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A dohany kloroplaszt transzformacios
technika adaptalasa Magyarorszagon

Olah Judit — Balla Zoltan — Fari Miklés —
Miskei Marton
Debreceni Egyetem Agrar- és Gazdalkoddstudomédnyok Centruma,
Mezdgazdasig-, Elelmiszertudoményi és Kérnyezetgazdalkoddsi
Kar, Kertészettudomdnyi Intézet, Debrecen
ojud2@yahoo.com

OSSZEFOGLALAS

A GENOMNANOTECH Debrecen Regiondlis Egyetemi
Tuddskizpont  (GND  RET)  keretében a@ DE AMTC
Kertészettudomdnyi Intézet, Novényi Biotechnoldgiai Tanszék,
Novényi Molekuldris Genetikai Munkacsoportjanak
laboratériumdaban 2007-ben kloroplaszt transzformdcios kisérletek
kezdddtek el.

A munkaesoport céljaként tiizte ki, hogy Magyarorszdigon
elsdként adaptdlja a dohdny kloroplaszt transzformdcids technikat,
amit mdr az Amerikai Egyesiilt Allamokban (Waksman Institute,
Rutgers, The State University of New Jersey) Prof. Maliga Pdl
vezetésével alkalmaznak. A program keretében tobb  lkutatd
asztondijat nyert, hogy ezt a transzformdcids technikdt elsajdtitsa,
és a Debreceni Egyetemen sikeresen alkalmazza.

Kulesszavak: GMO, kloroplaszt  transzformdlds, homoldg
rekombindcio

SUMMARY

Under the GENOMNANOTECH Debrecen Regiondlis
Egyetemi Tuddskizpont (GND RET) research program in summer
2007 in UD Centre for Agricultural Sciences and Engineering
Faculty of Agricultural  Science Institute of Horticulture
experiments were launched to transform tobacce plant by plastid
transformation technics.

Our aim was to adopt first in Hungary the tobacco plastid
transformation technics, which were used in Waksman Istitute
Rutgers, The state University of New Jersey (USA) leading with
Prof Dr. Pdl Maliga. Scientists won scholarships learn and use
this technics in the University of Debrecen.

Keywords: GMO, plastid  transformation, homologous
recombination
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BEVEZETES
A kloroplaszt transzformalas jelentésége

Az els6, magasabb rendli ndvényben (dohdny)
végzett sikeres kloroplasztisz  transzformdcidt
1990-ben kozolték (Svab et al., 1990). Az elmiilt
misfél évtized eredményei elorevetitik a technoldogia
elérhetdvé és nélkillozhetetlenné valasat gazdasdgilag
fontos névényfajokban.

A technoldgia fejlesztése €s magyarorszagi
bevezetése fontos, mivel a transzplasztomikus
novények  szantofoldi  termesziése  hatalmas
elénydkkel jar. Ennek a bevezetésére mdar vannak
probalkozéasok a 20dolléi Mezbgazdasigi
Biotechnoldgiai Kutatékdzpont Novényi
Transzformacios Csoportjdban Dr. Jenes Barnabds
vezetésével, szintén Prof. Maliga Pal technolégidja
alapjan. Ok rizs névénnyel dolgoznak, ahol ez a
technoldgia bonyolultabb.

A kloroplaszt transzformdciéval  elédllitott
novények mezdgazdasdgi és ipari alkalmazésa
szamos gazdasdgi ¢és Okoldgiai elénnyel bir a
hagyominyos GM ndvényekkel szemben. A
kloroplasztiszban megvaldsul a homolég
rekombindcidval térténd irdnyitott beépiilés (1. dbra),
nincs géncsendesités, magas szintl fehérje expresszio
érheté el, és kontrolldlhatovd védlik a transzgén
itvonala. Mivel nincs hibds beépiilés, ezért nem
ronthat el olyan géneket, melyek a ndvény fejlodését
befolyasoljak, illetve nem alakulnak ki hibds
allergének. A kloroplaszt genomba vald bejutdsaval a
névény hasznos tulajdonsdgai, mindsége nem
modosul.

