Zardjelentés a K 83121 szamU'A gazdanovény-patogén kapcsolatban kozugids
novenyi gének elemzéseask#agrobaktérium rendszerben: U] lehétégek a
rezisztencianemesitésbemii OTKA palyazatrdl

1.) Bevezetés

A sz616 egyik legsulyosabb betegsége az agrobaktériumbs/ggmdas, mely ellen nem tudunk védekezni.
Jellem? tinete a kalluszszigtumorok megjelenése a névény fas részén, mely lekélis, vagy 6sszeflidg
nagy kiterjedés (Burr et al. 1998). A betegség okozéja Agrobacterium vitis ritkdbban azAgrobacterium
tumefaciens A tlinetek sériilésen keresztll mesterségeézfessel is kivalthatok, nem csakékin, hanem
szamos lagyszarlu tesztndvényen lis dbra. A kérfolyamat soran a baktérium genetikailagnszormalja a
ndvényi sejtet. Ennek kovetkeztében a gazdanovéjijeiselvesztik regenerativ képességuket, tumtekied
alakulnak. A folyamatot a névényi sebzés sorareédladuld cukrok és fenolvegytletek indukaljak, meky
kdvetkeztében a baktérium tumor-indukalé plazmitlj§pTi) megkezddik szamos virulencia fehérje, valamint
a ndvényi hormon és opin géneket tartalmazo T-Diéb leepsdése. A baktérium virulencia fehérjéi iranyitjak
a T-szal atvitelét a prokaridta baktériumbdl azaridta ndvényi sejt sejtmagjaba. Az atvitelbenetisorban a
transzformacié kés szakaszdban (T-DNS integraci6 a gazdasejt kroomélis DNS-ébe és annak
megnyilvanulasa) szamos novényi gén (protein) iszréadliikddik. A novények agrobaktériumos
transzformaciodja keitalapved élettani valtozast okoz. Egyik a névényi hormoifalxin, citokinin) szintézise,
mely a tumorképidés kozvetlen kivalté oka. Az emelkedett hormontdés kdvetkeztében a golyvas (tumor)
szovetek steril tenyészetekben fenntarthatokyvéleizelektalhaték hormonmentes taptalajon (Id.kalé&bvitro
tumor indukcié szarszegmenteken). Masik pedig @ikes aminosav szarmazékok, az Un. opinok tersselé
melyek szelektiv tadpanyagforrasként szolgalnak reukald, de csak az indukalé baktériumok szamara. A
korfolyamat molekularis hatter@ra kdzelmaltban szamos részletes dsszefoglald enjelknt meg (Bourras et
al. 2015, Gelvin 2010, Gelvin 2012, Kado 2014, He&015, Tzfira, Citovsky 2008). Az agrobaktériundtal

a novényben indukalt, illetve a baktérium altal zmsitott opinok a pTi plazmidok (illetve agrobakién
torzsek) osztalyozasaban alafv&intossaguak. $kn a leggyakrabban gk vitis oktopin, nopalin és vitopin,
valamint azA. tumefaciengde A. vitisre jellemz) oktopin és nopalin tipust pTi plazmiddal rendetke
agrobaktériumok kérositanak. Relativ gyakorisagmknban terdhelyenként és fajtanként eléé(Szegedi
2003, Szegedi et al. 2005).

A kartétel csokkentésének egyik letmtge, ha hagyomanyos vagy molekularis nemesitési
moédszerekkel ellendllé fajtakat allitunkéelA GMOnN alapulé rezisztencia nemesités a patodigmsgtitasat
megcélozva alapulhat antibakteridlis anyagokat éfie¢het) kdédold gének beépitésén. Ez az Gt azonban
kérnyezetvédelmi okokbdl nem jarhatd, mivel nyilvaldan felboritana a névényi rhizoszféraban, edgaig
rendszerben és a filloszférabandéermészetes mikroflérat. Ez a ndvényi tapanyatfelaavardhoz, és/vagy
eddig nem ismert Uj névénybetegségek megjelenésérethet. Masik lehéség a patogén génjeire alapozva a
T-DNS atvitel gatlasa mutansr génekkel (Krastanova et al. 2010). A géncsendesité,silencing”) alapulo
eljarasok méginkabb igéretesnéknek, mivel ebben az esetben nem jelenik meg éged fehérje termék a
novényben. Ezen a terlleten az elmult években sitiiekutatdsokat végeztek a kiloniddzarositokkal, igy
példaul a virusokkal (Bonfim et al. 2007, Cruz kt2814, Jelly et al. 2012, Nahid et al. 2011, Shimet al.
2013), vagy rovarkartékkel (Gu and Knipple 2013) szembeni ellenalléképgskialakitasa céljabdl. Az
agrobaktériumos golyvasodas elleni védekezés teaémumorképzésért kozvetlenidl feélel onkogének
csendesitésen alapuld gatlasaval is értek marzetbieredményeket (Alburquerque et al. 2E;obar et al.
2001, Viss et al. 2003), azonban az igy kialakitettisztencia az agrobaktériumok onkogénjeineknjéte
genetikai diverzitasa miatt nem biztos, hogy medfen széleskdir.

Mivel a kulénbdd agrobaktérium torzsek véllkein ugyanazokat a noévényi (gazdasejt)
mechanizmusokat hasznaljadk a transzformaci6 folyarsarén, ezért mi élsorban nem a patogént, hanem a
gazdanovény transzformacioban koziikddd génjeit céloztuk meg. Ezek gatlasa ugyanis ellévnalteheti a
novényt az agrobaktériumos transzformacioval szenj@elvin 2010). Célunk, hogy arabidopsisés dohany
agrobaktériumos transzformaciojaban igazoltan kiitkédd gének ortoldgjait azonositsukésdben, majd ezek
MRNS szinten tortéhgatlasaval a golyvasodasnak ellenalldl &zallitsunk eb.

2.) Bioinformatikai (in silico) kutatas a s#l6 genomban talalhaté homol6g gének
azonositasara

Elss Iépésben bioinformatikai médszerekkel megkisékettrionositani a 12x lefedettségzlé (Vitis vinifera
cv. 'Pinot noir’) genomban (Jaillon et al. 2007) Aaabidopsiban (ludfi) és dohanyban leirt (Gelvin 2010), az
agrobaktériumos transzformaciéban koziikéds fehériék homoldgjait kédold géneket (pl. cellulézintaz-
szefi proteinek, BTI proteinek, GTP-azok, hisztonok).okat a géneket, melyeknek a mutacidéval, vagy
géncsendesitéssel torééimaktivalasa eddigi irodalmi adatok alapjan bedalglta a névény normalis féflését,
illetve kdztudottan esszencidlisak a ndvény szarf@raktin, hiszton3) nem vettiik figyelembe. Enradépjan
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tblastn programmal az aldbbi szekvencidkatijtgytilk ki: (1) Az agrobaktérium ndvényi sejthezlda
kotddésében szerepet jatszo cellulose szintaZi$z&elA-09-re a s#lé genomban végzett keresést ket négy
homoldg gént azonositottunk, melyek nagyfokd hassagot mutatnak a&rabidopsisCslA-09 génnel. (2) A T-
DNS és Vir fehérjék atvitelében fontos BTI retikdszefi fehérjéket meghatarozé géneldlében rendkivil
nagy, mintegy 57 tagu csaladot képeznek. A génddadtts tagjat valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokrg. A3
Rab8GTPaz géncsalad még nagyobb, mintegy 75 tadjs#5l6ben. A homolégok nagyfokd hasonlésaga miatt
itt nehéz volt egy-egy tagra specifikus primeretatezni. (4) A VIP1 protein a T-DNS névényi sejgba
tortér transzportjat iranyitja. A tblastn keresés alapgdnsalad s#6ben 22 tagot szamlél, melyekbhatra
terveztiink és készitettlink primereket. (5) A T-DiNtegracidban meghatarozé szerepet jatszé hiszaerkge
(H2A) szx5lében 16 taldlat volt. A fenti gének expresszidjauaisgalatara a kontrollként hasznalt aktin génnel
egyutt dsszesen 18 primerpart terveztifk t@blazat illetve hasznéltunk fel g DNS mintdkon valo
ellensrzésiiket kovéien Q. abrd. Az azonositott géneknek elvégeztik a filogeretnalizisét3. abra)

A palyazat beadasat koven tovabbi harom, az SCF-komplexhez kapcsol6d6 mpuézreniikods
gént azonositottak. Ezek kdzll az agrobakténirf génjével (VirF fehérjéjével) funkcionalisan homgpgBF-
el (Zaltsman et al. 2010, Zaltsman et al. 2013) fegialkoztunk, mivel a VBF gén elcsendesitése nglén
csak avirF-minuszAgrobacteriumtérzsekkel szemben hataroz meg ellenalléképess&geitis vitopin térzsek,

A. tumefaciensiopalin térzsek). A €6t azonban a természetben szamioB+ agrobaktérium is karositja (pl.
A. vitis oktopin és nopalin térzsekd. tumefaciensoktopin és agropin térzsek). igy ennek a génnek az
elcsendesitése @dben nem okozna megfetelezisztenciat a betegséggel szemben.

Az Skpl és Sgtl gének (Anand et al. 2012) viszgatetesnekiintek. Ezek homoldgjait szintén
megtalaltuk &/. viniferacv. 'Pinot noir’ genomban. A §ben nyolc Skpl homoldgot azonositottunk, amelyek
kdzil hdrom — azA. thaliana és Nicotiana sp.referencia génekhez legkdzelebb &ll6 gén — nagghiért
hasonlosadgot mutat egyméassal. Mivel jelen esetbpresszids vizsgélatokra nem &llt rendelkezésirkig
id6, olyan célszekvenciat kerestiink csendesitésrelyamad a harom lehetséges génjeldltet (VvSkpla,
VvSkplb, VvSkplc) csendesiti, ugyanakkor az 5 feamami6 homoldggal a csendesitésre hasznalt sza&asz n
mutat hasonlésagot. Az Sgtl esetéBembidopsis spésNicotianasp. referencia alapjan 30 hasonlé szekvenciat
azonositottunk stében. Ezek kdzul egy homoldg hatarozottan egyifpesosult a referencia szekvenciakkal,
igy ezt (GSVIVT01028818001, VvSgtl) jeléltik ki oskesitésre. Az Ujonnan kivalasztdtwSkplésVvSgtl
szakaszt PCR segitségével felszaporitottuk, a tezkeé pJet (Thermo Scientific) vektorba klénoztukajd
szekvencidjukat ellémiztik.

3.) A s®lében azonositott homoldg gének reakciéjagrobacteriumfertézésre

Annak eldoéntésére, hogy a fenin silico azonositott gének #kddését az agrobaktérium hogyan
befolyasoljaV. viniferacv. 'Pinot noir’ és 'Sauvignon blanc’ 8iéfajtak levélkorongjait aA. tumefacien£58
torzzsel kezeltik. A kivont RNS mintdkat szemikveatitv rt-PCR-el elemeztik. Referenciagénként atmak
hasznaltuk. A vizsgalatok soran a négy Csl_A homdidzil egyik sem adott ismételtiatalaszt. A retikulon-
szefi fehérjéket meghatarozé VvRtnl gének (BTI)ikidésében nem észleltiink szignifikans valtozast az
Agrobacteriurdfert6zést koveien. A VvRab8a (GTPaz) expresszidjdban viszont asaknnégyszeres
kilénbséget tapasztaltunk az agrobaktériumos indukén. Hasonléan biztatdé eredményeket kaptunkpda/

a VvHtal0 és a VvHta2 (hiszton) gének expresszaédjarizsgalata soran igl.(abra. Eredményeink alapjan
tehat a fenti négy gén (VvRab8a, Vipla, VvHtalO \éfHta2) feltételezhét szerepet jatszik a &
agrobaktériumos koérfolyamataban. A gének feltétdteszerepének igazolasara azok 3' UTR-régiojara
csendestt konstrukcidkat hoztunk Iétr@ (tablazatrészletesen Id. 7. pont).

