SZOLO REGENERALO RENDSZER ES ENNEK ALKALMAZASA

Kivonat

A talalmany ndévény vagy érett szomatikus embrié létrehozasara
alkalmas médszereket mutat be, melyekben embriogén sejtbél vagy
sejtkulturabol indulunk ki. A médszer a kévetkezd |épésekbdl all: a)
embriogén sejtet tartaimazé folyadék sejttenyészet Iétrehozasa; b)
utébbi tenyészetbdl embriogén sejt visszanyerése; c) az embriogén
sejt atvitele egy masodik tenyésztésre és d) az embriogén sejtbél

sz6l6 érett szomatikus embrid ndévesztése.
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SZOLO REGENERALO RENDSZER ES ENNEK ALKALMAZASA

Jelen talalmany sz6lécsemeték és csiraplazma regeneralasara
alkalmas mddszerekre vonatkozik.

A sz6l6 egy 6si lombhullatd, mérsékeltégévi gyumélics. A sz616-
termesztés mennyisége (65x10° tonna) feltlmulja barmely egyéb
mérsékeltégdvi gyumdlcsét és sorrendileg harmadik a citrusfélék és a
banan moégott. Ezen felll értékét tekintve messze megelézi az 6sszes
tobbi gyumadlcsét, mivel felhasznalhatd friss gyimoélcsként, gyuméles-
lének, zselének, mazsolanak és bor készitésére is. Fentiek miatt a
sz6lénemesitést célzo sikeres médszerek jelentés hatdssal lehetnek a
kereskedelmi sz6létermelésre.

A szblédnemesités jelenlegi mddszerei idoé és munkaigényesek.
Példaul: a sz616 genetikai tulajdonsagainak javitasat sulyosan korla-
tozza hagyomanyos szaporitas esetén tébb tényezd is, dgymint a
hosszu eldnevelési kor és a valtozd osztddasi szintek. A termesztett
sz6l6k nagymertékben het_erozigéték és altalaban nem igazan szapo-
rithatok magrol. Ezen kivil a sz6l6szaporitasi programok koltséges és
hosszutavu projektek. Noha a névényi biotechnolégia a genetikai sz§-
l[dnemesités egy vonzo lehetésége (Kuksova és mts., Plant Cell Tiss.
Org. Cult. 49:17-27,1997), az in vitro genetikai beavatkozasok kérdé-
sét csak egyidejlileg hatékony regenerald rendszer jelenléte esetén
lehet felvetni. Ennek megfeleléen a fenti problémak barmelyikét meg-
oldé modszerek jelentds fejlodest jelenthetnek a szakma szamara.

A talalmany lényegét az alabbiakban foglaljuk 6ssze:

Felfedeztink olyan mddszereket, melyek alkalmasak ével6é szdlé
embriogén sejtkulturak, ill. utébbiakbdél - folyadék szuszpenzios te-
nyésztéssel, viszonylagosan révid idé alatt - nagyszamu szd6l16 szoma-

tikus embrid ndvesztésére. A jelen mddszerek szamos elényés tulaj-
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donsagokkal birnak. Ezen megkdzelitések pl. megkénnyitik a szomati-
kus embridk kivételesen magas gyakorisagu kialakulasat és a ndévény
regeneraldédasat. A széléregeneraldédas ilyen gyakorisagat még egyet-
len fajta esetében sem irtdk le, és a modszert hasznossa teheti sz6l16-
csemeték klonélis dugvanykészleteinek nagy mennyiségben valé kiala-
kitdsara. Ezen felll a médszer olyan embridkat eredményez, melyek
mentesek olyan gyakori kdros eltérésektdl, mint pl. a szomatikus emb-
riok fuzioja és felrostozddésa. A talalméany szerinti médszer fokozott
embriogén tenyészet megeredési gyakorisdgot eredményez — kiemelt
minéségl sejtkulturak létrenozasa mellett - melyeket sikeresen végig
lehet vinni a regeneréacidé kulénbézé fazisain, egészen a kialakult no-
vény szintjéig. Fenti elény6k miatt a talaimany szerinti médszer ki-
emelten hasznos lehet a biotechnoldgia alkalmazasara ezen termény
genetikai nemesitése soran.

A talalméany elsd targya érett szomatikus embrié |étrehozasara
alkalmas mddszer. A mddszer a kévetkezé |épésekbdl all:

a) embriogén sejtet tartalmazo folyadék sejttenyészet létrehozasa:

b) utébbi tenyészetbdl embriogén sejt visszanyerése;

c) az embriogén sejt atvitele egy masodik tenyésztésre és

d) az embriogén sejtbdl sz616 érett szomatikus embrid névesztése.

Elényésen az embriogén sejteket portokbdl, ovariumbél,
ovulumbdl, viragszdévetbdl, vegetativ szévetbdél, kacsbdl, levelekbdl,
gyodkerekbdl, nucelluszbdl, szarbdél, magvakbdl, protoplasztbdl,
periciklusbdl, apikalis merisztémabdél, embriogén szévetbdl, szomati-
kus vagy zigotikus embridkbdl nyerjik. A talalmany egy elényés meg-
valésitasi alakjaban az a) |épésben szereplé folyadékfazisu
sejtkulturamedium egy névényi ndvekedési szabalyzdét — pl. egy auxint,
NOA-t (naftoxi-ecetsav), indol-3-ecetsavat (IAA), dikambat, pikloramot,

naftalén-ecetsavat (NAA), 2,4-diklérfenoxi- ecetsavat (2,4-D) , egy



citokinint , benziladenint (BA), tidiazuront, zeatint, abszciszinsavat
(ABA) vagy gibberelliksavat (GA) - tartalmaz.

A talalméany egy masik elényés megvaldsitasaban az indité
tenyésztokézeg legalabb egy 0,01 mg/l koncentracidju citokinint, egy
0,1 mg/l koncentracidéju szénhidratot és egy 0,1 mg/l koncentréacisju
nitrogéntartalmu vegyuletet tartalmaz. A nitrogéntartaimu vegydulet le-
het pl. kalium-nitrat, kalcium-nitrat, ammonium-nitrat és ammaénium-
szulfat.

Szikség szerint az embriogén sejt vagy a szomatikus embrid
DNS-el transzformalhatd (pl. egy betegségrezisztenciaért felelés gént
kodolé DNS-el). Az embriogén sejt az els6 tenyészetbdl visszanyer-
hetd szliréssel, Ulepitéssel vagy kivalogatassal. Ezen kivul az elsé te-
nyészetet szitan is atengedhetjuk a differencialt sz616 szomatikus
embridk kialakulasdanak szinkronizalasa céljabal.

Elényosen az a) |épésben szereplé embriogén sejtet a kévetkezd
forrasokbdl nyerhetjuk: embriogén sejt, a talalmany elsé targya a) és
b) lépéseinek eredményeként; sz616 szomatikus embrid, a talaimany
elsd targya a)-d) |épései szerint; sz616 érett szomatikus embrid, a ta-
lalmany elsé targya szerinti médszernek megfeleléen; csiranévény a
talalmany 6tédik targya szerint; portok, ovarium, ovulum, viragszévet,
vegetativ szdvet, kacs, levelek, gydkerek, nucellusz, szar, magvak,
protoplaszt, periciklus, apikalis merisztéma, embriogén szévet, szo-
matikus vagy zigotikus embridk, melyeket olyan névénybdél nyertnk,
amelyek a taldlmany elsé targya szerinti mdédszernek megfeleléen érett
szomatikus embridbél szarmaznak.

A taldlmany egy elényds megvaldsitasi alakja szerint a mdédszer
tartalmazza a sz616 szomatikus embrio athelyezését csiraztatéo médi-

umba, csirandvény névesztése céljabdl.
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A talalméany egy masik elénydés megvaldsitasi mdédja soran az
embriogén sejtet — szUkség szerint — névényi névekedési szabalyzat
tartalmazé meédiumban tenyésztik.

A mésodik sejtkultira lehet folyadék- vagy szilardfazisu. A folya-
dék tenyésztékdzeg lehetdség szerint B5 f6 és MS kiegészitésdkat
tartalmaz.

A talalmany masodik targya sz616 szomatikus embrid |étrehozasa-
ra alkalmas mddszer. A mddszer a kévetkezé altalanos |épéseket tar-
talmazza:

a) embriogén sejtet tartalmazé folyadéktenyészet |étrehozasa;

b) utébbi tenyészetbdl embriogén sejt kivalasztasa;

c) az embriogén sejt atvitele egy masodik tenyésztésre és

d) az embriogén sejtb6l sz616 szomatikus embrié névesztése.

A taldlmany harmadik targya sz616 szomatikus embrid |étrehozasa-
ra alkalmas mddszer. A mdodszer a kévetkezd altalanos |épésekbdl all:
a) embriogén sejtet tartalmazé folyadéktenyészet |étrehozasa,

melyben a médium BS5 f6 és MS kiegészitésdkat tartalmaz;

b) az embriogén sejt visszanyerése a tenyészetbdl ;

c) az embriogén sejt atvitele egy masodik tenyésztésre és

d) az embriogén sejtbdl sz6l6 szomatikus embrié névesztése.

A taldlmany tovabbi — negyedik — targya szerint érett szomatikus
embridt a taldiméany elsé targyanak megfeleld mddszerrel allitanak
eld.

A talalmany tovabbi — 6tédik — targya szerint csiranévényt szé16
érett szomatikus embridbdl hoznak létre a talalmany negyedik targya-
nak megfelelben.

A talalmany tovabbi — 6tédik — targya sz616 érett szomatikus emb-

ri6 hosszutavu tarolasara alkalmas maédszer, amely egy altaldnos sza-



ritasi l1épést tartalmaz, majd az embridkat 8 °C-nal alacsonyabb hé-
mérsékleten drzik.

Elédnyésen az éret szomatikus embridt a talalméany elsd targyanak
megfelelé modszerrel allitjak eld.

A talalmény tovabbi — hetedik — targya sz616 szomatikus embrid
kézvetlen csiraztatasara alkalmas modszer. A médszer egy altalanos
lépésében a sz6l6 szomatikus embridt egy palantdzé médiumba helye-
zik, ami homok és palantazé keverékb6l all.

A talalmény tovabbi — nyolcadik — targya sz6l6 szomatikus embrié
eldallitasara alkalmas mddszer, amelyben éveld sz6186 embriogén
kulturabol szarmazé folyadék tenyésztdkézegot hasznalnak. A maod-
szer a kévetkezé |épésekbdl all:

a) éveld sz6l6 embriogén sejtkulturat az elsé folyadék
tenyésztdkézegben — amely névényi névekedési szabalyzdét tartalmaz
— tartjuk szuszpenzids sejttenyészet ndévesztése céljabadl ;

b) a szuszpenzids sejtkulturédbdl embriogén sejtet vagy sejttéme-
get nyerdnk és

c) ezen utdobbiakat a masodik folyadék tenyésztékézegba helyez-
zUk sz616 szomatikus embrié elballitasara.

