal és 18 kereskedelmi fajta 46 kivalasztott vonalanak
keresztezésébdl szarmazd utddot vizsgaltunk meg a mutacid szempontjabol. Az eredményeket az 6.
tablazatban tiintettiik fel.

Keresztezés Reciprok keresztezés
Sziil6k F1 utodok Sziil6k F1 utodok
genotipus genotipus
Anya Pollen M |P | M |3 Anya Pollen M P M+P | =
Adél 120 RY6 18 18 RY6 Adél 120 15 1 16
Adél 125 RY1 2 | 8 10 RY1 Adél 125 7 5 3 15
Alex 96 RY13 2 |11 1 14 RY13 Alex 96 8 5 1 14
Hunor 152 RY13 1 | 34 1 36 RY13 Hunor 152 11 11 3 25
Irisz 18 RY5 20 20 RY17 frisz 18 10 8 18
Irisz 224 RYS 1|11 1 13 RYS frisz 224 7 4 2 13
Jozso 10 RY5,RY12, 7 |13 1 21 RY5, RY12, Jozs6 10 12 11 5 28
RY15,RY17 RY15, RY17
Jozso 31 RY15,RY17 5 7 12 RYS5, RY15, Jozs6 31 8 2 1 11
RY17
Kakai legelé 76 | RY17 1|11 1 13 RY17 Kakai legel6 76 9 7 1 17
Kisvarda 26 RY1,RY3,RYS5, | 4 | 26 1 31 RY1, RY3, Kisvarda 26 16 12 1 29
RY15,RY17 RY17
Kisvarda 270 RY4 10 1 11 RY4 Kisvarda 26 14 3 17
Klaudia 166 RY17 6 |11 2 19 RY17 Klaudia 166 30 2 32
Klaudia 179 RY7 6 |11 17 RY7 Klaudia 179 6 12 4 22
KMA 14 RY17 11 11 RY9, RY17 KMA 14 5 3 5 13
KMA22 RY11 5|14 19 RY11 KMA22 4 7 11
KMG 191 RY7 2 |10 12 RY7 KMG 191 4 3 3 10




KMG201 RY13,RY16 8 8 16 RY16 KMG201 7 2 2 11
KMN 5 RY15,RY17 4 | 34 38 RY17 KMN 5 22 5 2 29
KMN 20 RY11,RY17 40 41 RY11, RY17 KMN 20 13 | 21 5 39
KMN 23 RY15,RY17 35 35 RY15 KMN 23 7 6 13
Koros 217 RY4,RY18 7 | 4 13 RY4, RY18 Koros 217 7 2 1 10
Maraton 349 RY8, RY17 3 |13 16 RYS, RY17 Maraton 349 6 3 1 10
Solar 1 RY1,RY3,RY9 6 | 34 42 RY3, RY9 Solar 1 24 14 6 44
Solar 2 RY6,RY17 3 |15 18 RY6, RY17 Solar 2 10 15 3 28
Solar 36 RY17 15 15 RY17 Solar 36 7 6 13
Solar 43 RY9,RY10, 2 141 43 RY9, RY10, Solar 43 18 16 2 36
RY17 RY17
Solar 44 RY6 1 |11 13 RY5 Solar 44 10 4 14
Solar 51 RY17 14 14 RY17 Solar51 4 6 1 11
Solar 52 RY17 15 15 RY17 Solar52 8 7 3 18
Solar 61 RY9, RY17 3125 29 RY9, RY17 Solar 61 10 11 3 24
Solar 63 RYS5,RY9 3121 24 RYS5, RY9 Solar 63 12 9 3 24
Solar 64 RY7,RY17 6 | 4 12 RY7 Solar 64 5 5 5 15
Solar 65 RY14 12 12 RYS8, RY14 Solar 65 10 2 12
Solar 71 RY7 1 |11 13 RY7 Solar71 3 9 3 15
Szapko 8 RY15,RY17 16 16 RY15, RY18 Szapko 8 7 8 15
Szapko 57 RY1,RY1S, 8 | 40 49 RY1, RY1S, Szapko 57 26 | 22 9 57
RY18 RY18
Szarvasi 316 RY3 11 | 16 26 RY3 Szarvasi 316 14 7 2 23
Szarvasi 327 RY10,RY17 5114 21 RY10, RY17 Szarvasi 327 11 7 1 19
Verké 305 RY11 11 11 RY11 Verko 305 4 4
Verké 313 RY18 8 8 RY15, RY18 Verko 313 22 5 1 28
Viktéria 63 RY9 2 RY9 Viktoria 63 6 2 8