A 2.-3.-bél megjelent kdzlemény: Deak et al. (2@&)tr Eur J Biol 8: 1001-1009.
4.) Embriogén kallusz tenyészetek ééllitasa s#l6 transzforméaciéhoz

Mivel sz5l6b6l nem tudunk kozvetlen regeneracidval novénybakitani, ezért a €#6 genetikai
transzformacidja sordn a legszélesebb korben atkaith modszer embriogén kallusz, illetve szomatikus
embridk sejtjeinek transzformacidja és az abbdktérnovényregeneracié. Munkank soran az aldbbi alany é
nemes fajtakbdl illetve klénokbdl izolaltunk portitk(6sszesen mintegy 19 800 darabot) embriogémusall
eléallitas céljabdl. Alany fajtak: 'T5C', 'GM6', 'Rieh 110', 'Georgikon 28', 'SO4'. Nemes fajtak: dtareli
p47', 'Harslevdl p4l', 'Harsleveél p22', 'Furmint p4l', 'Furmint p19', valamint 'Rajrrizling'. Sikeresen
allitottunk e embriogén kalluszt 'Richter 110', 'Harslévedd7', 'Harslevél p4l', 'Furmint p41l' és 'Rajnai
rizling' fajték, illetve klbnok esetében. A felszafias gyorsasadga a 'Richter 110' fajtandl tettetigé a
kisérletek megkezdését. A sikeres genetikai trans#icio egyik legmeghatarozobb Iépése a hatékonikéres
ndvényregeneracidEzért az eddig sikeresen alkalmazott szilard tajualtoértéé szomatikus embriogenezis
mellett vizsgaltuk folyékony embriogén sejtszusziék |étesitésének és fenntartasanak feltételdyekony
tapkdézegben is.
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A differencialatlan embriogén kallusz felszapoutdgroliferaciéja) és az embriogenezis indukciéja
eltés fizikai paramétereket igényel. Az embriogén sejsgpenziok létesitéséhez tobbféle taptalaj hatasat
vizsgéltuk 'Richter 110' és 'Chardonnay' fajtaktésen: MS (Murashige and Skoog), CP (Chée and Pool)
valamint Gamborg B5 alaptaptalajokat kilonbdzormon (2-4-D, NOA) valamint szénforras kiegésaad
(maltéz, szacharéz). A 'Richter 110' fajta embringéjtkultiraival 6 kulénbdzfenntartasi technika friss témeg
gyarapodasra gyakorolt hatasat hasonlitottuk Ossatamint elkezdtik az embriogenezis indukcidjanak
vizsgélatat. Kulonbdz paraméterek embriogenezisre gyakorolt hatdsatgaiask, pl. eltés taptalajok
(hormonmentes MS és %:MS), eliésejtdiriiség, aktiv szén, MES (morfolino-etAnszulfonsav)lamint
laktalbumin hidrolizatum alkalmazasaval.

A kilénb6® taptalajok 6sszehasonlitd vizsgalatakor legnagyiss tomeggyarapodast MS és CP
taptalajok esetén tapasztaltunk, mikor szénhidndtsént maltézt (18 g/l), hormonként pedig NOA:tnag/l)
haszndltunk. Ezen taptalajok esetén a tdémeggyasapmd®. hét végére duplaja volt a tébbi taptalejéesmert
értékeknek. A kilonbdk fenntartasi technikak kozul leghatékonyabbnak & @100 ml kezdeti denzitast
talaltuk, mikor hetenként a taptalaj 1/3-at eltétedtuk majd friss taptalajjal a sejsiséget a kiindulasi szintre
allitottuk be. Ebben az esetbhen az 5. hétre mintdgyszoros frisstbmeg-gyarapodast értink el. Az
embriogenezis indukciéjahoz alkalmazott hormonne M8 taptalaj esetén a vizsgalt sijliségek kozul (0,25-

4 mg/ml) leghatékonyabbnak a 2 mg/ml-t talaltuk,naég ez is elmaradt a 0,5 g/l MES-sel kiegészidptialaj
hatékonysagatol. A MES kiegészités hatasara aziegemezis korai stddiumban megrekedt, ami viszont a
kultdra tovéabbi jelerdis higitasaval feloldhatd volt és 10 nap utén fegetbriok jelentek meg a taptalajban. A
hormonmentes %:MS téptalajon a 3. hétre megjekezinkronizalt globularis struktirak szaméban jeien
emelkedést tapasztaltunk, ha a taptalajt lagthlbumin hidrolizadtummal egészitettiik ki. A tbbé fejlsdés a
denzitas jeleris csokkentése nélkil megrekedt, ami a @djs®g csOkkentésével és hormonmentes, aktiv
szénnel (1 g/l) kiegészitett MS taptalaj hasznaldtéeloldhatonak bizonyult. A két kildnb®zegeneracios
rendszer morfolégiailag jeletgen eltés embridk fejpdését eredményezte. MES alkalmazasa esetén azd&mbri
sziklevele kevésbé fejlett, valamint a szikalag@rsesen megnyult. 2MS hormonmentes, majd MS taptalaj
alkalmazasa esetén (aktiv szén kiegészitéssdbjlgtt szikleveili embridkat kaptunk, ahol a sziklevél hossza az
embrié hosszanak legalabb felét tette ki. Mindkétdazer esetén sikeresen regenerdltunk teljes &idt0’
ndvényeket a sejtszuszpenzidkbol.

2012-ben a 'Richter 110, 'Rajnai rizling' és 'Cloanay' fajtaknak mintegy 15 000 portokjabol
allitottunk e embriogén kallusz kultarékat. Lugol-oldattal tixidestést koveten 3 kilonbdé sejtaggregatum
tipust kulonitettink el a sejtszuszpenzidkban. Lpss: szabélytalan alaki sejtaggregatum a felszinén jol
elkiilénithet gombolyi kilonalld sejtekkel. A sejtekben nagy szambanlhatdk keménytiszemcsék. ll-es
tipus: az aggregatumok felszine lekerekitett, jol elkiilérsejteket nem tartalmaznak. A felsziniikén megjelen
globularis képletek sejtes szerkezete nem kivehemeényié szemcsékben gazdag sejteket nem tartalmaz. Ill-
as tipus:Az aggregatumok felszinén nagyméretilagos globularis struktirak jelennek meg, mklgelLugol-
oldat hatasara nem féghek 6. abra. Az embriogén sejtszuszpenziok |étesitéséhezdgigtebbbnek az I-es
tipust talaltuk.

Hat kulénb6sd ¥2MS vagy MS alapu, 1 g/l laktalbumin hidrolizatuadnkiegészitett hormonmentes
taptalaj (R1, R2 taptalajok) hatasat vizsgaltukokblbd sejtdiriiség mellett a szomatikus embriogenezis
indukciojara. A proliferacié soran alkalmazott sigjtiség (5 mg/ml) utan csokkentett 1 mg/ml denzitast
alkalmaztunk. Az 5. hétre a kultirdkban globulagsoembriok/gdmb stadiumid embridk nagyfokul
szinkronizacidjat tapasztaltuk. A tovabbi differéiédas viszont ezekben a kultirdkban nem voltszpdhato,
aminek feltételezhétoka, hogy az embridk nagy szama reverzibilisemlgag tovabbi differencialédast. A
denzitas tovabbi csokkentését ket ez a gatld hatas feloldhatd. Az Gjbdli higitakikara R2 és R3 taptalajon
(¥2MS alapu taptalaj 1 g/l aktiv szénnel kiegésziahe morfoldgiaju embriok differencialédasat tapaszialt
MES (0,5 g/l 2N-morfolino-etdnszulfonsav) alkalmazasa esetén (&2)0. napra bazdlis résziukoénsen
megnyult, torz sziklevél embriok fejbdtek, melyekbl sikeresen regeneraltunk MSEMC taptalajon névéayek
(6. abra. Alacsonyabb &liség esetén (1 mg/ml) szikleveles embridok alkottitdbségében a kultirakat. A
denzitds emelésének hataséara a szikleveles endmédka drasztikusan csékkent, 10 mg/ml koncenteszdén
a kultarak sziv stadiumban megrekedtek, mig 2.tddghianyaban a kultirak tovabbi differencialéddein
mutattak. MSEMC szilard taptalajon ez a gatlas miegsés sikeresen regeneraltunk minden fenntartasi mo
esetén novényeket, bar ezek szamaban {adiiionbségeket tapasztaltunk. Leghatékonyabb ezgeidt abban
az esetben tapasztaltunk, mikor 2. higitaskor tal&jp aktiv szénnel is kiegészitettilk. Ebben agthes a 2.
higitas végére az embridk sziklevele elérte vagyghakdta az embridk teljes hosszanak az 50%-at.
MS-re torté valtadsbol adédé ozmotikus stressdsen indukélja a szomatikus embriogenezist. Ebben az
esetben t6bb, mint 2 milli6 embri6 féflik 1 g embriogén sejtszuszpenziéra szamolva, nikgzelések nélkdil
mintegy 0,8 milli6 embrio differencialodik. A 2.ditas esetén magas, azaz 10 mg/ml denzitas medlett érték
kb. 0,4 milli6 embriéra csokken. Tapasztalatunkriseaninden esetben ezek az embridk csirazasukadtden
koézel 100%-ban fel is nevelliek. Az altalunk eddig alkalmazott szilard taptahajtirtér® regeneracios
rendszer esetén 1 g kalluszbdl mintegy 35000 entegéneracidja lehetséges 'Richter 110' fajta leertdgy
kb. 60-szor hatékonyabb folyadékalapu regeneraeigdszert sikertlt kifejlesztentink.
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Publikacié: Kozlésre bekiildve (Acta PhysiologiaarRhrum ACPP-D-16-00074, Springer)

5.)In vitro tesztelési médszerek vizsgalata a rezisztens gapasok szelekcidja céljabdl

A palyazati feladatok megvalositdsahoz sterilvitro tenyészeteket hoztunk létre az OTKA K68053 szamu
palyazat keretében dlllitott 'Sarfehér’ x 'Kunbarat' hibridcsalad hétgrmbaktérium-rezisztens és nyolc
fogékony egyedé®, valamint a kovetkez 12 ismert séléfajtdbol: Vitis vinifera cvs. 'Arany Sarfehér’,
‘Chardonnay’, 'Ezerj¢’, 'Fanny’, 'Kadarka’, 'Kovidika’, 'Kunledny’ és 'Sauvignon blanc’, valaminfitis
berlandierix Vitis rupestriscv. 'Richter 110’ V. berlandierix V. riparia 'Teleki-Kober 5BB’,V. riparia 'Gloire

de Montpellier’ és 'FS4’ (. viniferax V. riparia) x V. viniferd (7. abra.