A talalmany egyik elényés megvaldsitasi médja szerint a szél6
szomatikus embridt athelyezzik csiraztaté médiumba csirandévény no-
vesztése céljabdl.

A talalmany nyolcadik targyanak egy méasik elényés alakja szerint
a névényi névekedési szabalyozd egy auxin, NOA, BA, zeatin,
dikamba, pikloram, NAA, 1AA, 2,4-D, egy citokinin, tidiazuron, ABA
vagy GA. A talalmany egy még tovabbi eldnyds megvaldsitasi madja
soran az a) lépés folyadék sejtkulturajat tovabboltjuk és a szuszpenzi-
0s sejttenyészetbdl szarmazd szdlésejtet vagy sejtcsoportokat elva-

lasztjuk szlrés, Ulepités vagy kivalogatas segitségével. A talalmany



egy masik elényés megvaldsitasi mdédja szerint a masodik folyadék
tenyésztokézeg egy ndévényi névekedési szabalyzot — pl. egy citokinint
— is tartalmaz. A c) Iépés folyadék sejtkulturajat szitan atereszthetjik,
hogy szinkronizéaljuk a differencialt sz616 szomatikus embridk kialaku-
lasat. Szikség esetén az a) |épésben szerepld szb616 szomatikus emb-
ridt vagy embriogén sejtet DNS-el transzformalhatjuk. A b) Iépésbél
szarmazd embriogén sejtet vagy sejttomeget, ill. a visszanyert szoma-
tikus embridt szintén transzforméalhatjuk DNS-el.

A talalmény tovabbi — kilencedik — targya sz416 szomatikus embrid
eléallitasara alkalmas mdodszer, melyben éveld sz616 embriogénkultura
szilardfazisu tenyésztokézegat hasznaljuk. A médszer a kévetkezd |é-
pésekbdl all:

a) embriogén sejtet az elsé folyadék tenyésztékézegben — amely
névényi névekedesi szabalyzot tartalmaz — tartjuk szuszpenzios seijt-
tenyészet névesztése céljabadl ;

b) a szuszpenzids sejtkultirabdél embriogén sejtet vagy sejttéme-
get nyerunk és

c) ezen utébbiakat szilard tenyésztékézegbe helyezzik szél8
szomatikus embrid eldallitasara.

A taladlmany kilencedik targyanak egy elénydés megvaldsitasi alak-
jaban a szilard tenyesztékdzeg egy névényi névekedési szabalyzot —
pl. egy citokinint, ABA-t vagy GA-t — is tartalmaz. Egy tovabbi elényés
megvalositasi médban a visszanyert embriogén sejtet vagy sejttéme-
get szitan atereszthetjuk, hogy szinkronizaljuk a differencialt szélé
érett szomatikus embridk kialakulasat.

A taldalmany tovabbi — tizedik — targya szerint olyan médszert mu-
tatunk be, amely alkalmas folyadékkulturaban névényi kérokozaére re-
zisztens szG6l6 szomatikus embrid kivalasztasara. A médszer a kévet-

kez6 1épésekbdl all:



a) szb6l6 szomatikus embriét az elsé folyadék
tenyésztokézegben — amely névényi névekedési szabalyz6t és névé-
nyi kérokozo tenyészetbdl szarmazd filtratumot tartalmaz — tartjuk
szuszpenzids sejttenyészet ndvesztése céljabdl ;

b) a szuszpenzids sejtkultiurabdl embriogén sejtet vagy sejttéme-
get nyerink és

c) ezen utobbiakat a masodik folyadék tenyésztékézegbe helyez-
zUk sz616 szomatikus embrid elballitasara.

A talalmany tovabbi — tizenegyedik — targya névényi kérokozdre
rezisztens sz6l6csemete létrehozasara alkalmas modszer. A mddszer
a kovetkezd altalanos lépésekbdl all:

a) szb16 szomatikus embridt az elsé folyadék tenyésztdkdézegben
— amely néveényi névekedési szabalyzét és névényi kérokozd tenyé-
szetbdl szarmazé filtratumot tartalmaz - tartjuk szuszpenzids sejtte-
nyészet ndvesztése céljabdl,

b) a szuszpenzids sejtkultirabdl embriogén sejtet vagy sejttéme-
get nyerink;

c) a szblésejtet vagy sejtcsoportot egy masodik folyadék
tenyésztoékdézegben tartjuk sz4616 szomatikus embrié eldallitasara;

d) a névenyi kérokozdre rezisztens sz416 szomatikus embrid visz-
szanyerése és

e) utobbibdl névény termesztése. A taldlmany tizedik vagy tizen-
egyedik targyanak egy elényds megvaldsitasi mdédja szerint a sz6lé
szomatikus embridt athelyezzik csiraztaté médiumba csirandévény né6-
vesztése céljabdl. A talalmany egy tovabbi masik elénydés megvaldsi-
tasi alakjaban a kérokozd szurletet egy virusbél, féregbdl, rovarbdl,
gombabdl (pl. Elsinoe ampelina) vagy baktériumbdl nyerjuk. A talal-
many egy masik eldnyés megvaldsitasi formaja szerint az a) |épés nd-

vényi névekedeési regulatora egy auxin, mig egy kévetkezd esetben a
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masodik folyadék tenyésztékdzeg is tartalmaz egy noveényi novekedési
szabalyzdt.

A talalmany tovabbi jellegzetességeit és elényeit a koévetkezd
részletes leiras és a szabadalmi igénypontok alapjan ismerjik meg.

Az abrakat az alabbiakban ismertetjuk:

1A abra egy novényi tenyésztélemez fotdja, amely egy folyadék
tenyésztékdzegbdl nyert 'Chardonay’ tipusu embriogén (sejt)tdtmeget
abrazol, kb. 10 héttel a sejtkultura inditasa utan.

1B abra egy ndovényi tenyésztélemez fotdja, amely sziklevél alla-
potl szomatikus embridt Abrazol, kb. 12 héttel az embriéfejlédés kez-
detét kovetden.

1C abra egy novényi tenyésztélemez fotdja, amely egy érett
szomatikus embridt abrazol folyadékkultirdban a csirazas kezdetén.
Szamos embridban a gydkerek névekedése figyelhetd meg. A felvétel
kb. 20 héttel az embriéfejlédés kezdetét kdvetden készllt.

1D abra egy névényi tenyésztélemez fotdja, amely szilardfazisu
médiumban mutatja a szomatikus embriddifferenciacio kezdeti fazisait
5 hetet kovetéen. A szomatikus embridk folyadék médiumban te-
nyésztett embriogén sejttomegbdl szarmaznak (1A abra szerintibél).

1E 4bra egy névényi tenyésztdlemez fotdja, amely szilard
tenyésztékdzegben mutatja a szomatikus embrid fejlédésének korai
fazisait. A nagyon korai szomatikus embridk atlatszéak s néhany nap
mulva kezdenek opalosséa valni.

1 F abra egy névényi tenyésztdlemez fotéja, amely csirazo érett
szomatikus embridkat abrazol 3 %-os szukrdézt tartalmazo MS térzs-
kézegben.

A talalmany részletes leirasat a tovabbiakban ismertetjuk:

Eveld sz616 embriogén sejtkultira névesztésére alkalmas mod-

szert fejlesztettiink ki, amely hasznos lehet sz616 regeneraciéra. Sejt-
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kultirankbdl szarmazd egyedulallé csiraplazma képes olyan széléné-
vény létrehozasara, amelybdl fokozott mértékben lehet ismét
embriogén tenyészetet kialakitani. Tovabba kidolgoztunk egy eljarast,
amely képes szomatikus sz6l6 embridkat — éveld sz816 embriogén te-
nyészetbél, relative révid id6é alatt - nagy mennyiségben néveszteni
folyadék sejtszuszpenzids tenyésztés segitségével.

Az alabbiakban ismertetjik az alkalmazott fogalmak jelentéseit.

LEveld szb616 embriogén tenyészet”: olyan embriogén tenyészet,
melyben embriogén sejteket vagy sejttémegeket ismételten kivalo-
gattunk, tovabbtenyésztettink és in vitro tenyészetben tartottunk.
Ezeket a tenyészeteket legalabb fél évig, eldnyésen harom évig, és
legoptimalisabban négy vagy tébb évig is fenntarthatjuk.

,Embriogén sejt”, ,embriogén sejttémeg”, ,embriogén tenyészet”:
sejt vagy sejtek, melyek olyan belsé képességgel birnak, hogy szoma-
tikus embriokka, ill. végsé sorban névénnyé fejlédjenek. Jellegzetesen
ezeknek a sejteknek nagy magjuk és sdrd citoplazmajuk van. Ezen ki-
vul, ezek a sejtek totipotensek abban az értelemben, hogy rendelkez-
nek mindazon genetikai és szerkezeti adottsagokkal, hogy végeredmé-
nyében érett névénnyé fejlédjenek.

,Fokozott embriogenezis”: fokozott teljesitéképesség embriogén
sejt vagy sejttdmeg létrehozasara éveld szél6 embriogén tenyészetben
a kontroll, nem éveld sz6l6 embriogén tenyészetben elérhetd szinthez
képest. Altalaban ez a fokozott embriogenezis szint a kontroll tenyé-
szethez viszonyitva legaldbb 20%-al, elényésen 50%-al, még elényé-
sebben 100%-al és legoptimalisabban 250%-al magasabb. Az
embriogenezis szintjét szokvanyos moédszerekkel mérjuk.

,Explantatum”: egy névénybdl szarmazd szerv, szévet vagy sejt,
melyet in vitro tenyésztink ndévényi sejt- vagy szdvettenyészet indita-

sa céljabdl. Példaul sz6l6 szdvet explantatumot gyakorlatilag a sz616
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barmelyik részébd| nyerhetlink korlatozas nélkdl, igy portokbdl ovari-
umbdél, ovulumbal, viragszovetbdl, vegetativ szovetbél, kacsbdl, leve-
lekbdl, gyokerekbdl, nucelluszbdl, szarbél, magvakbdl, protoplasztbél,
periciklusbdl, apikalis merisztémabol, embriogén szovetbdl, szomati-
kus vagy zigotikus embridkbél.

.NO6vényi névekedés szabalyzé”: olyan anyag, amely a novényi sejt
névekedését és osztddasat befolyasolja. Az eldnyés novényi néveke-
dési szabalyozdk kézé tartoznak a természetes vagy szintetikus
auxinok vagy citokininek Az auxinok kéz{l emlitenddk — korlatozas
nélkdl — a NOA, 2,4,-D, NAA IAA, dikamba, és pikloram. A citokininek
k6zul emlitendék — korlatozas nélkil — a BA és a zeatin.