1. dbra: Transzgének bejuttatisa a kloroplasztisz genomba

Vad tipusi
plasztisz DNS(1)
Altalunk

bevitt

Forrds: Maliga, 2003

Figure I: Transgenes infake into the chloroplast genome

Transzformalt  yarker(2)

Szelekeios

Transzformalt  Altalunk
plasztisz DNS(4) bevitt

bevitt gén(3)

wild-type plastid DNA(1), selection marker(2), gene(3), transformed plastid DNA(4)
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Fehérje termeltetés novényekkel

A novénnyel termeltetett fehérje nagy mennyiségben
és oleson dllithato eld. A novény genomja sokkal
Osszetettebb, mint egy baktériumé vagy gombdé. A
novényi sejtben szdmos chaperon segiti eld a fehérjék
normdlis térszerkezetének kialakitdsdt, valamint a
megfeleld helyre vald szallitist. A novényekben
mukodéd szekretorikus utvonalak alkalmasak arra,
hogy a novénnyel termeltetett fehérjét a sejtbdl ki
tudjuk juttatni. A B-D-gliilkdn exohidroldz és a 38kDa
peroxiddz szigndl peptidjei alkalmasak erre. Egy
szigndl peptid hdrom régiébal épiil fel: az elsé az un.
N régid, ami pozitiv toltésli aminosavakat tartalmaz,
és ennek segitségével kotddik a fehérje a szignil
felismer0 részecskéhez (SRP), a méasodik a H régid,
ami  hidroféb  aminosavakat tartalmaz, és a
membrdnba valé beékel6déshez sziikséges. A
harmadik a C régid, ami altalaban kicsi, toltés nélkiili
aminosavakat tartalmaz, a protedz ennél a résznél
hasitja le a szigndl peptidet a fehérjér6l. A szigndl
milkédését legegyszerlibb tenyésztett szuszpenzios
kallusz kultdrdkban vizsgalni (Matsui et al., 2006).

TRANSZGEN BEJUTTATASA GENPUSKAVAL

A kloroplaszt transzformicionak a legelterjedtebb
moédszere a génpuskdval valé transzformélds. A
génpuska (2. dbra) hasznédlatakor transzformdld
DNS-t volfram, vagy arany részecskékhez kotik, ezt
felcseppentik  egy  mianyag  lovedékre, és
vikuumban, nagy sebességgel csapddnak a
részecskék a levélbe. A szdvet egy kicsit roncsoladik,
ezért regenerdltatd (dptalajra kell majd a levelet
helyezni. Hatdsfoka nem olyan nagy, mint a direkt
DNS bevitelnek, és kiméra novények keletkeznek.
Emiatt sorozatos szelekcidés lépések utian lehet
eldallitani teljesen transzgénikus novényt.

2. dbra: Génpuska

Figure 2: Genebooster

Munkénk sordn kivalsztottunk egy modell
szervezetet (Nicotiana tabacum) és modell gént
(PAF), amit transzformdltunk. Az elkészitett PAF
szekvencidkat tartalmazé kloroplaszt transzformécids
vektort juttatjuk be dohdny ndvénybe génpuska
segitségével (Maliga, 2006; Svab et al, 1990).
Szelekcids markerként a transzformdld vektorban az
aadA gén van beépitve, amely streptomycin és
spectinomycin rezisztencidért felelds. Ezek az
antibiotikumok a prokaridtikra hatnak. Mivel az
endoszimbionta elmélet alapjan a kloroplasztisz
prokariéta eredetii, ezért ezek az antibiotikumok azt
elpusztitjdk. A kettds szelekcid azért kell, mert a
kloroplasztisz genomjaban (3. dbra) a mutdcios rita
Iényegesen magasabb, mint a nukledris genomban.
Egyetlen pontmuticié is okozhat rezisztenciat egy
antibiotikumra, de annak esélye, hogy mutdcio révén
mindkettOre rezisztens legyen, szinte a nulldval
egyenld.

Mivel a kloroplaszt genom szekvencidja ismert,
ezért megoldhatd, hogy a vektor homolég
rekombindciéval (/. dbra), dltalunk ismert helyre
épiiljon be.