A 'Séarfehér’ x 'Kunbarat’ hibridelA. tumefacien£58 térzzsel szembeni fogékonysagat szarszegment
teszteken vizsgaltuk, hormonmentes taptalajon. &szegment tesztdlye, hogy kevés ndvéngbkiindulva
nagyszamu ismétlésben tudjuk végezni a tesztelés@keellenalloképességet/fogékonysagot tekintveeti
alapon nem kaptunk teljes 6sszefliggést a koraldghazi és a laboratériumi eredmények kdzott, mszamos
Uveghazban rezisztensnek talalt magoncon kapturbb/kévesebb kalluszt hormonmentes taptalajon.
Ugyanakkor ezek a kalluszok nem tartalmaztak nopakmi a C58 torzzsel indukalt tumorok jelleinz
tulajdonsaga. Az értékelltesttg nem egyértelinjellege miatt ezt a méddszert nem tartjuk alkalnaks@a
rezisztens genotipusok korai szelekcidjara. A Kzt lépésben intakt ndvényeket fertiink Gveghézban és
vitro (7. 4brd. Ebben az esetben az liveghazi émaidtro eredmények teljes mértékben megegyeztek. Ennek
alapjan a névények fogékonysagaimakitro tesztelésre biztonsagosan csak intakt névényeanhbmtok.

Ezt kéveben azA. tumefaciensA348 (oktopin tipus), C58 (nopalin tipus) és A2@liccinamopin
tipus), valamintA. vitis Tm4 (oktopin tipus), AT1 (nopalin tipus) és S4tdpin tipus) tdrzsek tumorkéfz
képességét teszteltik az Uveghazlanvitis fertszéssel szemben fogékony 'Richter 110’, 'Chardonnay’
'Fanny’, 'Kadarka’ és ’'Sauvignon blanc’ fajtak szaegmentjein. A ’'Richter 110’ fajtan az A281 a
szarszegmenteknek (kb. 40 ismétlés,kkisérletben) 80-100%-an, az A348 és a C58 pedigeqy 40-56%-
ban indukaltak tumort. Ugyanakkor a térr(Eurdpai) séléfajtdkon a C58 mutatott magasabb, 75-100%-0s
virulenciat, az A348 és A281 A&ltaldban kevésbé akolpatogének. A hormonmentes taptalajon kapott
kalluszszeli szbvetek tumoros jellegét opin tesztekkebséettik meg. A kisérletekhez kombin&cionként
(sdl6fajta/agrobaktérium torzs) 12-12 fuggetlen tumomlah hasznédltunk. A vizsgalt mintdkbol a megfélel
opin (nopalinvagy agropin/mannopin) minden esetben kimutathaliy(8. abra.

A sz6lére specializalodoth. vitistorzsekkel (Tm4, AT1 és S4) a tesztelt @l éfajta szarszegmentjeinek
egyikén sem kaptunk tumort. Annak tisztazasaray Imigokozza a sdére adaptalédoth. vitis avirulencigjain
vitro szarszegmenteken, Az vitis S4 torzs és annak nekrézis-minusz aviR- mutans@oatés: Prof. T. J. Burr,
Cornell Univesity, NY, USA) felhasznaladsaval azsgaltuk, hogy a tumort nem okozé S4 egyutte$4édben
hogyan befolyasolja a C58 virulencijat szarszednesztben. Kontrollként a C58 plazmidtorolt szazéiat,
az UBAPF2-t hasznaltuk. Meglépnddon mind az S4, mind az S4 aviR- teljes mértéldpgolta a C58 altali
tumor indukciét. Ugyanakkor az UBAPF2-nél csak kéges gatlas volt medfigyelltet(9. abrd. Korabbi
kisérleteinkben bizonyitottuk (sajat, nem kozolatatt), hogy az\. vitis poligalakturonaz-minusz mutansa sem
képes sél§ in vitro szarszegment tesztben tumort indukalni. Ez a jélpmsra utal, hogy az egyébkéndléze
specializalodott, és azzal szoros, kizarélagosskiibatasban &MA. vitis gazdaspecializaciojaban nem a patogén
kiemelt virulenciaja, hanem egyéb tén§lezmint példaul az dkoldgiai adaptacio, jatszik ime&groz6 szerepet.
Ilyen 6kolbgiai adaptacio alapulhat pl. @kzaltal termelt tartaraton, mint specifikus szérdson, illetve az.
vitis specifikus tartarat hasznosité képességén (Kaé8,1%alomone et al. 1998). Tovabba Aaitis tbérzsek
vizsgélata soran amerikai kutaték is hasonlé eregnadjutottak (Torregrosa et al. 2002).

Az A. tumefaciensA348, C58 és A281, valamint aA. vitis S4 torzsek virulencia régidinak
Osszehasonlitasa alapjan &z vitisbdl hianyoznak avirH2 és avirK gének (0. abra A virH2 (F:
GATCCCTATCCGATTTATCGC/R: GGATTGGTCAGCAATCCA, 701 bhp és a virKk (F
TYAYGGTYGATTTAAGTTTGTGT/R: GCCAAGCTGGTACCTTTTC, 259 bp) génekre specifikus
inditdszekvenciédk felhasznalasaval PCR-el élietiik, hogy az adott gének megtalalhatok-e a mkstis A.
vitis torzsben (AT1 és Tm4). A két gén jelenlétét a o tumefaciensdrzsben ki tudtuk mutatni, de @
vitisekbsl hianyoztak L1. &bry Bar eddigi eredményeink nem bizonyitjdk, deéfeliezhet, hogy a VirH2
és/vagy a VirK fehérjék esszencialisak a tumorkélgshez saén. Mivel az A. vitis ezeket a fehérjéket nem
termeli, az intakt 46 ndvény valamelyik fehérjéje/fehérjéi képes(ek)ketekomplementalni, de az izolait
vitro s#l6 szarszegmentekben ez a protein mar nem tédikelEz tovabbi agrobaktériumos transzformacidban
kozreniik6ds, gazdaspecifikus ndvényi gének/fehérjék azonaigredményezheti.

A szarszegment féizéseket kovéen az 'Ezerj¢’, 'Kadarka’, 'Sauvignon blanc’, 'Kwedny’, 'Fanny’ és
'Richter-110’ fajtdkin vitro nevelt intakt egyedeit féiztik a fenti hat agrobaktérium térzzsel. A hardm
tumefaciengdrzs (A348, C58, A281) lényegesen gyorsabbankiélddumortin vitro sz516kdn, mint azA. vitis
torzsek (Tm4, AT1 és S4). A nopalin-tipust C58 $6nzindegyik fajtan indukalt tumort intakt ndvényés
szarszegment tesztben egyarant, ezért dbkékben ezt a tdrzset hasznaljuk a transzgenilkamilaciok
tesztelésére. Aim vitro mddszer dinye, hogy a s86 populaciok fogékonysagat folyamatosan tudjuk &zt
évszaktol fuggetlendl.



Az 5. eredményeaibmegjelent kdzlemény: Szegedi et al. (2014) ¥&isl47-154.
6. ) Az Agrobacteriumaltal indukalt gének ebfordulasa kilonb6zé szl éfajtdkban

Annak vizsgéalatara, hogy a dohanyban és a tiheli azonositott, agrobaktérium transzformaciéban
kozreniiktds génekV. viniferacv. 'Pinot noir’ séléfajta genomjaban azonositott homolédgjai megtalaltat
mas sdl6fajtakban, a tervezett primerekkel 6sszehasonlis@&rleteket végeztiink. &zér az 5. pont als
bekezdésben felsorolt 12 kulonlsogz6fajtdbol DNS-t izolaltunk, majd a mintdkat agaré@em elledriztik.

A DNS-t minden esetben steriin(vitro) névényekBl vontuk ki az esetleges szenn§dések elkerilése
érdekében. A DNS mintakat ezutan az agrobaktériltal @ndukalt génekre specifikus négy primerparral
(Rab8a, Hta2, Htal0 és Viplh,tablazgtteszteltilk az esetleges gének jelenlétére. A RKab8ita2 és a Htal0
specifikus primerekkel a Rab8a/FS4 kombinacio lelatel valamennyi fajta genomi DNSétkimutathato
volt az adott gén. A Vipla génre specifikus prink&e nem kaptunk PCR terméket, mivel a cDNS-reeeett
primerek kozrefognak egy mintegy 6000 bp hosszéomt amelyet a standard PCR reakci6 nem képes
felszaporitani 12. abra Hasonléan valamennyi mintabél fel tudtuk szagmii a VvSgtl és VvSkpl
sz5l6ben, igy a tervezett csendédibnstrukcidok hatékonyak lehetnek szamos teémalany s#éfajtaban.

A gének jelenléte mellett fontos kérdés a csemflestl megcélzott szakasz szekvencia &zint
variabilitasa is. A csendesitésre kijel6lt szakiatoa 'Richter 110’ alanyfajtab6l pJET Easy (Fertash
klbnoz6 vektorba épitettiik, majd meghataroztuk @nék szekvenciajat. A primertervezés alapjaul s#olg
'Pinot noir' nemes és az interspecifikus 'Richtet0l1 alanyfajta kdzott a kontrollként hasznalt Rtrg&n
esetében a kldnozott 289 bp-on 3 SNP-t és egyidelécl24 bp hosszi Rab8a 3' UTR-nél 2 deléciégmbp
hosszu Hta2 csendesiszakasz esetében egy SNP-t, a 267 bp hosszi Hrak@sz esetében 3 SNP és egy
deléciot detektéltunk, mig a Vipla 214 bp hosszZUTR szakasza nem mutatott nukleotid szivariabilitast.
Annak alapjan, hogy ®. berlandierix V. rupestrishibrid és aV. viniferanemes fajta kézott ilyen nagyfoku
homoldgiat detektaltunk a csendesitéssel megc&zbiTR szakaszban, ezek a gének feltételéenatagyfokd
homoldgiat mutatnak gk6ben, ami a kébbi munkank szempontjabdél nagyon fontos.

7.) Gén-csendesétvektorkonstrukciok Iétrehozasa novényi transzform&iohoz

El6sz6r a Waterhouse és mtsi altal 1étrehozott kibnendiszert (Wesley et al. 2001) terveztik felhaseraa
csendesit konstrukciékhoz. A munkdhoz a pHANNIBAL és a pRok&ktorokat a CSIRO Plant Industry-tél
(Limestone Avenue, Campbell, Australia), illetve Ambidopsis Biological Resource Cent#rl§Ohio State
University, Columbus, OH, USA) beszereztiik. Szinbszereztik a klbnozashoz sziikséges oligonukleotid
primereket. Ugy terveztiik, hogy él&pésben a pHANNIBAL-ban létrehozzuk a csendedétdwonstrukciot. A
beépitend 200-400 bp hosszt 3'UTR szakaszt Ugy hataroztul imegy az ne mutasson 20 bp-on belil 70%-ot
meghaladé homoldgiat a géncsalad barmely mas &gjaklionozo6 vektorban talalhaté funkcioképes miyé
intron két szélére, ellentétes orientacidban kdvéépitésre a célszekvencia. Az intronnak kdszéehet
transzkripcié utan hatékonyan alakul ki a kétsZ&4NS hairpin struktara, amely varhatéan csendesftgja a
célgént. Ezt kdvéen a csendesikonstrukciot beépitjik a pRok2 névényi transzfacita vektorba.