»Szomatikus embriogenezis”: az embridfejl6dés kezdetének és kij-
fejlodésének folyamata in vitro szexuélis Szaporodasra képtelen névé-
nyi sejtekbdl és szévetekbdl.

»Szomatikus embrid”: in vitro szomatikus- vagy embriogén sejtek-
bdl mitotikus sejtosztodassal keletkezd embrié.

,Erett szomatikus embrié”: teljesen kifejlédétt, bipolaris szerke-
zetl embridé gyékérrel és sarj végzédésekkel. Elényben részesitettek
azok az érett szomatikus embridk, melyeknek kialakult szikleveleik
vannak.

»Csiranévény”: szomatikus embridbg| nyert kis csirazé névény.

~Regeneracié”: szerv, embrid, vagy teljes névény létrehozasa no-
vényi szdvetkultiraban.

.Kdorokozdé”: egy olyan Szervezet, mellyel megfertézve az é18 no-
vényi szévetet, abban betegség jon létre. Ilyen kérokozok kézé tartoz-
nak — korlatozas nélkul — baktériumok, mikoplazmak, gombak, rovarok,
férgek, virusok és viroidok. Az ilyen kérokozodk altal okozott névényi
betegségek leirasat megtalalhatjuk a ,Plant Pathology”(Agrios), 3rd
ed., Academic Press, Inc, New York, 1988 11-16. fejezeteiben. A bak-
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terialis korokozok kézé tartoznak — korlatozas nélkul — példaul az
Agrobacterium vitis, Agrobacterium tumefaciens, Xylella fastidosa és a
Xanthomonas ampelina. A kérokozdé gombak kézé tartoznak — korlato-
zés nélkul — példaul az Uncinula necator, Plasmopara viticola, Botrytis
cinerea, Guignardia bidwelkii, Phomophsis viticola, Elsinoe ampelina,
Eutypa lata, Armillaria mellea és Verticllium dahliae. A kérokozé fér-
gek koze tartoznak — korlatozas nélkul — a gyokérgumo férgek(példaul
a Meloidogyne sp.), cisztas férgek(példaul Heterodera sp.), gyokér-
pusztitd férgek(példaul Rotylenchulus sp.) és foldfelszini fér-
gek(példaul Anguina fuesta). A kérokozo rovarkartevék(pl.bogarak)
kozé tartoznak — korlatozas nélkul — a Phylloxera, Coleoptera,
Lepidoptera, Homoptera, Dermptera és Diptera. A kérokozd virusok
kézé tartoznak — korlatozas nélkul — a sz616 legyezélevellség és a le-
vélfodrosodas virusok.

, Fokozott rezisztencia”: egy rezisztens szél6ben - vagy hajtasa-
ban (oltéagaban), tékéjében, sejtjében vagy annak magvaban - észlel-
hetd, egy kontroll névényhez viszonyitott fokozott mértéki rezisztencia
vagy tolerancia betegséget okozd kérokozdéval vagy rovarkartevével
szemben. A kontroll névény egy clyan sz6l6, amelyet nem az in vitro,
egy tetszdleges ndvényi kdrokozd vagy annak toxin tartalmu
szlUrletével szembeni rezisztencia alapjan valasztottunk ki. Egy el&-
nyés megvaldsitdsban a talaimany szerinti rezisztens névényben a re-
zisztencia mértéke legaldbb 5-10%-al (még elényésebb esetben 30-
40%-al) meghaladja a kontroll névényét. Egy masik elényés megvalo-
sitasi formaban a betegséget okozd kérokozéval szembeni ellenallas
50-60%-al, s6t meég 75-90% is nagyobb lehet a kontroll névényénél; de
a legeldnyésebb esetben a kontroll névény ellenallasat 100%-nal is
nagyobb mértékben meghaladja. Az ellendllas vagy tolerancia szintjét

szabvanyos mordszerekkel mérjuk. Példaul egy kdérokozdval szembeni
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allas mértékét meghatarozhatjuk a rezisztens és kontroll szd16k fizikai
jellegzetességeinek és tulajdonsagainak 6sszehasonlitdsaval. Ilyenek
lehetnek példaul a nédvény magassaga és sulya; dsszehasonlithatjuk a
betegségek tuneteit, példaul késdéi karosodas kifejlédését, csékkent
karosodas méretét, levél hervadast, 6sszezsugorodast és kunkorodast,
gyumdlcsfurtdk fonnyadasat, vizaztatta foltokat, levél perzselddést és
széli égést, ill. a sejtek elszinezédését.

.,Jranszformalt”: olyan sejt, melybe mesterségesen egy nukleinsav
molekulat vittunk be (példaul egy DNS szekvenciat), és utébbi az ab-
bél a sejtbdl kialakuld szervezet genomjanak részévé valik (vagy in-
tegralt vagy extrakromoszémalis médon, példaul egy szubgenomikus
prométert tartalmazd viralis expresszids rendszer esetén). Jelen al-
kalmazasban a transzformalt szervezet vagy sejt altalaban sz6l6 vagy
sz616 alkotéelem, mig a nukleinsav molekulat (példaul egy transzgént)
mesterségesen juttatjuk be a névényi sejt magjaba vagy plastid
kompartmentjébe.

,Transzgén”: barmely nukleinsavmolekula darab (példaul DNS),
melyet mesterségesen juttatunk be a sejtbe, és utobbi az abbdl a sejt-
bél kialakuld szervezet részévé — a genomba integrélva vagy
extrakromoszdmalisan maradva - valik. Egy ilyen transzgén tartalmaz-
hat a tarnszgenikus szervezet szamara részlegesen vagy teljesen
heteroldg (azaz idegen) gént, vagy a szervezet egy sajat génjével le-
het homoldg.

Az itt leirt regeneraciés mddszert sikeresen alkalmaztuk szamos
sz616 alany- és nemes fajtai eredményes regeneracidjara szomatikus
embriogenezis segitségével. llyenek voltak: Autumn Seedless, Blanc
du Bois, Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Chardonnay (pl.CH 01
és CH 02), Dolcetto, Merlot, Pinot Noir (pl. PN és PN Dijon), Semillon,

White Riesking, Lambrusco, Stover, Thompson Seedless, Niagara
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Seedless, Seval Blanc, Zinfindel, Vitis rupestris St.George, Vitis
rotundifolia Carlos, Vitis rotundifolia Dixie, Vitis rotundifolia Fry, és
V/'t/'"s rotundifolia Welder.

Az itt leirt névényi szévettenyésztési mdédszert alkalmazva szintén
kidolgoztunk egy in vitro szelekciés mddszert, amely lehetdvé teszi
szakemberek szadmara ndévény-rezisztens sz616k kifejlesztését. Egy
ilyen alkalmazasi méd mutacidk kivalasztasa sz616 sejttenyészetbdl,
melyben egy bizonyos kérllményre rezisztens vagy érzékeny sejteket
azok fokozott vagy szelektiv névekedése alapjan valasztjuk ki. A sej-
teket a tovabbiakban mutagénnel is kezelhetjuk, amely az adott sejt
DNS-ében valtozasokat okoz. A megvaltozott DNS-t szokvanyos méd-
szerekkel azonosithatjuk. Egy masodik, ehhez kapcsolddd alkalmazas
kérokozdrezisztens sejt kivalasztasa. A sejteket a kdrokozd jelenlété-
ben tenyésztjik és a rezisztenciat mutato sejteket kdrokozoérezisztens
ndéveny regeneralasara hasznalhatjuk. A harmadik alkalmazasban ge-
netikai informaciot juttatunk be a szélésejtbe. A genetikai informacié
tartalmazhat egy szelekciés markert kédolé nukleinsav-szekvenciat. A
sejteket a szelekcids tdmadas jeleniétében tenyésztve, csak azok
osztdédnak ill. élnek tovéabb, melyek a megfelelé genetikai informacio-
val rendelkeznek. Az itt leirt mddszerek a szakembereket képessé te-
szik uj és hasznos tulajdonsagokkal rendelkez¢ szdélévariansok kifej-
lesztésére, kivalogataséra és elterjesztésére.

A talalmany szerinti mdédszer altaldban szamos szél6fajtara al-
kalmazhaté (példaul Vitis spp., Vitis spp. hibridek, és az Euvitis és
Muscadinia alfajok valamennyi tagja), ideértve a nemes fajtakat vagy a
sz6l6alanyokat. A nemes fajtakhoz tartoznak — korlatozas nélkul — pél-
daul, amelyeket asztali vagy mazsola szélének tekintink : Alden,
Almeira, Anab-E-Shahi,Autumn Bllack, Beauty Seedless,Black Corinth,

Black Damascus, Balck Malvoisie, Black Prince Blackrose, Bronx
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Seedless, Burgrave, Calmeira, Campbell, Early, Canner, Cardinal,
Catawba, Chrithmas, Concord, Dattier, Deligth, Diamond, Dizmar,
Duchess, Early Muscat, Emerald, Seedless, Emperor, Exotic,
Ferdinand de Lesseps, Fiesta, Flame Seedles, Flame, Tokay,
Gasconade, Gold, Himrod, Hunisa, Hissienne, Isabella, Italia, July
Muscat, Khandahar, Katta, Kourgane, Kishimishi, Loose Perlette, Ma-
laga, Monukka, Muscat of Alexandia, Muscat Flame, Muscat Hamburg,
New York Muscat, Niabell, Niagara, Olivette blanche, Ontario, Pierce,
Queen, Red Malaga, Ribier, Rish Baba, Romulus, Ruby Seedless,
Schuyler, Seneca, Suavis (IP 365), Thompson seedless, és
Thomuscat. Ide tartoznak a bortermelésben hasznalt fajtak: Aleatico,
Alicante Bouschet Aligote Alvarelhao, Aramon, Baco blanc, (22A),
Burger, Cabernet franc, Cabernet Sauvignon, Calzin, Carignane,
Charbono, Chardonnay (pl.CH 01, CH 02 és CH Dijon), Chassele dore,
Chemin blanc, Clairette blanceh, Early Burgundy, Emerald Riesling,
Feher Szagos, Fernao Pires, Flora, French Colombard, Fresia, Furmint
Gamay, Gewurtztraminer, Grand Noir, Gray Riesling, Green
Hungarian, Green Velteliner, Grenache, Grillo, Helena, Inzolia,
Lagrein, Lambrusco de Salamino, Malbec, Malvasia bianca, Mataro,
Melon, Merlot, Meunier, Mission, Montua de Pilas, Muscadelle du
Bordelais, Muscat blanc, Muscat Ottonel, Muscat Saint-Vallier,
Nebbolio, Nebbolio fino, Nebbolio Lampia, Orange Muscat, Palomino,
Pedro Ximenes, Petit Bouschet, Petite Sirah, Peverella, Pinot Noir,
Pinot Saint-george, Primitivo di Gioa, Red Velteliner, Refosco,
Rkatsiteli, Royalty, Rubired, Ruby Cabernet, Saint Emillion, Saint
Macaire, Salvador, Sangiovese, Sauvignon blanc, Sauvignon gris,
Sauvignon vert, Scarlet, Seibel 5279, Seibel 9110, Seibel 13053,
Semillon, Servant, Shiraz, Souzao, Sultana Crimson, Sylvaner,