6.tablazat

Az elsé teljesen kiértékelt keresztezés az Sp8 x Solarl keresztezés volt. Ebben a keresztezésben az
F1 novényekben végigkovettiik a kloroplaszt mutaciot mindkét sziklevélben, a vitorldban, az elsd és
masodik levélben és a kifejlett ndvényben (1 éves) is, és megvizsgaltuk az F2 egyedeket, mind a
spectinomycin rezisztenciara, mind pedig mas kivalasztott markerekre. Az Fl-ben anyai és apai
kloroplasztot hordozo6 egyedeket is talaltunk mind a kétiranya keresztezésben, s6t néhany egyedben
a vad és a muticiot hordozo kloroplaszt is kimutathatdo volt ugyanabban a ndvényben, a
sziklevélben, a vitorldban ¢és a kifejlett masodik levélben is. Az 1 éves ndvényeket vizsgalva
azonban minden esetben mar csak az egyik tipust kloroplaszt volt kimutathatd. Az Sp8 x Solarl
keresztezés utddaiban az egy éves novényeket vizsgédlva, az Fl-ben 8 anyai és 6 apai tipusi
kloroplasztot hordoz6 ndvényt taldltunk, mig a reciprok keresztezésben 14 apai és 1 anyai tipus
fordult eld. A fiatal ndvényként kevert kloroplaszt populacidt hordozé novényekbdl szdrmazd F2
egyedekben a SpecR mutacidt vizsgalva azt talaltuk, hogy ezekben a ndvényekben mar csak az 1
éves F1 egyedekre jellemzd tipust kloroplasztot tudtuk kimutatni. A masik két keresztezés (Sp8301
x Szapko57 és Sp8 x KMNY), amelyet szintén tobb markerrel értékeltiink hasonld eredményt adott.
Az 5. abran az Sp8xKMNS keresztezés négy polimorf markerrel tortént kiértékelése 1athato.
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5.abra

Az eldszor kiértékelt keresztezések koziil a Szapkod57 x SP8301 keresztezésben azt tapasztaltuk,
hogy a RegenSY-bol izoldlt SpecR mutans vonal a reciprokkeresztezésben nem azonosan
viselkedett, anyaként biparentalis 6roklodést mutatott, azaz az utddok kozott anyai, illetve apai
kloroplaszt tipust hordozé egyedek is megjelentek (1-12), mig ha pollen donorként szerepelt a
keresztezésekben az utédok csak apai fenotipust (13-22) mutattak (6. abra). Talaltunk olyan egyedet
is, amely mindkét sziil6re jellemz6 kloroplasztot tartalmazott (heteroplasztomikus egyed: 2).

SP8301 x Szapko57 Szapko57 x SP8301
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6.abra

A konnyebb attekinthetdség kedvéért a 7. tablazatban 6sszesitettiik a kloroplaszt genotipus
vizsgalatok eredményeit.

Mutians anya Vad tipusu anya }
X X Osszes
vad tipusu pollen mutans pollen

Keresztezések szama 74 79 153
Magok szama 787 781 1566
Anyai tipus 443 121 564
Apai tipus 282 636 918
Biparentalis (M+P) 62 24 6

7.tablazat



Az adatok az els6, részletesen kiértékelt harom keresztezéshez hasonld eredményt mutattak. A
RegenSY-bol szarmaz6 mutansok, ha a keresztezésekben anyandvényként szerepelnek, utdodai mind
az anyai, mind az apai kloroplaszt tipust hordozzdk, de az anyai tipus gyakoribb, a kiilonb6zd
keresztezések eredményeit 0sszesitve az arany 2:1. Ezzel szemben, ha a mutans névény a pollen
donor az utédok kozott sokkal gyakoribb az apai, azaz a mutans tipus, az ardny ebben az esetben
5:1 az apai genotipus javara. Azonban talaltunk olyan vonalakat, amelyekkel szemben a
keresztezésekben az altalunk izolalt mutdns akéar anyaként, akar pollen donorként szerepelt minden
esetben dominaldan a mutans kloroplaszt genotipus jelent meg az utdédok kozott (Adél120, KMNS,
Verk6313).

3. A palyazati eredmény értékelése

A projektben azt vallaltuk, hogy meghatarozzuk a kloroplaszt 6roklédésének modjat a tetraploid
Medicago sativa-ban ¢és megvizsgaljuk annak lehetdségét, hogy a rendszer alkalmas-e
kockéazatmentes kornyezetbiztonsagi vizsgalatok végzésére.