A klbnoz6 vektorba beépitett csendésfizakaszokat Xhol-Kpnl helyre beépitettik a pHaanib
vektorba (szensz konstrukcidk), majd masodik lépéslgyanezeket a szakaszokat ellentétes orientaciéb
beépitettik a pHannibal vektor Pdk intronjanak iasialara Call-BamHI helyre. Az elkésziilt konstridkat
elészor a pRok2 transzforméacios vektorba terveztilpived Sacl-BamHI helyre. Mivel azonban az ,inverte
repeat” konstrukciok a pRok2-ben instabilnak biadtak, a binaris vektorba tortératvitel nem volt sikeres.
Ezért beszereztilk a pART27 binaris vektort, amelgidéotl helyre atvihei a teljes kazetta a pHannibal 35S
promoterével és OCS terminatoraval. Az elkészuitskaukciokat restrikcids analizissel elteztik, majd az
Escherchia coliLE392 torzsbe transzformaltuk. A vektor plazmiduRK2013 segitségével haromsisil
keresztezéssel vittiik &. colirbdl az A. tumefaciensEHA105 térzsbe. A transzkonjugans telepeket 0,5%
szachar6zzal kiegészitett rifamycin+spectinomytiefgomycin tartalmd minimal taptalajon szelektltu\
szelektalt telepek azonossagattatumefaciens specifikus 3-ketolaktdz teszttel eldeiztik. Elbszor avvVipl
gén csendesitéséhez hoztunk létre egy vektor kdwsdht. A pTi ereddt, T-DNS nélkili (,helper”) plazmid
jelenlétét avirC génre specifikus VCF/VCR, a vektor plazmidok jéétét pedig azptll és aViplasigénekre
specifikus  primerekkel  ellémiztik. A  kapott torzseket az  EHALO5(pART27), illet
EHAL105(pART27::Viplasi) jelolésekkel lattunk el.

A tovabbi gének csendesikonstrukcidi azonban — feltételezben az ,inverted repeat” jelleg miatt —
rendkivil instabilnak bizonyultak. A klbnozasi manfelgyorsitasa érdekében ezért stratégiat vattotas az
Osszes (0sszesen hét, Id. alabb) cserdesifistrukciot elkészitettilk a pRK2 alapt pRNAIGGteeban, melyet
palyazatunk beadasa utan kozéltek (Yan et al. 2082)a rendszer a ll-es tipusu restrikciés endaazdk
(jelen esetbemsd) elényét kihasznalva egyetlen k6z0s emésztési/ligédfpsisben lehévé teszi az ,inverted
repeat” konstrukcio elkészitését kozvetlenil bmaendszerben (Yan et al. 2012). A csendesitésprgabol
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a stratégia valtozatlan volt: a két ellentétesrdéieioju szakaszt egy novényi (Pdk) intron két Bdaépitjik be
ezzel segitve a hatékony kisRNS érést. A Pdk ibmoépitett kidramfenikol rezisztencia gén a ligaléén
biztositja a helyes konstrukcidk (szensz-introriszeinsz) szelekciéjat. A fenti médon a megfeRésd kiénozé
helyet és UTR szekvenciakat tartalmazd primerekhaftnalasaval 2( tablazat elkészitettik a
pRNAIGG::Viplsi, pRNAIGG::Rtnl2si, pRNAIGG::Rab8si, pRNAIGG::Hta2si, pRNAIGG::Htal0si,
pRNAI::Sgtlsi és pRNAIGG::Skplsi konstrukcidkat §Besen hét kombinacid), melyeket Eezcherichia coli
DH5a torzsbe transzformaltunk. Ezek kozll a Vipla, RebBta2 és HtalO kifejédésének novekedését
szl6ben agrobaktérium feéizésre bizonyitottuk (Id. 3. pont és Deék et al.3301

Az pRNAIGG rendszerben elkészitett konstrukcioklzafPdk intron jelenlétét a rajta elhelyezéed
rezisztencia gén jelenléte (pozitiv szelekcid), mfgintron mindkét oldalara tortérbeépiilést a kigsCcdB
toxin hianya (negativ szelekcié) biztositja. A plad DNS-t baktérium szuszpenzidbol izolaltuk, mad
konstrukciok megfelél beépulését a fent leirtakhoz hasonldan restrikemaésztésseBglll és Pst enzimek)
ellensriztik. A Pst restrikciés kép csupan a beépiilés tényét, mRgl restrikcios emésztés a Pdk intron
jelenlétét tovabba visszaéplilésének iranyat is mégfja. Az érzékeny szelekcids rendszernek készéehea
kontroll emésztések soran minden vizsgalt telegtivoak bizonyult. Mivel a szekvenciaazonossag@J&T
vektorban dizéleg ellerdriztiik, a konstrukcid6 megfelglfelépitését pedig restrikciés emésztéssel igazohtu
csendestt konstrukcidkat tovabb nem elléniztuk ismételt szekvenalassal.

Elméletileg a forditott isméttls szakaszokat tartalmazé szekvenciak kimutatasalorneard primer
6nmagaban elég lennd3. abry. Figyelembe véve, hogy a létrehozott konstrukcfokditott iranyultsagu
ismétbdé szakaszokat tartalmaznak, ezért @rerhutatd indité szekvencia (“forward primer”) a mészélon
elvileg visszafelé irdnyul6 inditd szekvenciakémeyerz primer”) niikodik, kbzrefogva a “gémintron—nég”
szakaszt. Tehat egy szimpla forward primerrel kapotplifikacio feltételezésiink szerint mar énmagaba
igazolhatja a konstrukciok szerkezetének helyess&deerleteinkben ez sajnos egysdz&aq polimerazzal nem
miikddott reprodukélhatdan, feltelieh az atirandé szakasz nagy mérete miatt. Flaiggoolimerazzal (Thermo
Scientific) viszont valamennyi vizsgalt konstrukc{&upi et al. 2014) sikerult felszaporitanurikd( abrg, ami
csak akkor lehetséges, ha ténylegesen ,invertedategzekvencidkat kaptunk. Ezzel egy egysaabdszert
dolgoztunk ki a csendesigénkonstrukcioink elleirzésére.

SB16 transzformacidhoz a megfaleAgrobacteriunfivektor kombinacidkat alapugn a fent leirtak
szerint hoztuk létre. A hét konstrukciét és az lrektort azE. coli DH5a-b6l a pRK2013 felhasznalasaval
triparental mating-gel vittiink at a pTiBo542 alapéiper plazmidot tartalmazd. tumefaciendEHA105 és a
pTIC58 alapu helper plazmidot tartalma&é tumefaciendMOG301 térzsekbe (0ssszesen 16 kombinacid). Az
elébbi elgisorban az észak-amerikai erddetanyfajtdk (pl. az altalunk is hasznalt ‘Richidi0’, Id. alabb), az
utébbi pedig inkabb az eurdpaiifis viniferg szl6fajtak transzforméacidjadhoz hatékony (Szegedi e2@14). A
transzkonjugansokat rifampicin/kanamicin tartalminimal taptalajon szelektaltuk, azonossagukat tabibs
tisztitAs utdn 3-ketolakt6z teszttel eblemtiik. A pTi és a vektor plazmidok jelenlétét piad gyorsteszttel
és/vagy PCR-el ellémiztiik. Ez utébbihoz avirC ésvirD2 (pTi), valamint aznptll és a klénozott génekre
specifikus primereket hasznalturtk (ablazat

A 7. eredményeilh megjelent kdzlemény: Kupi (2014) Acta Biol Szegfedb5-68.
8.) Csendesit konstrukciok tesztelése kevert ferdzésekkel

A véarhatéan nagyszamu transzgenikus vonal miatzriwss lenne egy gyors ésldirés a transzformacioval
szemben ellendlld vonalak azonositasara. Ezéezét in vitro szarszegment tesztben dkiajta: 'Arany
Séarfehér’) kevert (csendesikonstrukcid + patogén agrobaktérium) dedssel vizsgéltuk, hogy a létrehozott
csendestt konstrukciok gatoljak-e a tumorkéjmgst salén. A hét csendeditkonstrukcid és a kontrollként
hasznalt pRNAIGG (lres vektor) MOG301-ben voltakiggén (tumorké@® torzsként pedig a&. tumefaciens
C58-at hasznaltuk, mivel a@#n dominangA. vitis nem okoz tumorin vitro szarszegmenteken (Szegetlal
2014). A csendegitkonstrukcidkkal 20 éraval a patogén torzsttevégeztik a feéizést, hogy ezek a gének mar
miikddjenek, amikor a masodik féresre hasznalt tumorké&p£58 térzs megkezdi a transzformaciét. Harom
hét elteltével C58-al kokultivalt szarszegmenteknahaigyikén kaptunk tumort, mig a nem-kokultivalt
kontrollokon nem volt tumorképelés. Meglep médon az ésszes kombinalt temés esetében, beleértve az lres
vektort is, csupan a szarszegmentek (kisérleter®®30 db) 15-30%-an kaptunk tumofts5( abra),de ez a
gatlas nem volt olyan &s, mint azA. vitis S4 esetében (Id. 5. pont @sabra) A kalluszszek szévetek tumoros
jellegét a nopalin kimutatdsaval bizonyitottuk. Elivaz Ures vektor a csendéskonstrukciokhoz hasonld
meértékben géatolta a tumorkéjuiést, feltételezhét hogy az difertézés a felhasznalt toréétfliggetleniil gatolja

a masodik fefizést. Ennek oka lehet, hogy azdefertszéshez hasznalt torzs teliti a ndvényi sejtfalgkétt
nagyon gyorsan biofilmet képez), vagy valamilyerdeiezési reakciot indukal. igy a masodik |éjbes
hasznalt tumorkégiztérzs mar nem tudott transzformalKiorabban tébb névényfajon (alma gyodkér, sargarépa
korong, kalanchoe szér) végeztek hasonld, de silgyersteszteket izolalt névényi részeken kevettiéssel
csendesft génkonstrukcidkkal (Lee et al. 2003, Viss et aD0®). A kovetke& lépésben valamenny
kombinaciéval (hét csendesit Ures vektor) elvégeztiik a kisérleteket intaktitro 'Richter 110" névényeken,
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de mar a csende&iés a tumorképiztdrzsekkel egyidéjeg fertztiink. Itt minden esetben a kontrollhoz hasonlé
(C58 egyedil) tumorképdést kaptunk. Végil harmadik probalkozasként 'Pinoir és 'Richter 110’
szl6fajtakon valamennyi konstrukcié felhasznalasavagjisraételtiik a tesztelést Gveghazi (teljes) novéegek
is. Itt szintén hasonldé eredményeket kaptunk, nantintaktin vitro 'Richter 110’-en. Tehéat a létrehozott
csendesit konstrukcidék hatasat a tumorképZsre sé&lén csak teljes, intakt transzformalt névényeken ulad]
vizsgalni, ami nagyszamu kombinacid esetén jéketilbbletmunkat okoz.