Tannat, Teroldico, Tinta Madeira, Tinto cao, Touriga, Traminer,
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trebbiano Toscano, Trousseau, Valdepanas, Viognier, Walschriesling,
White Riesling és Zierfandel. A szél6alany fajtak k6zé tartoznak:
Couderc 1202, Couderc 1613, Couderc 1616, Couderc 3309 (Vitis
riparia X rupestris), Dog Ridge, Foex 33 EM, Freedom, Ganzin 1
(AxR+1), Harmony, Kober 5BB, LN33, Millardet&de Grasset, 41B (Vitis
vinifera X berlandieri), Millardet&de Grasset 420A, Millardet&de
Grasset 101-14 (Vitis riparia X rupestris), Oppenheim 4 (S04),
Paulsen 1045, Paulsen 1103, Richter 99, Richter 110, Riparia Gloire,
Ruggeri 225, Saint-George, Slat Creek, Teleki 5A, Vitis rupestris
Constantia, Vitis california és Vitis girdinia, Vitis rotundifolia, Vitis
rotundifolia Carlos, Teleki 5C (Vitis berlandieri X riparia), 5BB Teleki
(selection Kober, Vitis berlandieri X riparia), SO4 (Vitis berlandiaeri X
rupstris) es 039-16 (Vitis vinifera X Muscadinia).

A tovabiakban a fenti mddszerek tételes leirasa kévetkezik. Ezek
a példak a talalmany szemléltetésére szolgalnak és nem korlatozé
jelleglek.

Eveld sz818 embriogén tenyésztdrendszere

A kévetkezd mddszer hatékonynak bizonyult évelé sz6lé
embriogén tenyészetek létrehozdasara és sz616 regenelasara szomati-
kus embriogenezis segitségével.

Szoveti explantatum és a tenyészet inditasa

A tenyészet inditasi Iépésében az atlltetendd szdévetet az Ultet-
vényrél, Gveghazbdl vagy in vitro sz616hajtds mikropropagacids tenyeé-
szetbdl gyGjtéttuk és in vitro tenyészetbe helyeztiuk. Az explantatum
anyagat tipusos esetben levélbdl, portokbdl vagy kacsbdl vettik, de a
sz0l6 egyeb vegetativ és 0szt6dd széveteibdl is nyerhetjiuk. Az dssze-
gyujtétt explantatum szdévet felszinét — szilkség szerint — csiramente-
sitettUk szokvanyos mdédszerekkel és megfeleld szilard inditékézegbe

helyeztik egy petricsészében.
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Barmely jol ismert tenyésztékézeg hasznalhatd, példaul Murashige
és Skoog (MS) és Nitsch tipusu. Egy ilyen kézeg rendszerint szervet-
len sékat, vitaminokat, mikrotapanyagokat, egy nitrogénforrast, egy
szénforrast — mint szukréz, maltéz, glukéz, glicerin, inozitol és ha-
sonlék — tartalmaz. Példaul szukrézt hozzdadhatunk kb. 1-200 g/I, el§-
nydésen pedig 30-90 g/l kdz6tti koncentraciéban. Kulénben, egy ilyen
névényi szbvettenyésztbékdzeg 6sszetételét moédosithatjuk az aktuali-
san hasznalt névényi sejt ndvekedésének optimalizasasa céljabél.
Példaul az inditd tenyésztékézeget elkészithetjik az 1. tablazatban

szereplé barmely térzskézegbél.
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1. tablazat

A példakban hasznalt kézegek 6sszetétele

Osszetevd MS Médositott MS |[Nitsch
(mg/l, ha masképp nem adjuk meg)
KNO3 1900,0 3033,3 950,0
NH4sNO3 1650,0 - 720,0
NH4ClI - 363,7 -
MgS04.7H.0 370,0 370,0 185,0
CacCl; 440,0 440,0 166,0
KH2PO4 170,0 170,0 68,0
Na,EDTA 37,23 37,23 37,3
FeS04.7H20 27,95 27,95 27,95
MnS0O4.H20 16,9 16,9 18,9
Kl 0,83 0,83 -
H3BO3 6,2 6,2 10,0
ZnS04.7H20 8,6 8,6 10,0
Na;Mo04.2H,0 0,25 0,25 0,25
CuS04.5H-0 0,025 0,025 0,025
CoCl2.6H20 0,025 0,025 0,025
Glicin 2,0 2,0 -
Nikotinsav 0,5 0,5 1,0
Piridoxin HCI 0,5 0,5 1,0
Tiamin HCI 0,1 0,1 1,0
Inozitol 0,1 g/L 1,0 g/L 0,1 g/L
Szukréz 30,0 g/L; 30,0 g/L; 20,0 g/L
60,0 g/L |{60,0 g/L;
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90,0 g/L
Aktiv szén - 0,5 g/L; -

1,0 g/L;

2,0 g/L
Agar 7,0 g/L 7,0 g/l 8,0 g/L
pH | 5,5 55 5,5

Szukség szerint az inditokézeg tartalmazhat egy auxint vagy

auxinok keverékét kb. 0,01-100 mg/l k6z6tti koncentraciéban - a

szobanforgod sz416t6l fuggden -, amely hatékony az embriogén sejtek

vagy sejttdmegek létrehozasa indukaldsdban az explantatumon. Pél-

daul az explantatumot tarthatjuk agarral szilarditott Nitsche tipusu ké-

zegben, melyet kiegészitunk pl. 0,01-10 mg/l, és még elénydsebben

0,5-3 mg/l koncentracioju 2,4-D-vel. A 2,4-D csak példaként hasznalt

auxin, amely hasznos a talalmany szerinti médszerben. Egyéb auxinok

lehetnek még példaul NAA, NOA, |IAA, dikamba és pikloram. Kiegé-

szitbéleg — szukség szerint — betehetiink mas névényi névekedési sza-

balyozdkat is a kézegbe standard koncentraciéban. Példaul

citokinineket - természetben el6forduld vagy szintetikus citokinineket,

mint a BA vagy zeatin — hasznalhatunk kb. 0,01-10 mg/l k6zatti, és

még eldnybésebben 0,3 mg/l koncentraciéban az aktualis fajtatdl figgé-

en. Néhany esetben mas osztalyba tartozé ndvekedési szabalyozdkat

- mint az ABA vagy GA - is beletehetink megfeleld standard koncent-

racioban. Peldaul ABA-t hasznalhatunk kb. 0,5-20 mg/l kéz6tti, még

elényésebben 5 mg/l koncentraciéban; GA-t hozzaadhatunk kb. 0,1-30

mg/l kézdtti, még elénydésebben 5 mg/l koncentracioban. Az

embriogenezis elinditasahoz a folyamatnak ebben a fazisdban nem

szikségesek a névényi névekedési szabalyozok. Kiegészitéleg az
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inditékézeg tartalmazhat aktiv szenet (0,1-0,2 g/l) vagy a szakemberek
altal ismert egyéb hasonlé abszorbenst.

Az explantatum tenyésztését ebben a fazisban elénydsen sotét-
ben, 22-30 °C-on végezhetjuk, bar nagyon gyenge megvilagitasban
vagy teljes féenyben is lehetséges. Kb.1-4 hetes tenyésztést kévetden
az explantatumtenyészetet teljes fénybe helyezzik at, 16 éras fénype-
riodussal. A tenyészeteket hetente atvizsgaljuk az djonnan keletkezd
embriogén sejtek vagy sejttémegek jelenlétére. Az utébbiak a morfolé-
gia alapjan azonosithaték. Altalaban az embriogén sejttémegek fehé-
rek vagy halvanysargak és gyakran atlatszdak. Felismerhetjuk 6ket
mar a nagyon korai, kis mennyiségu fazisban (10-20 sejtaggregatum) a
szinuk, ill. laza, granularis megjelenéstk alapjan. Az embriogén te-
nyészeteket azonosithatjuk kompakt jellegik szerint is, melyet gazdag
citoplazmaju sejtek alkotnak (fénymikroszkép alatt nézve). Az
embriogén tenyészetek valtozé gyakorisaggal alakulnak ki szdmos té-
nyezo6tdl fuggden, melyek lehetnek — korlatozas nélkul - a genotipus,
az explantatum jellege és tipusa, a kdzeg 6sszetétele és a sziuret év-
szaka. A tenyészet fenntartadasahoz kérultekintd vizualis kivalogatas
szukséges, hogy a megfeleld embriészerl képleteket vigyuk tovabb.
Amint azonositottuk, az embriogén sejteket vagy sejttémegeket athe-

lyezzlik az itt leirandé fenntartd tenyésztékézegbe.

A tenyészet fenntartasa

Az embriogén sejteket vagy sejttémegeket dvatosan kivesszik és
athelyezzuk egy fenntartd tenyésztékdézegbe. Ismét barmely jél ismert
kézeget hasznalhatunk, pl. MS-t és Nitsch-et. Noha altalaban nem ko6-
telezd, névényi névekedési szabédlyzdkat is hozzaadhatunk a fentiek-

nek megfeleléen.
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Altaldban embriogén szévetet fenntarthatunk, ha rendszeres idé-
kézonként tovabboltjuk — pl. minden 1-4 vagy 4-8 hetente — (j
fenntartokézegbe. Mas mdodszer szerint az embriogén szévetet folya-
dék tenyésztékdzegbe helyezhetjuk — pl. MS, B-5 vagy Nitsch -és ott
ndveszthetjuk, mint folyadék embriogénszuszpenziét. Az embriogén
sejttomegeket megfelelé mdédon néveszthetjiuk az embriogén sejt bio-
massza névelése érdekében ugy, hogy a terjeszkedd tenyészeteket az
atvitel soran szétosztjuk. A tenyészeteket serkenthetjik a fokozddo
embriogenezis kifejlddésének, vagy kisebb mértékl embriogenezis és
tébb rendezetlen embriogén sejtnévekedés iranyaba a tenyészet is-

mételt kezelésével. Utobbi az embriogén sejtek és sejttémegek kéril-

tekintd kivalasztasat jelenti az atvitel soran. Az embriogén sejtek vagy

sejttémegek ismételt atvitele nemcsak az embriogén szévet névekedé-
sét gazdagitja, hanem megkdnnyiti a szomatikus embriogenezis folya-
matat is. A tenyészetek éveldk abban az értelemben, hogy két évnél is
hosszabb ideig fennmaradnak.