3. dbra: Dohany (Nicotiana tabacum) kloroplasztisz genom
géntérképe

TOBACCO

(Nicotiana tabacum)

Chloroplast DNA
155,939 bp

Forrds: Maliga, 2006
Figure 3: Chloroplast DNA of tobacco (Nicotiana tabacum)
EREDMENYEK

Az eclére elokészitett lovedékeket, amelyek
0,7 pm-es volfram részecskékre adszorbedlddott
DNS-t tartalmaznak, siritett levegd segitségével,
vakuumban juttatjuk a névényi sejtekbe (4. dbra).

A vad tipusi dohdnyndvényeket MS (Murashige-
Skoog) tdptalajon neveljilk, steril koriilmények
kozou.  Szaporitdsukat  vegetativan, a  hajtds
feldaraboldsdval végezziik. A megfeleld fejlodési
stidiumban 1év6 novényekrdl a fiatalabb és zoldebb
leveleket kell vélasztani, mert koruknal fogva ezek
szoveti felépitése kedvezibb a 16véshez,

74
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Tdosebb, ,erdsebb” levelek lovésekor a volfram
részecskék nehezebben juthatnak be a sejtekbe.

A novényekrél levdgott leveleket  steril
szlirdpapirral lefedett RMOP taptalajra helyezziik
dgy, hogy az abaxidlis (fondki) felszine nézzen

felfelé (5. dbra).

4. dbra: Transzformalds génpuskaval, és a regenericié
folyamata

!

spectinomycin
streptomycin

spectinomycin

Figure 4: Transformation with genebooster and the
regeneration
selection of the transformated plants(1), regeneration media with
spectinomycin(2)

{ 5. dbra: RMOP taptalajra helyezett sziirépapiron a lovésre
‘ el6készitett levelek

Figure 5: Leaves ready for shoot on filter-paper on RMOP
media

A lovéseket kivetden két napig hagyjuk pihenni a
novényeket. Két nap milva a leveleket 1x1 cm-es
| darabokra vdgjuk, és antibiotikum tartalmi RMOP
| taptalajra helyezziik (6. dbra).

6. dbra: Spectinomycin-RMOP tartalmi taptalajra helyezett
levélkorongok

Figure 6. Leafballs on Spectinomycin-RMOP media

Az antibiotikumos tdptalajon a regenerdcié 8-12
hétig tart. A kin6tt hajtisok szdma toredéke a
levélkorongok szdmdnak. Ennek az oka lehet, hogy a
génpuska nem tokéletesen 16vi meg a leveleket, nem
minden egyes volfram részecske éri el a céljat, azaz
nem jut be a kloroplasztiszba.

A kis zold hajtiaskezdeményeket dthelyezziik
kétféle antibiotikumot tartalmazd tdptalajra, majd
djabb regenericids idOszak kovetkezik, amelynek
ideje szintén 8-12 hét. Ezzel a [épéssel lehet
kiszelektdlni a spontin mutdnsokat. A kloroplasztisz
genom mutdcids rdtdja magas, ezért spontdn
mutdcidval is keletkezhet antibiotikum rezisztens
novény. Amennyiben a kétféle antibiotikumot
tartalmazé tdptalajon is épek maradnak a ndvény
kloroplasztiszai, szinte biztosra vehetjliik, hogy a
névény transzgénikus. A regenerdcids 1do alatt a 9. és
10. hét koriill zold hajtds  jelenik meg a
levélkorongokon, melyeknek képei a 7. dbrdn
ldthatoak.

7. dbra: Transzformacié utian spectinomycint és streptomycint
egyiittesen tartalmazo taptalajon kinitt dohdnyhajtasok

Figure 7: Tobacco sprits after the transformation on
spectinomycin and sterptomycin-media
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A megfelelo fejlettségi  stddiumban  1évo
novényegyedekrdl mintit vesziink. A mintdkbdl DNS
kivondst végeziink. A kivont DNS-eket specifikus
primerek hozzdaddsaval PCR technikdval
felszaporitjuk. Ezzel a technikdval teszteljiik, hogy a
regenerdlodott novény tartalmazza az altalunk bevitt

gént.

Tanszékiinkon egy magyar fejlesztésii
génpuskdval  dolgozunk, melynek  beéllitdsa,
muikodésének  optimalizdldsa feladataink  kozé
tartozott.