9.) S%lé transzformacio csendesét konstrukcidkkal

A Vitis berlandieri x Vitis rupestriscv. 'Richter 110’ embriogén kalluszok transzforimdgghoz kezdetben
valamennyi létrehozottA. tumefaciensEHA105-ben 166 csendesft konstrukciét felhasznaltunk. Ennek
megfeleben az “lUres” pART27 és pRNAIGG vektorokkal, a szmtkontrollként hasznalt (agrobaktérium
fertzésre expresszios valaszt nem add) pRNAIGG::Rtki@sstrukcidval, valamint a pART27::Viplasi-t, és a
tovabbi hat pRNAIGG alapu konstrukcidkkal kezdtilkaetranszformaciot. A transzformalashoz rifamiéis
spektinomicin (pART27) vagy rifampicin és kanami¢rRNAIGG) tartalmu LB tapoldatban felszaporitottak
agrobaktérium tdrzseket, majd az embriogén kallketztktMS taptalajon 2 napig kokultivaltuk az agrdigaikim
sejtszuszpenzidval. A baktérium elimindlasahoz lugzokat antibiotikum-tartalma (cefotaxime, cartodtin)
sMS-taptalajra raktuk at, melyen a tovabbi fenntarisisttgezziik. Kontrollként nem transzformalt kalkisat

is kioltottuk antibiotikumos (szelekciés agensttabmazé) MSEM taptalajra. Az agrobaktériumos keztelé
kdveBen a kalluszokat a visszafézédés elkeriilése végett tovabbra is antibiotikumepsatajon tartottuk fenn.
A szelekci@s taptalajon regeneralt embridkat (0¢Bn) fényszobaban neveltiik tovaldls (abra)

A pArt27 plazmiddal végzett transzformaciés kisee a regeneracio sikertelennek bizonyult, igy a
tovabbiakban csak a pRNAIGG plazmidban kl6nozotinskaukciokkal végzett kezelésdib szarmazé
kallusztenyészeteket tartottuk fenn regeneracigmidon. A regeneracié soran megjelentek a zéfsak, am
toébb konstrukcional a hajtasok feketedését tapitiskiadz Ujonnan transzformalt kalluszokb6l 3-4 hénutan
embridk fejbdtek, melyeket fényszobaban neveliink tovabb. Azéagy keresztiil szelekcids taptalajon passzalt
kalluszok fenntartasat antibiotikum-mentes ¥2MSatgpon folytattuk. A transzformalt kalluszokon melgintek
leveles hajtasokat a tovabbiakban antibiotikum-mee&tMS taptalajonn vitro tenyészetekben tartottuk fenn.

10.) A szelektalt vonalak tesztelése

Munkank soran osszesen 4, vitro tenyészetben folyamatosan fenntarthatd fliggetiaseformalt vonalat
tudtunk szelektalni a kdvetkéxonstrukciokkal: RNAIGG (kontroll): nyolc, Sgtlalom, Skpl: 6t, Rab8a: 6t,
HtalO: egy és Hta2: 19. A Vipla és az Rtnl2 komkstiakkal a kezdeti sikeres regeneracié utan nentukep
fenntarthat6 transzformalt vonalakat. Feltéhéibgy ezekkel, illetve a kisszamu fliggetlen trémsaalt vonalat
produkdald konstrukcidkkal esszencidlis géneket dssitettiink. Annak vizsgéalatara, hogy az izolalbatak
valéban transzformaltak, a 33 fiiggetlen feltétdlezanszformalt vonalbdl, illetve a kontroll 'Ritdr 110’-kbl
egy madositott CTAB mddszerrel (Xu et al. 2004) BDiNiZolaltunk. A mddszer 1ényege, hogy a CTAB-lizis
elétt a novényi szévetet TrissEDTA/glik6z pufferbenntagenizaljuk (mosas), majd centrifugélas utan a
fellluszét az oldhaté keméngitel és fenolvegyiletekkel ledntjik. Ezt kodeh a lellepitett névényi mintat
lizaljuk, igy lényegesen tisztabb nukleinsav prépanot kapunk. Az izolalt DNS miségét és mennyiségét
elészor agar6z gélen ellériztik. Ezt kdveden egy kontroll kisérletben valamennyi mintat tekidthk PCR-el
egy haztartasi génre (18SrRNS) specifikus primeghdvalamennyi minta pozitiv reakciét adott, tehdbvabbi
vizsgéalatokra alkalmasak voltak. A kdvetkekontroll kisérletben airC, vagy avirH2 génre specifikus
primerekkel ellediriztiik, hogy a névényi DNS mintadink nem tartalmdzrszennyeddéskéntAgrobacterium
DNS-t. Valamennyi minta negativnak bizonyult. Végiikét kontroll kisérlet utan azptll génre specifikus
primerparral bizonyitottuk, hogy a szelektalt vakalartalmazzak a beépiténdonstrukciot (7. abra) A
felhasznalt inditészekvenciakat (primerekeB). éablazatartalmazza.

A 33 transzgenikus vonalbél, valamint a kontrollkémasznalt nem-transzformalt 'Richterl110’
ndvényekBl dsszesen 66n vitro egyedet edzettiink meg fényszobai/liveghazi koriyeke. Ezek fiatal,
fejl6d6 szarait azA. tumefaciendC58 torzzsel fedztik. Az eredményeket 6 hét utan értékeltiik. A tedsz
novények mindegyikén kaptunk tumort, hasonléan d-tifzusu 'Richter 110-hez és az ,ures” pRNAIGG
vektorral transzformalt novényekhez. Tehat a téiszi@nstrukciok nem indukaltak rezisztenciat a
golyvasodassal szemben. Ez kilonden mégepita? transzformasok esetében, mivel ezzel atkdasoval
viszonylag elfogadhaté szamu (17) vonalak kaptéska Hta2 agrobaktériumos transzformacidban bétoltd
szerepét még éleskben is igazoltak (Wolterink-van Loo et al. 2015).

A transzforméans ndvények agrobaktérium fogékonysdlga@lapveten két magyarazata lehet: egyrészt
ha a csendesités hatékony, de a kivalasztott céigérebzetes vizsgdalatok ellenére sem vesz részt a
kérfolyamatban (esetleg a csendesitett gén ternegékBidnyat a csalad egy masik fehérjéje komplenjahta
vagy ha a csendesités nem volt elég hatékony. RiBdesitésen alapulé vonalak csak a legritkable ldset
bizonyulnak knock out mutans értélek, a vonalak nagy része kisebb-nagyobb hatékgggs&sendesiti a
célgént. Az eredeti koncepcionk az volt, hogy astarkcidk ebzetes elleérzését, majd a beépulés tényének
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igazolasat kovéen a csendesités hatékonysagat/mértékét csakranmlfenotipust adé vonalakon vizsgaljuk.
Annak alapjan, hogy az intakt névénnyé nevélhainalak mindegyike fogékonynak bizonyult, felmerélt
kérdés, hogy vajon sikeres volt-e a gének cserédesia tllél vonalakban? Kivalasztott vonalakon gPCR
technikaval elleériztik a célgének relativ expresszids szintjétam tapasztaltunk killénbséget a transzformans
és vad tipust 'Richter 110’ vonalak kdzott. Mivet@nstrukciokat gondosan elkgnietiik, a beépilést igazoltuk,
az alkalmazott stratégia (hairpin alapu invertepeet konstrukcid, 3' UTR célzasa) pedig igazoltatékony
(Wesley et al 2001.), feltételezzik, hogy a hat§kosendesitést mutaté vonalak életképessége cgdlken
Emiatt a regeneraciot koven csak azok a vonalak maradtak fent, amelyekbeseadesités valamely oknal
fogva nem rnikddott. Természetesen idedlis esetben j6 lennedelimi, hogy az adott célgésir (elsssorban
annak 3' UTR szakaszardl) érik-e kisRNS frakcideEazonban idl és kézben I&/mddszertan hianyaban jelen
projekt keretein belll nem volt lelésBgiink. Raadasul egy esetleges negativ valaszigva@isNRS-ek hianya)
meég mindig nem segitene elddnteni azt, hogy a kaksitk nem megfelékek, vagy a hatékonyan csendésit
vonalak életképtelenek?

A fenti alapjan a projektben felvazolt koncepciéonrhost tipusl rezisztencia kialakitasa az
agrobaktérium-s6 korfolyamatban szerepet jatszé nodvényi gének esdtébével a gyakorlatban nem
kivitelezhe®.

11.) Agrobaktériumos tumorképzidés gatlasa onkogén csendesitéssel

A pélyazat & kutatasi célkiizése a gazdanévény agrobaktériumos transzformacikimrentikodé génjeinek
csendesitésén alapuld rezisztencia kivaltdsa. désémegkdzelitettik a patogén oldalardl is, vagyiémahoz
kapcsolédo kisérletekben vizsgéltunk az agrobakteronkogének lehetséges csendesitésének hatasat is
tumorképsdésre. Ehhez a pJP17 plazmidot hasznaltuk fel, reljumefacienpTiA6 eredei, egymassal
komplementer szensz és antiszensz szekvenciatattar (Viss et al. 2003). Huszonegy transzfornfiétthter
110’ vonalat szelektaltunk, melyek koziil nyolc vadrisztens az A348(=pTiA6) altal indukalt tumorkégre.
Ugyanakkor aA. tumefacien€58 és A281, valamint a vizsgalt harémvitis tdrzsekre nem, vagy csak egy-két
kivételes esethen kaptunk ellenallé vonalak& @bra) Az A. vitis térzsek onkogénjeinek szekvenciai jetent
mértékben eltérnek a&. tumefacienssl, igy érthed, hogy azA. tumefacienpTiA6 eredei konstrukcié nem
volt hatékony. Ugyanakkor a harom. tumefacienstdérzs ugyanazzal a kromoszomadlis hattérrel (C58)
rendelkezik és az onkogének szekvenciai is nagyfogonlésagot mutatnak, igy feltételeshehogy a
szekvencia hasonlésagon kivil a pTi plazmid valgikelT-DNS-en kivili régiéja jeleis mértékben
befolyasolja a csendesités hatékonysagat. Ossabfagimegallapithatd, hogy az agrobaktérium torzsek
nagyfoku genetikai sokfélesége miatt a patogén o@Rminek gatlasara iranyuld stratégiak egy-egy
Agrobacterium térzs T-DNS-ére tervezett csendésionstrukciojaval nem alkalmasak a golyvasodéassal
szembeni széleskibrezisztencia kialakitasara. A probléma megoldddank6 tdrzsek onkogénjeire, vagy
rovidebb konzervélt szakaszokra tervezett kombind#ndesét konstrukciok egylittes alkalmazasaval lenne
megoldhato.

A 11. eredményedlb megjelent kézlemény: Galambos et al. (2013) PGeit Rep 32: 1751-1757.
12.) A palyazat témajahoz kdzvetlenul kapcsolddé wbbi eredmények
12.1. A VIP1 kélcsdnhatasok vizsgalata

A globalis idjaras-valtozas miatt medtt az abiotikus stresszhatadsokkal szemben ellefdtiik hasznalatanak
a jelentsége. Ezért a csendesitésre kijelolt gének kdziéit figyelmet forditottunk az agrobaktérium VirE2
proteinjével koélcsdnhatasba tepvIPl-re (Tzfira et al. 2001), mivel a VIP1 fehérge ndvény-patogén
kdlcsdnhatds mellett felteléen fontos szerepet jatszik az abiotikus stressgrédalakitdsaban is (Lacroix,
Citovsky 2013, Liu et al. 2010). Korabban kimutaithogy a VIP1 egyik $#6 homoldgja transzkripcids szint
valaszt ad az agrobaktériumos dedésre. Ezutan funkciondlis vizsgalatokkal is terigzigazolni a sdé VIP1
génjeldlt ortolog szerepét.