A talalméany szerinti megkdzelités alapvetd 6sszetevéje az
embriogén sejtekn‘ek az explantatumbdl valé kérultekinté kivalasztasa,
melyet ismételt szelekcid és a kivalasztott embriogén szévet tovabbte-
nyésztése kévet. Az igy kialakult szévet nemcsak a teljes szél6névény
szomatikus embridokbél vald regeneracidjara volt hasznalhatd, hanem
az embriogenezis vonatkozasaban kifejezetten fokozott teljesitéképes-
séggel birt, beleértve szomatikus embridk létrehozasat is. Fenti méd-
szert alkalmazva az embriogén sejtek nédvekedése feleré6soédik, a szo-
matikus embrioképzédés és az ezt kévetd ndvényregeneracid pedig
felgyorsul.

A szomatikus embridkbdl felnévesztett névények explantatuma
fokozott embriogén képességgel birt ésszehasonlitva olyan anyaggal,

amely egy klonalis explantatumbdl szarmazik, amit nem tenyésztettek
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embriogén sejtek létrehozasara. Az embriogén képességndvekedést
két vagy harom egymast kévetd ciklus — tenyészet inditas, fenntartas
és névényregeneracio — utan figyelték meg (pl.: klonalis névény -->
explantatum --> embriogén tenyészet inditas --> szomatikus embrié --
>szomatikus embridébél kialakult névény --> explantatum). Nem szik-
séges szomatikus embridkbdl szarmazé névény hasznélata az
explantatum forrasaként; szomatikus embridé vagy uj kézegbe atvitt
embriogén tenyészet szintén fokozott embriogén képességgel rendel-
kezd uj szomatikus embridkat fog lértehozni. Az ilyen atultetett anya-
got kénnyen fenntarthatjuk in vitro hdénaljhajtas tenyészetként, amely a
vegetativ explantatum forrasaként szolgal; azonban egyéb névénytar-

tasi modszerek is elfogadhatdak.

Csiraztatas és csirandvény novesztése

A fentiekben leirt tenyészetekb6l nyert szomatikus embridkbadl csi-
raztatas soran csirandvény fejlédik ki standard médszereket hasznal-
va. Példaul szomatikus embridkat steril petricsészében a csiraztad ko-
zeg — pl. MS kézeg - felszinére helyezzlk. Utébbi tenyészeteket egy
novesztékamraban inkubaljuk megvilagitott kérulmények — 16 éréas
fényperidodus — k6zott. A csiraztatas soran a gyékér megjelenik és az
epikotil névekedni kezd. Amikor a csiraztatékézegben névesztett sz6-
I6palanta megfeleld méretd lesz (1cm, legalabb két levéllel), eltavolit-
juk a tenyésztéedénybdl és elultetjuk sterilizalt palantazékeverékbe. A
palantakat tipikusan féldnélkuli keveréket tartalmazo
neveltetétartalyba tesszik (pl. Vermiculite, Perlite, ProMix TM, V.J.
Growers, Apopka, FL). SzUkség szerint a palantakat névesztékamraba
vagy Uveghazi nedveskamraba helyezhetjuk és magas nedvességtar-

talmu kéralmeények kézétt — 90%-o0s paratartalom — inkubaljuk a néve-
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kedés és akklimatizacié érdekében. Ezt kévetéen a mar akklimatizalt
palantakat kiultetjuk a szabadba egy szdélészetbe vagy Uveghazba.

A talalmany egyik példajaban a Vitis vinifera cv. ,Thompson
Seedless” éveldé embriogén tenyészet |létrehozasat mutatjuk be. Az
anyandévénybdl szarmazd tenyészeteket egy feltletfertétienitett levél-
bél nyertik, melyet leoltottunk egy tenyészté inditokézegre, melyet
Nitsch (1968) irt le, majd Gray D.J. mddositott (,Somatic
embriogenesis in Grape.” In: Somatic embriogenesis in woody
perennials, Vol.2, Gupta P.K., Jain S.M., és Newton R.J. (Eds.),
Kluwer Academic, Dordrecht, The Netehrlands, pp. 191-217, 1995) Ez
a kézeg kb. 1,1 mg/l koncentracidju 2,4-D-t és 0,05 mg/l BA-t tartal-
mazott. A szdvetatultetést kdvetden a tenyésztéedényeket teljes sotét-
ségben inkubaltuk hat hétig, mely id6é alatt az explantatum déntd része
egy differencialatlan, sok vakudlaval rendelkezd sejttémeget hozott
létre. Az embriogén tenyészeteket — melyek felismerhetéek kompakt
jelleguk és gazdag citoplazmaju sejtjeik alapjan — ismételten tovabb-
oltottuk. Az igy kialakult tenyészeteket a fentiekben leirt szelekcids
mddszerekkel nyertik, majd tovabbtenyésztettik (kb. 6 hétig) amig
elegenddé mennyiségl embriogén tenyészet nem keletkezett. Egy ere-
detileg az anyanévénybdl szarmazd szomatikus embriét (azaz 1. gene-
raciés embrid) csiraztattunk és a hajtasvéget hasznaltuk az in vitro
mikropropagéaciés tenyészet kialakitdsara. Az ebbdl a tenyészetbdl
szarmazo6 névény levelét haszndaltuk egy Uj embriogén tenyészet |étre-
hozasara (2. generacid). A tenyészetbdl nyert szomatikus embriét ha-
sonlé médon felhasznaltuk a harmadik generacié kialakitasara. A Vitis
vinifera cv. ,Thompson Seedless” — amely in vitro mikropropagacids
tenyészetbdl nyert levélbél keletkezett - embriogén valaszat a 2. tab-
lazat mutatja (lasd lent). Az eredmények ésszehasonlitjdk azokat a le-

veleket, amelyek az anyandévénybdl nyert tenyészetek névényeibdl

s
.
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szarmaztak olyan névény leveleivel, melyek harmadik generaciés csi-

raztatott szomatikus embridk tenyészetébdél alakultak ki.

2. tablazat

Tenyészet forra- |Tenyészett le- Embriogén te- Valasz %
sa velek szama nyészetek sza-

ma
Anyandvény 195 0* 0
3. generacios 200 14 7"
szomatikus
embrid

* Més kisérletek egy embriogén tenyészetet eredményeztek.

# A levelenkénti szazalékos valaszt 30%-nak észleltuk.

Ezen kival mas sz6l6bél is I1étrehoztunk évelé embriogén tenyé-
szeteket az itt leirt moédszerek segitségével. Ezekhez tartoznak a Vitis
longii, Vitis rotundifolia (cv. Carlo és Dixie), Vitis rupestris, Vitis
vinifera, (cv. Autumn Seedless, Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc,
Chardonnay, Dolcetto, Gamay Beaujolais, Lambrusco, Pinot Noir,
Semillon, Tokay, White Riesling, Zinfindel és hasonldak), ill. szamos
Vitis hibridek (cv. Blanc du Bois, Niagara Seedless, Seyval Blanc,

Stover, Southern Home és hasonléak).
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Fokozott embriogén képességu szdldsejtek |étrehozasa folyadék-

szuszpenzids vagy szilard tenyészetben

Kifejlesztettink egy médszert sz616 szomatikus embridk nagy
mennyiségben vald eldallitdsara folyadékszuszpenzids sejttenyészet
vagy szilard tenyésztérendszer alkalmazasaval. Ezek a modszerek
ktuléndsen hasznosak fokozott embriogén képességl sejtek eldallitasa-
ra, melyek készek kifejlett névénnyé regeneraldédni.

Az alabbiakban egy hatékony szd6l6 szomatikus embriogenezis |ét-
rehozasara alkalmas egyszerl protokollt mutatunk be,
folyadékszsuszpenzidos sejttenyészet vagy szilard tenyésztérendszer
alkalmazasaval.

Altalaban a médszer egy tébbfazisd tenyésztéfolyamat, amely ti-
pusosan a kévetkezé |épésekbdl all: 1) tenyészet inditas; 2)
embriogén sejtek vagy sejttdmegek azonositasa és elkulénitése; 3)
ével6 embriogén tenyészet |étrehozasa; 4) fokozott embriogén képes-
ségl sejtcsoportok koncentralasa. A mddszer a kdvetkezé |épésekbdl
all.

Az explantatum szdvetet megfeleld inditd tenyésztékézegbe he-
lyezzuk, ahogy azt az alabbiakban leirjuk. Hat hetes tenyésztést k6-
vetdéen az embriogén sejtek vagy sejttémegek azonosithatéak. Az azo-
nositast kévetéen az embriogén tenyészeteket — amelyek atméréje ki-
sebb lehet 1 mm-nél — elkulénitjuk és tovabbtenyésztjuk friss
inditokézegben a névekedés serkentéséért. Az embriogén tenyészetek
tovabboltasa tipusosan szomatikus embridk kialakulasdhoz vezet. Az
embriogén tenyészeteket, ill. a beldlik nyert korai fazisi szomatikus
embridkat tovabbtenyésztjuk egy megfelelé folyadék ndévényi néveke-
dési k6zegben. Utébbi lehet példaul egy névényi szdévettenyésztd tap-
oldat, amely B-5 kézegbdl all (Gamborg és mts., Exp.Cell.Res. 50:151-
158, 1968; Sigma Chemicals, St. Louis, MO), és amit DeWald és mts.
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(J.Amer.Soc.Hort.Sci.,114:712-716,1989), ill. Litz és mts. (,Somatic
embriogenesis in mango”, 1995, supra) médositottak. Ez a moédositott
kozeg B-5 fédsdkat, MS kiegészitésdkat és vitaminokat, glutamint (kb.
400 mg/l) és szukrbzt vagy kereskedelmi asztali cukrot (kb.60 mg/l)
tartalmaz. Autoklavozas el6tt a kézeg vegyhatasat kb. pH=5,8-ra beal-
litiuk. Noha ebben a kézegben az elény6és ndvekedési szabalyozé a
2,4-D (kb. 0,5-2,0 mg/l), méasokat is -mint pl. dikamba, pikloram, NOA,
vagy 2,4,5-triklér-fenoxi-ecetsav — hasznalhatunk megfelelé koncent-
raciéban. Az embriogén sejttenyészeteket, a szomatikus embridkat
vagy mindkettét tartaimazo edényeket ezt kévetden kb. 26 °C-on
inkubaljuk, forgé razégépen (125 fordulat/perc), sététben vagy diffaz
fényben. A tenyészeteket tovabboltjuk az itt leirtaknak megfeleléen,
tipikusan minden 10-14. napon, de a tovabboltasi szabalyok valtozhat-
nak az embriogén sejtcsoportok névekedésétdl és szaporodasatdl
fiaggden.