Munkéank sordn 31 spontan SpecR mutdnst izoldltunk Medicago sativa RegenSY vonalbol,
amelybdl 27 fenotipusosan azonosnak bizonyult a kiindulasi vonallal. Ezek a mutéciot stabilan és
100%-ban 6rokitik utddaikra, ami igazolja, hogy a vonalak homoplasztomikusak. Meghataroztuk a
mutaciét hordozd vad tipust régio szekvenciajat és ezt a mutdns szekvencidkkal egyiitt a
Génbankban (NCBI) kozzétettiik. A keresztezésekhez sziikséges partnerek kivalasztasa soran
elészor Medicago sativa kloroplaszt vizsgalataiban alkalmazhatdo polimorf markereket
azonositottunk, majd ezek segitségével 20 kereskedelmi fajtat vizsgaltunk meg. A markerek kozott
talaltunk erésen konzervativokat, és nagyfokl valtozatossagot mutatd markereket is. A fajtak kozott
a polimorfizmusok nagyfoku kiilonbséget mutattak, ami tovabbi markerek fejlesztése utan, esetleg
fajtaazonositasban/fajtavédelemben alkalmazhatd lehet. A kereskedelmi fajtakbol kivélasztott
egyedekkel és a mutdns vonalakkal végzett paronkénti, reciprok keresztezésekbdl szarmazd
magokban (F1) vizsgaltuk a kloroplaszt 6roklédését, amivel modellezni kivantuk a GM pollenen
keresztiil torténd kloroplaszt terjedést lucerndban. Néhany keresztezést részletesen kiértékeltiink, a
sziklevéltol a kifejlett novényig, tobb markerre nézve is. SOt néhany ndvény F2 utddait is
megvizsgaltuk. A kapott eredmények alapjdn a keresztezések zomét azonban mar csak egy
markerre értékeltiik (SpecR). Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt keresztezésekben a
kloroplaszt markerként hasznalt spektinomycin rezisztencia mind anyai, mind apai ton 6roklédhet,
ami megfelel a Medicago sativa kloroplaszt 6roklodésérdl eddig kozolt irodalmi adatoknak. A
kiértékelt keresztezésekben azt figyeltiik meg, hogy azokban a keresztezésekben, amelyekben
valamelyik RegenSY SpecR mutans az apandvény ott az utddokban nagyobb szamban talalunk apai
tipusu kloroplasztokat, tehat a RegenSY esetében erds apai dominanciarol beszélhetlink. A reciprok
keresztezésekben mind anyai, mind apai tipust kloroplasztot taldltunk az utédokban, kiilonbozd
aranyokban. A részletesen kiértékelt keresztezésekbdl azt a kovetkeztetést is levontuk, hogy az
eredetileg kevert kloroplaszt populdciot hordozéd sejtekben a kevert (heteroplasztisz) jelleg nem
stabil, ezért elobb-utobb homoplasztomikusséa valnak, vagyis vagy az egyik, vagy a masik plasztisz-
populdcié marad fenn tiszta formdban. Harom olyan keresztezé partnert talaltunk, amely kis
hatékonysaggal orokiti at kloroplasztjait az utddaira, akar anyaként, akar apaként szerepel a SpecR
mutans vonallal szemben a keresztezésekben. Ezeknek a vonalaknak - a jelenség genetikai
alapjainak tisztdzasa és egy kloroplasztot nem atadd vonal kifejlesztése utdn - nemesitési
alapanyagként lehet jelentdsége. Vizsgdlataink alapjan allithatjuk, hogy a kloroplaszt mutaciok
alkalmasak GM novények helyettesitésére kornyezeti kockazat becslési modell kisérletekben.
Tetraploid lucerna esetében az oroklésmenet mogdtti mechanizmust nem ismerjiik, bar az altalunk



talalt korlatozott atviteli képesség néhany vonalndl illetve az apai dominancia a RegenSY vonal
esetében lehetdséget adhat ennek részletesebb megismerésére.

Eredményeinkbdl eddig 1 publikacio jelent meg, és egy masik kézirat hamarosan bekiildésre kertil.
Ot hazai és egy nemzetkozi konferencian és MBK rendezvényen prezentaltuk eredményeinket.
Ezeken kiviil két OTDK dolgozat sziiletett a palyazat soran, amelyekbdl az egyik orszagos 3.
helyezést ért el, egy MSc diplomadolgozat mar megvédésre keriilt és egy BSc dolgozat irdsa van
folyamatban.

4. Koltségterv eltérés indoklasa

A beruhazasi koltség atcsoportositasat a dologi koltség rovatba a nagyszamu szekvenalds koltségének
fedezése tette sziikségessé.

5. A kutatas eredményeinek hasznosithatésaga és szellemi tulajdon védelme

Hasznosithatd eredmény csak tovabbi kutatds soran hozhaté Iétre, ilyen lehet a kloroplaszt
polimorfizmusok alkalmazasa a fajta azonositasban vagy fajtavédelemben (nem csak lucerna esetében).
Illetve a korlatozott kloroplaszt atvivé lucernavonal kifejlesztése, ami nemesitési alapanyagként a
lucernanemesitésben alkalmazhato.