A mar kordbban elkészitett csendésionstrukciok mellett Iétrehoztunk 2x35S promdétemeghajtott
tultermeb, valamint sajat prométerrel meghajtott GFP-fluzidsnstrukciokat (ez utdbbit a sejten bellli
lokalizacio vizsgalatahoz). A transzformans vonalékzletes jellemzése alapjan kovetkeztethetlinkharfe
biotikus és abiotikus stresszvalaszban betdlt@&ttegere. A transzformans névények mellett vizsgadigyrészt
a fehérje funkcidjat tranziens expresszié soraarbkig rendszerben, valamint annak VirE26kikiépességét.

A VirE2 koté képességet dlslépésben koimmunoprecipitaciés teszttel vizsgaltaklynek sordn a VirE2 és
VIP1 fehérjéket epitép Tag-gel (Myc és Ha) fluzidnklés egyiitt expresszaltdket dohany noévényekben. Az
expresszidhoz tranziens rendszert, agrobaktériuitirafast hasznaltunk. Az immunoprecipitacié soram
infiltralt levelekksl feltart fehérje kivonatot anti-Ha agar6z gyonglok adtuk. Az interakciot Western
hibridizacioval vizsgaltuk monoklonalis Ha és Myttitestekkel. Amennyiben a Ha antitestes hibridizg&oran
megkapjuk a vart jelet, gy a Ha tag-gel ellatotPV fehérje kdidott az agardéz gydngydkhoz. Ha a Myc
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ellenanyagos hibridizalas soran is megkapjuk ajeéet ebhivaskor, akkor igazolast nyer, hogy a VirE2 febér;j
valéban kdlcsdnhatasba lép a VIP1 fehérjével.

A koimmunoprecipitacios kisérletek nem igazoltakz8l6 VIP1 génjelolt és a VirE2 fehérje kdzotti
kélcsonhatast, mely dsszhangban van Gelvin cs@matj kozelmaltbeli eredményeivel (Shi et al. 20Ef)nek
oka lehet egyrészt a kélcsdnhatds hianya, maseégziicsonhatas vartnal gyengébb mivolta. A két rfighé
kozotti kolcsdnhatas tovabbi vizsgalatara tervezaiikinterakcié jellemzését fluoreszcens komplenvédsa
rendszerben, amely a koimmunoprecipitacional érzgdeb mddszer és gyengébb kdlcsdnhatasok kimutatasa
is alkalmas.

12.2. Optimalis taptalajok baktériumtenyészetekhez

Péalyazatunk megvalositasa soran kilodbbaktériumtérzseketd( tumefaciensA. vitis E. col) hasznéltunk.
Fontos, hogy ezek -80C-on tortéi tartés tarolasan kivil a napi munkdhoz valé femasahoz és
tenyésztéséhez is optimalis taptalajjal rendelkelzziedfigyeléseink alapjan a baktériumokhoz aftakan
hasznalt, szerves komponensekben rendkivil gazigamorganikus elemekben szegény Luria-Bertani (E8)
glukéz-éleszikivonat (GY) taptalajokat erre nem talaltuk alkatmak. Ezért a fenti két taptalajt kiegészitettiik
dikalium-hidrogén-foszfattal, magnézium-szulfattafs-szulfattal és egyéb mikroelemekkel (Mn, Zn, €0
Mo). Ezek kozil a foszfat kdzismerten a nukleinkaga az NTP-k épikdve, a kationok pedig a transzport
folyamatokban és kulonbdzenzimek kofaktoraiként fontosak. Az igy Osszedtliitaptalajokon (ferde agar)
harom ismétlésben vizsgaltuk a kisértletekbe bevitkilonbdd baktériumtorzs életképességét, illetve
eltarthatésagat °€-on, harom ismétlésben. Ennek soran harom haveégeztink kitenyésztést a tarolt
tenyészeteldl. A munkank soran hasznalt térzsek kozil mind Eazcoli LE392 és DHB, mind az A.
tumefaciensC58 ésA. vitis Tm4, AT1 és S4 torzsek jobban fajtek és tovabb eltarthatéak voltak, mint az
eredeti taptalajokon. Az alaptaptalajokon az éitrisag kb. 6 honap voltlq. abra) mig a kiegészitett
taptalajon ez 12 hénapr#éth Eredményiink az agrobaktériummal kapcsolatoskikon kivil més terileteken
is alkalmazhat6 lehet, pl. baktériumpopulaciok a@sahoz kilénb&z (élelmiszeripari, ndvényi, talaj, viz)
mintakbol diagnosztikai vagy kutatasi célokra.

Publikacié: ebkésziletben (tervezett bekildés: Acta Biologicgeiliensis)

12.3. A Chelex-100 alkalmazasa 6 DNS kivonasra

A hagyomanyos DNS kivonasi moddszerek nagyon oOdtekt€éhomogenizalas, sejtlizis, szerves
extrakcio, nukleinsav kicsapas, mosas, szaritaggsl visszaoldas), és a tobbszori mintaatvitelttnaiayag és
koltségigényesek. A kilonbdz de viszonylag draga készletekkel (pl. Qiagen ki) a munka némileg
egyszeiibbé valik, de a napi feldolgozhaté mintaszam igwalacsony (kb. 24). Ezért kiprébaltuk &nlfigyi
diagnosztikaban mar régéta hasznalt Chelex-10@@t €nyhén alkalikus kémhatas@sikelatképé gyanta,
Walsh et al. 1991), melynek ndvényi alkalmazas&wpén egyetlen adatot talaltunk (HwangBo et al.0201
Munkénkhozin vitro s#516 névények ('Arany Sarfehér’, 'Kdvidinka’ és 'Richitd10’) leveleit hasznaltuk. A
Chelex-100-b6l 10%-0s emulziét készitettlink stesztillalt vizben, el folyamatos keverés mellett 300 ul-
nyi mennyiségeket szétmértiink Eppendorf csovekbbeE adtunk 4-4 ismétlésben 20, 10, vagy 5 mg tintak
(nem roncsolt) levélkorongot, majd a mintakat reedss keverés mellett 10 percig melegitettik°Qeon.
Centrifugalas utan a felliliszobdl 1-1 pl-t haszmdta 18SrRNS génre specifikus primerekel végzeRPez
(reakciotérfogat: 25 pl). Valamennyi tesztben, naeg5 mg/300 pl kombinacioban is, pozitiv eredmények
kaptunk Q0. abrj. Uveghazi novények levélmintainak esetében viszosszhangban a korabban kozoltekkel
(HwangBo et al. 2010), sziikség volt homogenizalasrkovetked Iépésben 4-4 kulonb6ZA. tumefaciengs
A. vitistdrzs szuszpenzi6ival (kb. 5 x 1€ejt/ml) is elvégeztik a kisérletet azonos kérilyed kozoétt, majd a
feliluszét PCR-el teszteltiik airH2 (A. tumefaciens vagy a poligalakturonazA( vitis) génre specifikus
primerekkel (3. tablazat). Itt is minden esetberctijkus pozitiv reakciét kaptunk. Eredményeinkpgdm a
Chelex-100-alapi DNS kivonas egy rendkivil egysz&s viszonylag olcsé modszer leheblézgenetikai
vizsgéalatokra, beépitett gének jelenlétének a lamdsta, valamint (mivel az agrobaktériumbdl is kieo a
DNS-t) ndvény-egészségiigyi diagnosztikai vizsgélats.

13.) A pélyazat ideje alatt végzett egyeb élb/Agrobacterium témahoz kapcsolodo
munkak, melyekhez a tamogatas kdzvetve hozzajarult

A baktériumok kozétti kommunikacié (,quorum sensingszamos baktériumos korfolyamatban jatszik
meghataroz6 szerepet, mint a human betegségekagy, & névénykortan tertletén (pl. biofilm kédés,
konjugativ plazmid atvitel)Agrobacteriumaltal indukalt s&lé tumorok baktérium populaciéinak ilyen iranyu
vizsgélata soran izolaltun&gy Sphingomonadaceassaladba tartozbaktériumot, mely orvosi mikrobiolégiai
kisérletekben is &hromobacterium violaceur€V26 szenzor térzzsel kivaldé modell térzsnek biadh az
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interbakterialis kommunikacié gatlasanak tesztelddegjelent kézleménywarga et al (2012) In Vivo 26: 277-
285.

A tumorképzésért kdzvetlenil febsl onkogének, valamint az opin-szintézis gének ewddlieredete
nem ismert. A 80-s évek elején White és mtdliaeotiana glauchdan talaltak a pRiA4 T-DNS-el nagyfoku
hasonldsagot mutatdé géneket. Bldls szamos mabhlicotiana ésLinaria fajban irtak le pRi szekvencidkat (cT-
DNS). Feltehdten ezek ési transzformacidés eseményékbszarmaznak, és jelenlétik éségithette a
fajok evollciojanak a nyomonkovetéséhez. A Léone®@t{CNRS, Institute of Plant Molecular Biology,
Strasbourg) és csoportja altal végzett munkdhoDMSzek kifejeddésének tesztelésével (opin kimutatas)
kapcsolodtunk Megjelent kézleményhen K et al (2014) Plant J 80: 669-682.

A szl6 szaporitdanyaggal terjgdbetegségedt, ezen belll az agrobaktériumos golyvasodasrol egy
konyfejezet irasaban vettiink részt, mely a Noveer®a kiadasban az USA-ban jelent médegjelent
kbézleményBisztray et al (2012) Grapevines: Varieties, Cuation and Management, Nova Science Publishers,
Inc.,

14.) A palyazatban kitizott célok, a megvaldsitas soran elért Gj eredményeds azok
hasznosithatésaga

Kutatasi célunk volt, hogy:

- Az eddig Arabidopsiban és dohanyban mar azonositott, agrobaktériumasszformacidban
kozreniiktds géneket DNS szekvencia homol6gia alapjrsilico azonositsuk €itében (cv.’Pinot
noir’).

- Vizsgaljuk az azonositott gének kifejel2sének valtozasaigrobacteriurfertozést koveien.

- A szl6 genetikai transzformacidja céljabél embriogén usdtenyészeteket hozzunk létreViis
berlandierix V. rupestriscv. 'Richter 110’ séléfajta portoktenyészeteih

- Az Agrobacteriurdfertézés altal indukalt gének (négyet terveztink) fattitsmétbdé szakaszaival

- Ellenérizziik a csendegitkonstrukciok elkészitéséhez haszndlt, a 'Pinot’ ggnomban azonositott
gének szekvenciait a transzformacidhoz hasznalcht®@r 110'-ben, jelenlétiket PCR-el mas
sl6fajtakban.

- A létrehozott konstrukcidkkal transzfomaljuk a ’'Rier 110’ portoktenyészetéib |étrehozott
embriogén kallusz sejteket. Ezékindvényeket regeneralunk.

- A szelektélt vonalakat valédi transzformalt jellepdgyomanyos PCR-el, a csendesités hatékonysagat
pedig cDNS-BI kiindulva gRT-PCR-el ellefrizzik.