Kb. 6-8 hét mulva egy sejtszuszpenzids tenyészet j6n létre, amely
egyrészt gazdagon vakuolizalt, nyujtott formaju sejtekbél (nem-
embriogén sejtek), és kisebb részben kis, gazdag citoplazmaju, azo-
nos atmérdjl sejtekbdl (embriogén sejtek) all. Miutan kifejlodétt ele-
gendd mennyiségl tenyészet , abbdl a differencialt embridkat eltavo-
litjuk - szitan vald szlréssel — és eldobjuk. Az atszlrt embriogén sejt-
szuszpenzidt valtozatlanul mdédositott B-5 folyadékkézegben tartjuk -
periodikus tovabboltads mellett — amely fokozza a sejtcsoportok meny-
nyiséget.

Kb. 12-16 hét mulva nagy mennyiségl és magas koncentraciéju
sz8l6 embriogen sejteket lathatunk. Az embriogén sejt vagy sejttéme-
gek koncentralédasahoz szikséges idé szamos tényezdtdl — fajtatdl,
genotipustdl és a tennyésztési feltételektdl — fuggden valtozhat. Ebben

a fazisban az embriogén sejtek kiléndsen hasznosak lehetnek gya-
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korlatilag barmilyen genetikus transzformaciés moédszerben. Ezeket az
embriogén sejteket barmely standard médszerrel differencialédasra -
szomatikus embriéva — serkenthetjuk, pl. a sejteket kb.4-6 hétig néve-
kedési szabalyzdéktél mentes, médositott B-5 folyadék
tenyésztékdzegben tenyészhetjuk. Egy masik lehetéség szerint a korai
fazisu szomatikus embridkat leolthatjuk — szomatikus embridk tovabbi
differencialédasa céljabdl, teljes sotétségben — egy megfeleld gélfor-
malé anyaggal (mint pl. gellan gumi, agaréz, agar vagy egyéb hasonlé
anyag) megszilarditott kézegbe. Szukség szerint a torpedé/ szikleve-
les-fazisu embridkat egyenként tovabbolthatjuk standard érési kézeg-
be, pl. amely MS tapanyagbdl all. Az érett szomatikus embridékat csi-
raztatasra egy névesztékamraba, majd ndvényregeneraldédasra egy
megfeleld tartalyba tesszik. A szomatikus embridk kialakulasanak
gyakorisaga tipusosan magas ezzel az eljarassal.

A tovabbiakban az embriogén sejtek vagy sejttémegek - folyadék-
szuszpenzidban és szilard tenyészetben torténd - |étrehozasanak
eredményeit ismertetjuk a ,Thompson Seedless” és két kilédnbdzd
Chardonnay klén, a CH 01 és CH 02 esetében.

A Vitis vinifera cv. ,Thompson Seedless” és a Chardonnay CH 01
és CH 02 aszinkron szomatikus embridkat - évelé embriogén szdvetbdl
- tovabbtenyészettik folyadékkdzegben egy hegszdvet (callus) szusz-
penzids tenyészet |étrehozasara. Kb. tizennégy nap és két-harom to-
vabboltast kévetden (a tovabboltast kb. minden tizennegyedik nap vé-
geztlk) egy amorf, sarga-krémfehér szinl heg alakult ki. A hegszévet
kialakulasakor a sejttenyészté edényben a folyadék
tenyésztékdzegben slrd szuszpenzid volt lathatd. Mikroszkdpilus vizs-
galattal a hegsejtek megnyultak és gazdagon vakuolizaltak voltak, az

embriogén képeség legkisebb jele nélkul. Az amorf hegszdvet tovabb
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szaporodott, még akkor is, amikor a tenyészet inditdsara hasznalt
szomatikus embridkat eltavolitottuk a kézegbdl.

Kb. hat hét mulva a médositott B-5 kézegben, gazdag citoplaz-
maju kis sejtcsoportok — mint fehér csomdk — kialakulasat figyelhettuk
meg ( 1A abra). Ezek az embriogen sejttémegek exponencialisan sza-
porodtak, és kb. tiz-tizenkét hét mulva elérték a sejttenyésztéedény
kapacitasanak hatarat.

Az embriogén sejttdémegek egy egységben — azaz egy edényben -
valo tartasa gyakran végzetes, ahogy azt a tenyészetek minéségének
romlasa jelezte és esetenként meg is barnultak. A tovabboltasok soran
ezeket az embriogén tenyészeteket kisebb egységekre osztjuk, elésegit-
ve az osztodast és az osztott tenyészetek bioldgiai témegének néveke-
dését. A két vizsgalt fajta kézul mindkét ,Chardonnay” klén egyarant
gyorsan ndvekedett és feluimulta a ,Thompson Seedless”-t. Mig a
,Chardonnay” embriogén sejttémegei krémfehér-sargas, addig a
,Thompson Seedless” mattfehér vagy barnas szinlGek voltak. Ezen kivul
a ,Thompson Seedless” érzékenyebb volt a tenyészet slrliségére, és a
sejtek sététebbé valtak, ha azt nem korrigaltak. Az elényds tenyésztési
sriség kb. 400 mg embriogén sejt/40m| médositott B-5 folyadékézeg

volt egy 125 ml-es edényben.

Szomatikus embrid |étrehozasa folyadéktenyészetben

Az embriogén sejttdmegeket atszirtik egy 960 mikronos nylon
szitan majd 6sszegyljtottuk éket egy steril poharban. Az embriogén
settémegek szlrése - az embriogenezis folyadéktenyészetben valé in-
ditasa érdekében — ket célt szolgalt. Egyrészt az embriodifferenciacio
elfogadhatdo mértékl szinkronizalasat okozta, masrészt a differencia-
l6das soran kialakuld szomatikus embrid karosodasok szama (mint pl.

felrostozddas vagy fuzid) mérséklédott. 4-6 hét mulva a
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folyadékbézegben kis, fehér szomatikus embridk jelentek meg, melyek a
globularis vagy korai sziv-fazisban voltak. A tenyészetek atszlrése
ebben a fazisban mar nem fokozta az embrié differencialédast.

Kb. 8 hét mulva a szomatikus embridk tisztan lathatéak voltak, és
néhanyuk elérte az embridfejlédés sziklevél stadiumat. A differencialt
embridk atszirése és kulén edényben vald tenyésztése azonban gyor-
sabb differenciacidét, ill. az embridfejlddés szinkronizalasat eredme-
nyezte.

Mindkét ,Chardonnay” kién — CH 01 és CH 02 — kénnyen szomati-
kus embriova differencialédott. A megfeleld atszlrés és a
tenyésztdslrlség beallitasa — kb. 1000 mg szomatikus embrié/40ml
kézeg — biztositotta a fokozott szinkronizaciét és elkulénulést, ill. az
embridk differencialédasat (1B abra). Folyadék embriogenezis kézeg-
ben tovabbtenyésztve kb. tizenkét-tizennégy hét mulva az elkulénilt
szomatikus embridk szine zdldre valtozott, a hajszalgydkerek meg-
nyultak jelezvén a korai csirazas kezdetét (1C abra).

Kezdetben a ,,T_Jnompson Seedless” tenyészetek folyadékkézegben
nem jutottak tul a sziv-fazison. Ezen kivil az embridok nagyobb cso-
portokat alkottak, gyakran fuzionalt szomatikus embridk jéttek létre. A
karosodott embridk eltavolitasa és a tenyésztdéslrlség felére csdk-
kentése a folyadéktenyészetekben normalis szomatikus
embriogenezist eredményezett. A szomatikus embridk teljes kifejlédé-

se kb. tizennégy-tizennyolc hét mulva jétt létre.

Szomatikus embridk |étrehozasa szilard kdzegben

Folyadéktenyészetbdl nyert embriogén sejtek vagy sejttémegek
szomatikus embriéva térténd differencialédasa legkorabban a tenyé-
szet inditasat kévetd harmadik héten figyelheté meg. Négyhetes te-

nyésztés utan a mikroszképos vizsgalat globularis és szivalaku szo-
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matikus embridk kialakulasat mutatta a hegszévetben (a callusokban)
(1D abra). A szomatikus embridk atlatszdak voltak és a
hiperhidrézisos allapothoz hasonlitottak (1E abra); azonban az embri-
ok tovabbdifferencialédtak és harom-négy hét mulva érett szomatikus
embridva fejlédtek. Ezek a szomatikus embridk egy csirafiuggesztot
fejlesztettek ki (1E abra). Ezen kivll az embriogén sejtek egy aszink-
ron szomatikus embriétémeggé alakultak.

Fenti kisérietek egyik érdekes megfigyelése az volt, hogy a szo-
matikus embridk tdbbsége kilénallé egységként alakult ki — és nem
kis csomdk formajaban -, bar néhanyukat csomdkba rendezdédve is
megfigyelhettik. Utobbi esetben az egyes csomdkban hat-tiz szomati-
kus embrié volt és kénnyen el lehetett 6ket valasztani a hegszdvettdl.
A sziklevél fazist elért embridkat hetente elkulénitettuk és tovabbol-
tottuk az éréshez. Valamennyi embriogén sejttémeg csomé szomatikus
embridkat termelt még legalabb tizenkét hétig. Az embriogén sejtts-
megek szilard kézegben — melyek Gel-Gro-t (ICN Biochemicals) tar-
talmaznak - gyakran megbarnultak, de az elszinezédések nem voltak
karosak a tenyészet életképességeére. Négy-6t hét mulva szomatikus
embriécsoportok jelentek meg a barna szind embriogén sejtek vagy

sejttomegek felszinén.