Miutdn szekvendldssal bizonyitdst nyert, hogy a
vad tipusi dohdnyndvény (Nicotiana tabacum) a
kloroplaszt transzformdcids technika és az dltalunk
eléallitott  vektorkonstrakt alkalmazdsa  mellett
transzgénikussa valt, kijelenthetjiik, hogy
Magyarorszdgon elsoként sikeresen adaptiltuk az
Amerikai Egyesiilt Allamokban (Waksman Institute
Rutgers, The State University of New Jersey)
Prof. Maliga Pdl 4ltal kidolgozott dohany kloroplaszt
transzformicios technikdt. Ezzel teljesitettik a fé
célkitlizésiinket, amely magdnak a technikdnak az
adaptacidjat és sikeres alkalmazasat fogalmazta meg.

Amennyiben a  kloroplaszt  feltirds  utdn
bebizonyitjuk, hogy van benne fehérje, akkor
kovetkezhet a tavolabbi célok megfogalmazdsa, ami
olyan fehérjék és vakcindk termeltetését jelenti,
amiket szintén lehet kloroplasztiszban termeltetni,
ezen kiviil olyan fehérje termeltetése, amelyek
sziikségesek nem fehérje természeti anyagok
elddllitasdhoz, kozvetleniil a ndvényben vagy annak
kérnyezetében.

Biotechnoldgiai szempontbdl meg kell emliteni,
hogy ezzel a (echnikdval nagy mennyiségben
allithato eld fehérje, nincsenek kdros hatdsai, mivel a
folyamat  zdrt  rendszerben  zajlik,  késobbi
engedélyeztetések utdn szabadfdldi termesztésben
valo  alkalmazdsa  kikiiszoboli a  genomi
transzformdciondl fellépd pollen kijutast, mivel a
kloroplaszt tanformdciondl nem 4dll fenn a pollen
transzmisszio.

Ha ez az engedélyeztetés sikerrel végbe megy,
akkor taldn a kloroplaszt transzformécié kiszorithatja
a genomi transzformdciét. Bakteridlis €s gomba
fermenticids technikdkat kivélthatja gazdasdgossiga
miatt.

Osszességében elmondhatjuk, hogy tdvlati cél az
iparilag (pl.: fehérjék vagy enzimek dltal el6allitott
nem fehérje tipusi vegyiiletek) és gydgydszatban
(vakcindk, gyégyszermolekuldk) fontos alapanyagok
nagy mennyiségben valé eléallitisa.

DISZKUSSZIO

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban,
2005-2006-ban inditott, Prof. Maliga P4l (Waksman
Institute, Rutgers, The State University of New
Jersey) dltal felugyelt és ellenérzétt ,Molecular
farming” kutatdsba vald bekapesoldddsa a Debreceni

Egyetem AMTC, Kertészettudomanyi Intézet,
Novényi  Biotechnolégiai  Tanszék,  Novényi
Molekuliris Genetikai Munkacsoportjanak 2007-ben
sikeresen  megtortént a  GENOMNANOTECH
Debrecen Regiondlis Egyetemi Tudédskozponttal
(GND RET) egyiittmiikodve. Munkacsoportunk

elsédleges célként tiizte ki, hogy Magyarorszagon
cls6ként  adaptilja a  dohdny  kloroplaszt
transzformdcios technikét. Jelenleg ebbdl a munkdbdol
a Debreceni Egyetem Mezogazdasidgtudomanyi
Kardn tartott Tudomanyos Didkkori Konferencidn
elsé helyezett pdlyamunka sziiletett Balla Zoltan
szakdolgozonk dltal.

A novénnyel termeltetett  fehérje  nagy
mennyiségben és olcsén dllithatd eld. Ezek a modell
szervezetek nem jelentenek kockdzatot a humén
vonatkozdsban, mivel az allergének lkialakuldsdnak
esélye minimdlis. Nem sziikségesek hozza kiiloniéle
technikai feltételek, mint példdul fermentor.

Reméljiik, munkankkal elterjeszthetjiik
Magyarorszdgon is ezt az ) transzformdicios
technikat, amely az elényei miatt a GM ndvények
helyes megitélésében is segithet.
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