- A transzformalt névényeket akklimatizaljuk Uvegh&drilményekre, majd mesterséges deéssel
ellensrizzilk ezek agrobaktérium térzsekkel szembeni foggkagat.

Elért eredmények és azok hasznosithatésaga:

- Munkank soran szekvencia homolégia alapjan dsszesegénre végeztirih silico tblastn keresést a
'Pinot noir’ genomban. Ezeknek csaknem mindegyiagymbb szamu tagbol (homol6g szekvenciabdl)
allo géncsaladokat képezett. igy példaul a CslA€8lariban négy tagot, a BTI csaladban 57 tagot, a
Rab8a csaladban 75 (I!!) tagot, a Vipl csaladbantaZ@t, 16 H2A hiszton homoldgot, az Skpl
csaladban nyolc tagot és az Sgtl homoldgok kézih@ot azonositottunk.

- A fenti géncsaladok 6sszesen 17 tagjanak a kidisenek valtozasat vizsgaltuk ékiben
agrobaktérium fedizést kdveten. Az Rtnl2 kifejegdésben nem volt valtozas, de a VvRab8a, Vipla,
VVHtal0 és VvHta2 gének expressziodja szignifikaingekedést mutatott.

- Szamos s#Héfajta portokjaibdl inditottunk embriogén tenyészetezek kozil a 'Richter 110’ fajta
tenyészetei mutatték a legintenzivebb ndvekedeétt e a munkatervnek megfeleh - ezt hasznaltuk
transzformaciora. Az embriogén tenyészetek intengbaporitasara és fenntartdsara az eddigi
maodszereknél Iényegesen hatékonyabb folyadékkslmdszert dolgoztunk ki.

- Az agrobaktériumos feizésre indukadlédd VvRab8a, Vipla, VvHtal0 és VvHtg2neklsl,
kontrollként a nem-indukalodé RtnlZsh valamint a kisérletekbe kéish bevont Sgtl és Skpl génékb
csendestt konstrukciokat hoztunk létre a pRNAIGG vektorb@nkonstrukciok ,forditott ismétidé
szakasz” jellegét Uj médszerként egyprimeres PCRighzoltuk.

- A csendestt konstrukci6khoz hasznalt gének jelenlétét 13l&ajtaban elledriztik PCR-el. A
transzformacidhoz hasznalt 'Richter 110’ fajtablenériztiik a szekvenciak azonossagat.

- A létrehozott hét konstrukcidval, valamint az ,UrggRNAIGG vektorral transzfomaltuk a 'Richter
110’ portoktenyészetedb Iétrehozott embriogén kalluszokat. Osszesen iB3yitro tenyészetben
fenntarthat6 fliiggetlen traszformalt vonalat tudtem&lektalni a pPRNAIGG (kontroll), az Sgtl, az Skpl
a Rab8a, a Htal0 és a Hta2 konstrukciokkal.
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- A kanamicinen szelektalt vonalakat valédi transafalt jellegét nptll génre specifikus primerek
felhasznalasval hagyomanyos PCR-el, a csendesitékdmysagat pedig egyes kivalasztott vonalakon
cDNS-I kiindulva gRT-PCR-el vizsgaltuk.

- A 33 transzformalt 'Richter 110’ vonal 66 egyedéizettik Uveghazi koérilményekre, majd Az
tumefaciensC58 torzzsel végzett mesterségessmrssel elledriztik ezek golyvasodassal szembeni
fogékonysagat. A tervezettel ellentétben csak atGB&et hasznaltuk, mivel dz vitistérzsekin vitro
rendszerben kevésbé voltak patogének. A C58 tdrazeenbeni fogékonységot ,forditott” kisérletben
is vizsgaltuk. Ennek soran vad tipusi 'Richter 1HX@vényeket fefiztink egy-egy csendesit
konstrukci6 és a C58 keverékével. Ebben az esettmn kaptunk tumorgétlast. Tehat az
agrobaktériumos transzformécioban koziikéus gazdandvény génekre tervezett csendesit
konstrukciokkal nem sikertilt golyvas betegséggehdzeni rezisztenciat kivaltani@#ben.

Terven felilli, de a palyazat témajahoz szorosarndapdo egyéb munkak, eredmények:

- A kisérletekbe bevontuk a palyazat beadasa utamtk®gtl és Skpl géneket.

- Hatékony folyadékkultiras médszert dolgoztunkilé embriogén kultirak fenntartasara és intenziv
felszaporitasara.

- Egy (csak diremutatd) inditdszekvenciaval végzett PCR-el igakolhogy a csendesitésre beépitett
gének a pRNAIGG vektorban megfdéarientacioban vannak.

- Bizonyitottuk, hogy az agrobaktérium T-DNS onkogémgk csendesitésén alapuld stratégiaval
kivalthato rezisztencia, de ez a szekvenciak geaiadiverzitasa miatt torzsspecifikus.

- S16 szarszegment tesztekkel bizonyitottuk, hogydsse specializalodott A. vitis tdrzsek eben az in
vitro rendszerben nem okoznak tumort, az A. tumefaek viszont igen. &, az A. vitis S4 torzs
kombinalt ferbzésben teljes mértékben gatolta az A. tumefacikaisiddukalt tumorképé&dést.

- Vizsgéltuk a VIP1-VirE2 kolcsOnhatast, melynek dményei ©6sszhangban vannak Gelvin
munkacsoportjanak kézelmultban kozolt eredménydishl et al. 2014).

- A hasznalt baktériumtérzsek gyorsabb felszapdniga®s aktiv tenyészetben téémegbizhatobb
fenntartasara inorganikus elemekkel kiegészitetiptplajkombinacidkat dolgoztunk ki.

- Bizonyitottuk, hogy a Chelex-100 alkalmasl$zés agrobaktérium DNS kivonasra PCR-hez tértén
alkalmazasokhoz.

Az eredmények hasznosithatésaga

- Az altalunk kidolgozott folyadékkultirds modszerishaos lehet az (j 8bfajtak és klonok intenziv
felszaporitasara, illetve a @4 virusmentesitésére szomatikus embridkbdl tértéegeneracioval
(Borrot-Fernandez et al. 2008, Gambino et al 2009).

- Az egyprimeres PCR gyors és olcs6 mddszer a gédesiésre létrehozott, forditott, isndékb
szakaszokat tartalmaz6 konstrukciok helyes szetkprek elletirzésére.

- A gazdanévény kozreitkodé génjeinek csendesitésén alapuld eljaras nem, rabaigérium onkogén
csendesitésén alapulé modszer viszont hatékonydefp@lyvas betegséggel szembeni ellenaléképesség
kialakitasara.

- Az altalunk bevezetett komplex taptalajok bizt@ditja baktériumtérzsek gyors felszaporitasat és
megbizhatébb fenntartasat.

- A Chelex-100 alkalmazéasaval egy rendkivil egysz&s gyors modszert vezettiink bel§zDNS
mintak genetikai analizisére, mely hasznalhat6tlahsbvényegészségugyi diagnosztikdban is, példaul
baktériumferdzések detektalasara.
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Abrak

1.4braFels sor: Természetes féresldl szarmazo lokalis (baloldalt) és nagy kiterjedédssszeflig§ (kozépen
és jobb oldalon) golyvas tiinetekégim. Als6 sor: Mesterséges fézessel indukalt tumorok 86 szaron
(baloldalt),Kalanchoe tubifloran (kbzépitt) é&Kalanchoe daigremontiana (jobbra).

2.abra:A Vipla, Viplb, Viplc, Vipld, Viple és Viplf génektervezett primerek elléreése sélé (fajta:
'Richter110’) DNS-en PCR-el. A Vipla gént kédolingeni DNS tartalmaz egy kb. 6000 bp intront, mely a
forward primert inaktivalja, ezért ez itt nem irdidét, de cDNS-en ez a primer idikddott.
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3.abraA celluléz-szintaz (A) és a hiszton H2A (B) génekani kapcsolatait bemutaté torzsfa.
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4.abraA Rtnl, Rab8, Vipl és Hta gén homol6gok expresgriak valtozasa 8k levélkorongokon az
Agrobacterium tumefacien358 tdrzzsel tértéhfertézést kdveien.
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5.abra:Kildénb6a tipusa sejtaggregatumok fénymikroszképos felvétéles tipus (a. és b.), ll-es tipus (c. és
d.), lll-as tipus (e. és f.). b-f. Lugol-oldattaistve. Nyil: keménydtszemcséket tartalmazé sejtek.



6.abraNovényregeneracié szomatikus embridkbdl (a: emiéndgnyészet folyadékkultiraban, b:
embriogenezis folyékony taptalajban, c: embrioksigse szilard taptalajon, d: hajtasregeneraciordzila
taptalajon).

7.&braFelll: A sterilin vitro tenyészetek folyamatos kisérleti leisgiget biztositanak, standard kértilmények
kozott. Alul: Az agrobaktériumos fézésre fogékony (baloldalt: 189/15, K2) és reziszfgobb oldalt: 189/18,

Kb27) 'Kunbarat’ hibridek feizésein vitro. A fertézési helyeket (tumorokat) nyilakkal jeldltiik



v | W S W N e e o e
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8.abraiFelll: In vitro tumorindukcié 'Richter 110’ szarszegmenteken harmentes taptalajon. Bal oldali kép:
A. tumefacien&281-el kokultivalt szarszegmentek. Jobboldali:k&grobaktériummal nem inokulalt kontroll.
Alul: Agrobacterium tumefaciengrzsek altal indukalt opinok kimutatasa 'Richtdi0’ in vitro szarszegment
tumorokbdl. Fel§ kép: nopalin kimutatdsa 12 fiiggetlen, C58 altdukd@lt tumormintabdl. Alsé kép: agropin és
mannopin kimutatasa 12 fiiggetlen, A281 altal indiukdnormintabdl. 1. minta: tiszta oktopi®) és nopalin

(N), illetve agropin A) és mannopinN]). 2. minta: nem-transzformalt 'Richter 110’ sz&daat, 3.-14. mintak:
12 fuggetlen tumorkivonat.