Szomatikus embrid érése, csirdzasa és névényregeneracio

Harom érési k6zeget — mangoé érési kézeget (Litz és mts.,
,Somatic embryogenesis in mango,” 1995, supra); agarral szilarditott
(7 g/l) mangd érési kdzeget; és MS térzskézeget 3%-os szukrézzal -
tanulmanyoztunk, hogy milyen mértékben képesek elésegiteni a szo-
matikus embridk csirazasat és a névényregeneraciét. Eredményeink
azt jelezték, hogy az MS térzskézeg 3%-0s szukrdézzal volt a leghaté-

konyabb az embridérés, csirazas és névényregeneracid serkentésére.
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Ez érvényes volt mind szilard kézegbdl nyert, mind folyadék
tenyésztékézegbdl szarmazd, korai csirazasi stadiumban levdé embridk
esetén (1D abra). Noha kelld csirazas volt az agaros mangd érési ko-
zegben, a regeneralt névények minésége nem érte el az MS sék +

3%-0s szukrozos kézegét. A két rendszerbdl (azaz a folyadék és szi-

lard k6zegbdl) szarmazd embridkat megvizsgalva mintak kézti variaci-

6t lehet észlelni a csirdzas és a regeneracid szempontjaboél. Bar az
embridk korai csirazasa folyadékkézegben létrejott, itt a folyamat le-
allt. Szilard kézegbe athelyezve az embridk csirazasa folytatdédott és
slrd gyoékérrendszerrel biré széléndvényt eredményezett. A hajszal-
gyokerek megjelenése utan az embridkat valtozatlanul folyadék ko-
zegben tartva hiperhidrézis jelentkezett és esetenként a névényrege-
neracio mérséklédott. Ennek megfeleléen elényben részesitjuk a szo-
matikus embriok eltavolitasat a folyadék kézegbdl — amint a korai csi-

razas megjelenik — és athelyezzuk éket a szilard kézegbe.

Szuszpenzidbdl szarmazo sz616 szomatikus embridk hosszutavu

tarolasa és névény regeneralasa

Kidolgoztunk egy eljarast a szomatikus embridk hosszutavu taro-
lasara. ,Chardonnay” szuszpenzios tenyészetbdl nyert érett szomati-
kus embridkat megszaritottunk laminéaris-aramoltatasu kamraba
helyzett steril szlré&papiron, majd 6 °C-on steril petricsészékben ta-
roltuk. A csészékbdl periodikusan mintakat vettink és azokat 3%-os
szukrozt tartalmazé MS kézegben csiraztattuk. A csirazast — a szoma-
tikus embridkbdl gyékerek megjelenését — és a névényregeneraciot
nyomonkdévettiuk. A 3. tablazat a CH 02-es klén adatait mutatja hu-
szonkét honapos, mig a 4. tablazat a CH 01-es klénét 6t hdnapos ta-

rolast kdvetoden.
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3. tablazat

Kisérleti szam |Embridok szama |Csirdk szama Noévények Sz4azalékos
(csirazasi sza- |szama hozam
zalék)

1 87 81 (93,1) 69 79,3

2 42 40 (95,2) 35 83,3

3 41 41 (100,0) 30 73,2

Osszesen 170 162 (95,3) 134 78,8

4. tablazat

T(isérleti szdm |Embridk szama {Csirdk szama Névények Szazalékos
(csirdzasi sza- [szama hozam
zalék)

1 15 15 (100,0) 13 86,7

2 15 15 (100,0) 13 86,7

3 15 13 (86,7) 9 60,0

4 15 12 (80,0) 7 46,7

5 15 13 (86,7) 9 60,0

6 15 11 (73,3) 9 60,0

7 15 15 (100,0) 14 93,3

8 15 13 (86,7) 9 60,0

Osszesen 120 107 (89,2) 83 69,2

Szuszpenzids tenyészetbdl szarmazo sz6l6 szomatikus embridk

kézvetlen csiraztatasa
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,Chardonnay” és ,Thompson Seedles” szomatikus embridkat fo-
lyadéktenyészetben termeltink az itt leirtaknak megfeleléen. A szusz-
penzidbdl szarmazd érett szomatikus embridkat gyorsan megszaritot-
tuk laminaris-aramoltatasu kamraban, szlrépapiron majd kézvetlenul
csiraztattuk Magenta edényekben, melyek a kévetkezd
palantazokdézegek egyikét tartailmaztak: 1) homok; 2) ProMix kereske-
delmi palantédzdkeverék (CPM); 3) vagy homokkal fedett CPM. Vala-
mennyi 20 ml desztillaltvizet tartalmazd edényt és a palantazékozeget
autoklavban csiramentesitettik (30 percig) majd egy éjszakan at le-
hitottik a szomatikus embridk leoltasa elétt. Valamennyi edénybe ha-
rom szomatikus embridt helyeztink. A leoltas aszeptikusan tértént, a
tartalyokat lezartuk és 26 °C-on inkubaltuk, 16 éras fényperidédussal,
75 umol/s/m? fényintenzitas mellett. Az eredmények szerint a homok-
kal fedett CPM volt a legidealisabb a névény fejlédéséhez. Noha a
homok nagyobb szamu csirazast eredményezett, a kifejlett névények
kiorotikusak vaoltak és a tulélési arany alacsonynak bizonyult. Tiszta
CPM esetén a szomatikus embridk szennyezédése magasabb volt.
Jelen vizsgalat lehetdséget ad - szuszpenzids tenyészet alkalmazasa-
val — sz6l6k nagyméretekben valé szaporitasara és lefekteti a sz818
szomatikus embridk bioreaktorban térténé névesztésének alapelveit.

A fentiekben leirt eredményeket a kdvetkezd eljarasokkal kaptuk.

Tenyészet inditasa

Az embriégén tenyészeteket ,Chardonnay” (CH 01 és CH 02 klé-
nok) fajta esetén portokbdl és ovariumokbél, mig a ,Thompson
Seedless”-nél levélbdl inditottuk standard médszereket alkalmazva.
Utébbi tenyészetekbdl szdrmazo6 szomatikus embridokat — melyeket mé-
dositott MS kdézegben inditottunk és tartottunk — hasznéltuk fel a fo-

lyadék sejtszuszpenzids tenyészet inditdsahoz. Tipusosan ezek a te-
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nyészetek nagymértékben aszinkronak az embriogén fejlédés és diffe-
renciacié szempontjabdl, és ezért valamennyi leoltas a fejlédés kulén-

b6z6 stadiumaiban levd szomatikus embridkat tartalmazott.

Folyadéktenyészet kialakitdsa differencialt szomatikus embridkbdl

A tenyésztdékdzeg dsszetételénél a Litz és mts. altal leirt k6zeget
adaptaltuk a kévetkezé médon. Hegszdvetképzédés serkentésére
(callus indukélasara) 1 mg/ml 2,4-D-t adtunk a kézeghez, melynek
vegyhatasat kb. pH=5,8-ra allitottuk be, majd 40 ml-es adagokra osz-
tottuk szét 125 ml-es Erlenmeyer lombikokba. Az edényeket nagy te-
herbirasu aluminiumféliaval szorosan lefedtuk az autoklavozas elétt.
Hltést kévetbéen kb. 1 g szomatikus embriét helyeztunk steril spatula-
val, aszeptikusan a folyadék kézegbe. Az edény nyakat lezartuk
Parafiimmel, és a tenyészeteket félsotétben (diffuz fényben)
inkubaltuk forgé razdégépen (120 fordulat/perc). A tenyészeteket leg-
alabb kéthetente egyszer tovabboltottuk.

A szuszpenzids tenyészeteket tartalmazé edényeket levettik a
forgo razogéprdl és Ulepedni hagytuk kb. tizendét percig. A feltliszat
ovatosan ledntéttuk egy steril lombikba, az embriogén sejteken maradt
minimalis folyadék (kb. 5 ml). Kb. 35 ml friss folyadékk&ézeget adtunk
az embriogén sejtekhez és gyorsan 6sszekevertik. A palack egész
tartalmat atvittik egy steril 125 ml-es palackba. Ezen utébbit — mely
az embriogén sejteket tartalmazta — lezartuk Parafilmmel és vissza-
helyeztuk a razégépre. A szomatikus embridkbol keletkezett amorf
hegszdvetet a kévetkezd modon gyljtéttik 6ssze. Az embriogén
szuszpenzidt — amely a differencialt szomatikus embridkat és a heg-
szdvetet tartalmazta — hagytuk letlepedni egy palackban. A feluluszé
felét ledntéttuk, a maradékot gyorsan dsszekevertik és atszlrtuk egy

150 ml-es uvegpoharra helyezett eldsterilizalt nylonhalén (960 mikro-
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nos). Mig a differencialt szomatikus embridok fennakadtak a halén, a
folyadékkdzeget a vele egyutt atszurt hegszévettel felfogtuk a pohar-
ban. Az itt dsszegyult hegszdvetet ezutan atszurtuk egy steril télcsérre
helyezett duplarétegl steril gézen. A gézhez tapadt amorf hegszdvetet
egy steril spatulaval eltavolitottuk és felszuszpendaltuk friss folyadék
tenyésztékdézegben:; kb.100 mg jutott valamennyi edénybe. Ezeket a
folyadéktenyészeteket kéthetente egy alkalommal tovéabtenyésztettiik
az itt leirtaknak megfeleléen 2,4-D-t tartalmazdé mddositott B-5 kbézeg-

ben.

Szomatikus embridk létrehozasa szuszpenzids tenyészetben

Folyadékszuszpenzids tenyészetben eredeztetett embriogén sejte-
ket vagy sejttémegeket atszlrtuk egy 960 mikronos szitan, és a fino-
mabb frakcidt aszeptikus kérulmények kozott folyadék embriogenezis
k6zegbe gyujtéttuk. A kdzeg d6sszetétele megegyezett az
inditékézegével, kivéve, hogy a 2,4-D-t kihagytuk és kb. 0,05 mg/l BA-
t adtunk hozza. Miutan a vegyhatasat pH=5,8-ra beallitottuk, a kézeget
40 ml-es adagokban 125 mi-es Erlenmeyer lombikokba osztottuk szét,
majd aluminiumféliaval lefedtik és autoklavoztuk. Valamennyi edény-
be kb. 100 mg hegszdvetet (callust) tenyésztettink, amit féls6tétben,
25 °C-on forgd razégépen (120 fordulat/perc) tartottunk és kéthetente
egyszer tovabboltottuk. Szukség szerint a tenyészeteket szitan at-
szlrtuk a differencialt szomatikus embridk szinkronizaldsa céljabdl.
Szlukség esetén kisebb pdrusméretl szitat — pl. 520 mikronost - is

hasznalhatunk.
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Szomatikus embridk csiraztatasa szuszpenzids tenyészetbdl és

ndévény regeneralasa

A megnyult hajszalgyékeru, kizéldult szomatikus embridkat szitan
valé szlréssel nyertik a szuszpenzids tenyészetbdl. A szomatikus
embriokat egyenként kivettiuk és tenyésztettuk. Harom kulénboézé ké-
zeget - mango érési kdzeget (Litz és mts., ,Somatic embryogenesis in
mango,” 1995, supra); Gel-Gro helyett agarral szilarditott (7 g/l) man-
gd érési kézeget; és MS térzskdzeget 3%-0s szukrdzzal - vizsgaltunk a
csirazas és a névényregeneracid szempontjabdl. Ezek a kézegek nem
tartalmaztak névényi névekedési szabalyzékat. Valamennyi standard
petricsészében huszondét embriét tenyésztettink és minden kézeg
esetén nyolc parhuzamos csészét vizsgaltunk. Parafilmmel valé leza-
rast kovetden a tenyészeteket egy ndvesztékamraban inkubaltuk, 16
oras fényperiddussal. A négy valddi levéllel rendelkezd csirandvénye-

ket a tovabbiakban athelyeztuk szabadféldbe.