9.abraKoinokulaciés kisérlet, melynek sor&ntumefacien€58 ésA. vitis S4 tdrzzsel egyutt feiztik a sl
(fajta: 'Sauvignon blanc’) szarszegmenteket:AAzitisnem csak hogy nem okoz tumort szarszegmenten, de
gatolja azA. tumefaciendlatali tumorképédést is. Fels sor balrél jobbra: Nem inokulalt kontroll, C58 iftor

és gyoker), S4, S4aviR- (az S4 nekrozis—minuszmsa)aAlsé sor balrol-jobbra: UBAPF2 (plazmidtore8),
C58+S4, C58+UBAPF2 (tumor és gyokér) és C58+S4aviR-
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10.abraA rendelkezésre all6 teljes pTi plazmidok Vir r§dital 6sszehasonlitasa. A hardmtumefacientrzs
(C58: zold, 15955: kék, Bo542a: barna) Vir régigjaszekvenciajat hasonlitottuk egyvitistdrzs (S4: piros)
Vir régidjahoz. A blastz algoritmussal szamitottfodog szekvencia szakaszokat jeldlik a szines &é&ze
szalagok. Sotétsziirke vonal koti 6ssze a hdkotamefacientdrzshen megtalalhatd, de Azvitistorzshbl
hianyzévirK ésVirH2 géneket.
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11. dbraFig. 4: Agrobacterium tumefaciesA. vitistérzsek PCR analizisevirH2 (1-6) ésvirK (1'-6") gének
jelenlétének kimutataséarisl: méret marker (Fermentas SM0328)és@’: DNS-mentes mintakirH2-, ésvirK-
specifikus primerekkell és1': A. tumefacien#348,2 és2’: A. tumefacien€58,3 és3’: A. tumefaciens281,
4és4’: A. vitisTm4,5 és5’: A. vitisAT1, 6 és6’: A. vitisS4.
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12.4braSzl6fajtdk PCR analizise az agrobaktérium altal induggdhekre. M: méretmarker, 0: DNS nélkili
kontroll. Bal fel$ panel: Rab8a, jobb félgpanel: Hta2, bal als6é panel: Htal0, jobb alsé bafipla. Fajtak: 1:
‘Chardonnay’, 2: 'Fanny’ (=R78), 3: 'Kévidinka’, 4Arany Sarfehér’, 5: 'Kunleany’, 6: 'Ezerj¢’, 7Sauvignon
blanc’, 8: 'Kadarka’, 9: 'Richter-110’, 10: 'Gloirde Montpellier’, 11: 'TK5BB’ és 12: 'FS4'.
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Kétprimeres PCR (Fw£Rev)

—ttgccataa-5
5-GCTTAATGC------------ AACGGTATT-3
3-CGAATTACG------------ TTGCCATAA-5
5-gcttaat gc—

PCR forditott ismétlédé szakaszoknal (Fw=Rev)
«—cCcgtaattcg-o
5-GCTTAATGC------------ GCATTAAGC-3’

3-CGAATTACG------------ CGTAATTCG-5
S-gcttaat gc—

13.4braforditott isméthds szakaszok (csendestyénkonstrukcidk) kimutatasara elvileg a forwariinar
(piros) 6nmagaban elég, mivel ez a masik szaloareeprimerként rilkddik (alul), hasonléan a kétprimeres
PCR-hez (feldl).

1700bp

805bp

14.4braforditott isméthdsé szakaszok kimutatdsa PCR-el, egyézerward” primer felhasznalasaval. M:
méret marker®st/A-DNS), 1-1b: VvHta2, 2-2b: VvHtal0, 3-3b: VvViplé4b: VvRab8a és 5-5b: VVRTNL2.
1, 2, 3, 4, és 5: PCR reakcio a forditott, istditlszekvenciakat tartalmazé konstrukciokkal, ,a" rakt
pRNAIGG DNS (uUres vektor), és ,b” mintak: DNS mesiteontrol (mindegyik primerrel, kilon-kilon).



15.4braKettds fertbzések sélé szarszegmenteken a csendekiinstrukcidok hatasanak vizsgalatara. &elar
balrél jobbra (kontroll)A. tumfacien<58, nem inokulalt, és az Gires RNAIGG-vel inokiulalsé sor, balrél
jobbra: az els inokuléciot a kdvetkezszl6 génekre tervezett csendédibnstrukciokkal végeztik: Hta2, Sgtl
és Skpl.

16.4braTranszformalt névények regeneraciojélézmbriogén tenyészetakb
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17. abraA kanamycinen szelektalt 'Richter 110¢s& vonalak PCR analizise. 1. (fé)panel: PCR/. vinifera
18SrRNS specifikus primerekkel, a DNS PCR teszité alkalmassaganak ellezésére, 2. (kbzéfispanel:
PCR aZzA. tumefaciensirH2 génjére specifikus primerekkel, mely bizonyitjagh a vizsgalt ndvények
mentesek a transzformaciéra hasznalt agrobaktéslugt(alsé) panel: PCR aptll génre specifikus
primerekkel, mely bizonyitja a szelektalt vonalatodi transzformalt jellegét. A tesztekhez KAFAQ
polimerazt (ZENON, Szeged) hasznéltunk a gyartéirsiziavasolt reakcideleggyel és programmal. ASkidisi
homérséklet 50 (18SrRNS, virH2), vagy°84(nptl) volt.

18. dbraFogékonysagi tesztek a pJP17-el transzforkiéik berlandierix V. rupestriscv. ‘Richter 110’
sz516kon. (A) Nem transzformalt ‘Richter 110’ kontrolt Agrobacterium tumefaciens348 torzszsel febizve,
(B) nem-ferézott ‘Richter 110, (C) A348-rezisztens vonal, (Dyyanaz a rezisztens vonal Azvitis S4-el
fertézve.
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19. abraKulonbo baktériumtorzsek életképessége 6 hdnap utdndsarerde agar,’€) az ismert
alaptaptalajokon (baloldali csészék), illetve aaskanyi sokkal kiegészitet valtozatain (jobboldaészék).
Feliil: Agrobacterium vitisAT1 (GY téptalajon), aluEscherichia colDH50 (LB taptalajon). A kioltast harom
kilonbds tenyészettl végeztiik.

e e e W WD D D e

20. abraChelex-100-al izol4lt $#6 DNS PCR analizise 18SrRNS génre specifikus prikkeiet-4
ismétlésben. Mintasorrend balrdl jobbra: 1. Molsddyker (,létra”), 2. DNS nélkiili kontroll, 3. Chedenélkdili
kontroll, 4.-7. 20 mg levélminta/300 pl Chelex,18.- 10 mg levélminta/300 pl Chelex és 12.-15. 5 mg
levélminta/300 pl Chelex.



Tablazatok
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1.tablazatA munkank soran felhasznalt$é szekvenciak és az azonositadsukra, izolalasuletglaz sqPCR-

hez hasznalt primerek. Agrabidopsis thalianaeferencia fehérjék (gének) és szereplikgmbacterium

fertézésben a €it6 homoldgokal egyutt vannak felsorolva.

A. thaliana Szerepea, y S#l6 CDSb Sz616 gén 5'-3' primer szekvencif PCR’
fehérjea transzformaciéban termék
(bp)
AICSLA-09 | kotdés a novenyi CGTCCGTGCTAGTCTCAAGG
(NP195996) | sejtfalhoz 01034719001 | VWCsIAD2a | 1 G ATCAAAATGGTGAGG 290
01033767001 | VWCsIA02b ggggﬁfgfg&ggﬂggg 278
01031405001 | WCslA09a | Sy SATCOAAETARCS 299
01025737001 | VWCsIA09b $$Tg%%T§£:§gg$¢E§Jggc 256
ey O | s [ | JSSSHOMTS |
TCAGATGGGTCCTTCACCAC
01025028001 | WRabBD | rr it rarrcoeTACCAGT 286
GTGGGGCCATGGGTATTT
01025619001 | VWRADBC | T ror 1y T ARG TOTG 208
AtRTNLB T-DNS atvitel a ATTCCGACAACGAGAAATCG
1/2/ novénybe 01019440001 | VVRini1 TATTGCCAGTGCGAGTATGG 245
(NP194094,
CCGCATCTGAATCCTTGC
NP192861 01027008001 | VVRtnI2 291
' AAACAAGGGTGAGGAGATGG
NP198975)
AtVIPL T-DNS atvitel a nov. . CGTCGTTTGAGGTTGAATCG
(NP564486) | sejtmagba, 01034897001 | VWipla | oopACCGTAGTTTGAGTTCC 291
Integracio 01032683001 | VwViplb gecgﬂéié%TGTCGA%G!A!A!TT%% 184
01024562001 | Vwiplc | STCA gg%ﬁ%%gigﬁggg 293
. TTGTTGACGATTTGCTCTCG
01024160001 | VWIipld | A \TTTTGGCGACTCATCACC 289
. CGCATTAGTAGACCCCAAGC
01009846001 | VWiple | TocnitroeAGoaTTAnTac 279
. ACTGGCGCACAATTTTATCC
01010836001 | VwVipif TGGTGTCTGATGCATTTTCC 262
AtH2A T-DNS beépiilés a GCCAAGAAGGCTACATCTCG
(NP200275) | névényi genomba | 01014580001 | WHta2 | rrooaateaTcacATCTCC 280
01002735001 | VvHtal0 Eﬁgéé%éﬁgﬁﬁéﬁ?ﬂggcs 262
Actin® CTTGCATCCCTCAGCACCTT o2
TTCTCGTTGAGGGCTATTCCA

8 RefSeq azonositd szém&CDS azonositok a 12X 'Pinot noir' genomtfakelss: Forward primer, alsé:

Reverse primer
*Reid et al. 2006.
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2. tablazatA csendestt konstrukciok létrehozasahoz hasznalt primerek

Primer név (specifitas) Primer szekvencia43") A klénozott szakasz A forward primer
mérete (bp) altal felszaporitott
szakasz mérete
(bp)
VvHta2 Forward ACCAGGTCTCAGGABCGGGATCTC 165 1,995
AGTGGCTTCT
Reverse ACCAGGTCTCATCGITCCACAATTG
GTCTGTTAGGA
VvHtal0 Forward ACCAGGTCTCAGGAGGATTCTCATG 268 2,201
AAGTACAAAACG
Reverse ACCAGGTCTCATCGIGAAACCAAA
CATCCCAGTC
VwVipla Forward ACCAGGTCTCAGGAGTAATTGGCA 214 2,093
GGAAGGCAGA
Reverse ACCAGGTCTCATCGIICCATCCATTA
AATGCTCCA
VvRab8a Forward ACCAGGTCTCAGGAGCAGGGGAAG 124 1,913
GTTCTTCAAG
Reverse ACCAGGTCTCATCGIIGCCAAAGCCA
GTAGTTGAA
VVRTNL2 Forward ACCAGGTCTCAGGAGICCAAGTGGT 289 2,243
AGGGCAATC
Reverse ACCAGGTCTCATCAITGGGCAGAAG
GAACAATGC
VVSKP1 Forward ACCAGGTCTCAGGAGGAGGATGTC 245 2155
CAGAGTGAGAA
Reverse ACCAGGTCTCATCCAGTAGGAAACC
ATCCAAGCA
VvSGT1 Forward ACCAGGTCTCAGGAGCGATTTTGCT 202 2069
CTTCTGCTC
Reverse ACCAGGTCTCATCGITGGCTCTTGA
ATAACAAAAGGA

3. tablazatA transzformalt ndvények teszteléséhez és egistlrlktekhez (Chelex) hasznalt primerek

Cél gén primer 5'-3’ szekvencia Airt Irodalom
név szakasz
mérete
(bp)
18SrRNS 18S CGCATCATTCAAATTTCTGC 844 Gambino, Gribaudo
rRNAF 2006
18S TTCAGCCTTGCGACCATACT
rRNAR
virC VCF ATCATTTGTAGCGACT 730 Sawada et al. 1995
VCR AGCTCAAACCTGCTTC
virD2 virD2A ATGCCCGATCGAGCTCAAGT 338 Haas et al. 1995
virD2E CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA
virH2 VirH2F GATCCCTATCCGATTTATCGC 701 Szegedi et al. 201
virH2R GGATTGCAGCAATCCA
nptll nptllF ATCGGGAGCGGCGATACCGTA 700 Hoffmann et al.
nptlIR AGGCGAGGCGGCTATGACTG 1997
poligalakturonaz PGF GGGGCAGGATGCGTTTTTGAG 466 SmigBottka
PGR GACGGCACTGGGGCTAAGGAT 2002