Szomatikus embrid |étrehozasa szilard kézegben

A szuszpenzids tenyészetben kifejlddétt embriogén sejteket és
sejttomegeket a fentieknek megfelel6 mdédon &sszegyljtéttunk és at-
helyeztuk szilard embriogenezis kézegbe, melynek 6sszetétele azonos
volt a folyadék embriogenezis kdzegével, majd megszilarditottuk 2 g/l
Gel-Gro-val vagy 7 g/l agarral. Kb. 50 mg hegszévetet (callust) he-
lyeztink — mint egy csomot - a kézeget tartalmazd petricsészébe; va-
lamennyi csészében két ilyen adag volt. A leoltast kévetden a
petricsészéket Parafilmmel lezartuk és teljes sdtétségben inkubaltuk.
A tovabboltast a szomatikus embriédifferencialédas megjelenése utan
végeztuk. Az embriogén sejtekbdl vagy sejttémegekbdl kialakult szo-

matikus mebridkat hetente megszamoltuk a hatodik héttdl kezdédden.
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A sziklevél stadiumd embridkat megszamoltuk és tovabbi érésre to-

vabbtenyésztettuk.

Szomatikus embridk csirazasa és érése szilard kézegben

Kb. 5 mm hosszu érett szomatikus embridkat elkuldnitettuk az
aszinkron sejttémegtdl és érési kozegben tenyésztettik. Huszondt
érett ézomatikus embridt tenyésztettink valamennyi standard
petricsészében, 3%-0s szukrézos MS kdézegben, sététben tartva a csi-
rdzas kezdetéig. A hajszalgydkerek megnyulasat kévetden az embrio-
kat athelyeztik fénybe, 16 dras fényperiédussal. A legalabb négy igazi

levéllel bird csirandvényeket atultettuk féldbe.

Betegségrezisztens embriogén szdlésejtek és sz8l6ndvény kiva-

lasztasa

A talalmany szerinti ével6é sz616 embriogén tenyészetet felhasz-
nalhatjuk toxikus anyagokkal - mint pl. névényi kérokozdk altal ter-
meltek - szemben rezisztens sz6l6sejtek kivalasztasara vagy sorozat-
tesztelésére. Az ilyen kérokozdk kézé tartoznak - korlatozas nélkal -
baktériumok, mikoplazmak, gombak, rovarok, férgek, virusok és
viroidok. Utébbi kdérokozdk altal okozott névényi betegségek leirasét
megtalalhatjuk a ,Plant Pathology” (Agrios, 3. kiadas, Academic Press,
Inc., New York, 1988) c. kényv 11-16 fejezeteiben. A kérokozd bakté-
riumok kézé tartoznak példaul - korlatozas nélkul - az Agrobacterium
vitis, Agrobacterium tumefaciens, Xylella fastidosa, és a Xanthomonas
ampelina. A kérokoz6 gombéak kézé tartoznak példaul - korlatozas nél-
kul - az Uncinula necator, Plasmopara viticola, Botrytis cinera,
Guignardia bidwellii, Phomophsis viticola, Elsinoe ampelina, Eutypa
lata, Armillaria mellea, és a Verticllium dahliae. A kérokozé férgek ko-

zé tartoznak - korlatozas nélkul - a gyékérgumo férgek (példaul a
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Meloidogyne sp.), ciszta férgek (példaul a Heterodera sp.), gyékérta-
madod férgek (példaul a Rotylenchulus reniformis), és a féldfeletti fér-
gek (példaul az Anguina funesta). A kérokoz6 rovarkartevék (pl. boga-
rak) k6zé tartoznak - korlatozas nélkul - a Phylloxera, Coleoptera,
Lepidoptera, Homoptera, Dermptera, és Diptera. A kérokozé virusok
kézé tartoznak - korlatozas nélkul - a sz6l6 legyezdlevelliség és a le-
vélfodrosodas virusai.

Ha az embriogén tenyészeteket egy névényi kérokozébdl nyert
nem tisztitott tenyészetszlrlet vagy tisztitott toxin hatasanak tesszuk
ki, rezisztens szdélésejteket tudunk kivalasztani és szaporitani. Azok a
szblésejtek, melyek tulélik a szelekciés tamadast, nemcsak az adott
toxinra, hanem azt azt termeldé mikrébara is rezisztensé valhatnak. A
szelekcids folyamat jellege miatt az indukalt rezisztencia kiterjedhet
egy sor egyéb betegséget okozd szervezetre az eredeti szelekciéban
hasznalt kérokozdan kivul. A szelekciét sejtszinten alakitjuk ki, ezért
valészind, hogy az ilyen a sejtekbdl kifejl6dé széléndévény szintén ren-
delkezik a szelektalt tulajdonsaggal. Kiemelendd, hogy ez a rendszer a
szakember szamara lehetdvé teszi a kivant tulajdonsag kivalasztasat
vagy tesztelését tobb ezer sejten, egyetlen tenyésztéedényben vagy

petricsészében.

Sz6lébetegségek

A sz6lé szdmos korokozéjat ismerjuk és ezek tobbféle betegséget
okoznak. Ezek kézé tartoznak a levelek és a gyumdlcs gombabetegsé-
gei (mint a fekete rothadas és anthraknoézis), az érrendszer és a gyé-
kerek gombabetegségei (mint az esca, fekete kanyaro, fekete szarel-
halas —Black Dead Arm -, és a sz6l6 eutipas tékeelhalasa), bakterialis
betegségek (mint a sz816 Agrobaktériumos vesszdégolyvalya és Pierce-

betegség), virusok és virusszer( képletek altal okozott betegségek
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(mint a sz616 faszdveti bardzdaltsaga, a sz46l6 levélfodrosodas és
sz616 legyezdlevelliség degeneracid) valamint a férgek okozta beteg-
ségek és a mikoplazma.

A sz6l6t megtamadé egyik betegség az anthrakndzis vagy mas
néven "madarszem-pdtty" betegség, melyet az E/sinoe ampelina nev(
gomba okoz. Szamara kedvezdé kérulmények kéz6tt a gomba a sz616
csaknem valamennyi féldfeletti részét megtamadja - beleértve a gyu-
molcsot is -, sulyos karokat okozva a termésben. Az anthraknodzis ke-
rek formaju, barna vagy fekete széli és lekerekitett vagy szdgletes él(
elvaltozast okoz a sz6l6névényen. Az elvaltozasok kézepe szlurkésfe-
hérré valik és idénként kiszarad, ill. kiesik, egy golydéutétte lyuk alakjat
utanozva. A betegség kulénésképpen a fiatal leveleket érinti és meg-
akadalyozza a normaélis fejlddést. Az Uj hajtasok szintén megbeteged-
nek és egyértelmien égett jelleget dltenek. A szdléfurték szintén érzé-
kenyek a gombabetegségekre fejlédésik soran; a bogydkon levé el-
valtozasok beterjedhetnek a pulpaba is, és gyakran megrepednek
(Pearson és Goheen, Compendium of Grape Diseases, APS Press,

St.Paul, MN, 1988).

Koérokozo szlrlet

Az Elsinoe ampelina tenyészet toxikus aktivitdssal rendelkezé
szlrletét a kdvetkezd mddon allitottuk elé. A teljes eré6sségl Czapekk-
Dox taptalajt (Fisher Scientific, Springfield, NJ) ugy készitettuk, hogy
a kell6 mennyiségu taptalajkeveréket deionizalt (DI) vizben feloldottuk.
A kbézeget szétosztottuk 125 ml-es Erlenmeyer lombikokba, 50 ml-es
adagokban. Az autoklavozas és hités utan 100 ul Elsinoe ampelina
sporaszuszpenziét adtunk valamennyi edényhez (1. nap); az edénye-
ket egy hétig sététben inkubaltuk forgd razégépen (120 fordulat/perc).

Egy hét utan az egyes edények tartalmat atvittuk 100 ml teljes eréssé-
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gu Czapekk-Dox tapoldatba - 250 ml-es Erlenmeyer lombikokba -,

majd tovabbi két hétig inkubaltuk. A periddus végen (azaz az 1. naptdl
szamitott harom hét mulva) a gombatenyészet szlrletét
dsszegyujtéttuk ugy, hogy valamennyi edény tartalmat atszlrtuk tébb-
rétegl steril gézen. A nyers tenyészet szlrletét a tovabbi hasznalatig -
4 °C-on taroltuk, ahogy azt korabban leirtuk (Subramanian, J., "
Selection and characterization of resistance in mango (Mangifera
indica L.) embriogenic cultures to the phytotoxin produced by
Colletotrichum gloeosporioides, Penz.," Ph.D. Dissertation, Universizy
of Florida, Gainsville, 1995).

Mielbtt az in vitro szelekcids kisérletben a tenyésztékdzeghez
hozzaadtuk volna, a fagyasztott tenyészetszlrletet feloldottuk (mele-
gités nélkul) szobahdmérsékleten, vegyhatasat pH= 5,8-ra beallitottuk,
majd szurén keresztul (0,2 mikronos, Nalgene, Rochester, NY) csira-
mentesitettik. Utdobbi kdrokozdszirlet megdérizte toxikus aktivitasat.

Szelekcid

Az Elsinoe ampelina tenyészet szlrletét a tovabbiakban hozzaad-
tuk V.vinifera cv. "Chardonnay" embriogén sejtek és sejttémegek fo-
lyadékszuszpenzids tenyészetéhez mddositott B-5 kézegben, hogy ki-
valasszuk a toxikus gombaszurlettel szemben rezisztens sejteket. A
sz6l6 embriogén sejteket és sejttoémegeket a fentiekben leirtak szerint
ndvesztettik azzal a kulédnbséggel, hogy ebben az in vitro szelekciés
kisérletben a névesztékdzeget kiegészitettuk ismert térfogatu El/sinoe
ampelina tenyészet szlrletével. A kérokozd szlrlet megfelelé higitasat
a szlrlet toxicitasanak sorozathigitassal torténd meghatarozasaval
allitottuk be. Ezek a kisérletek azt mutattak, hogy a 40%-o0s (v/v) te-
nyészetszurlet bizonyult hasznélhatéonak az in vitro szelekciéban.

"Chardonnay" embriogén sejtek és sejttdémegek tenyészetét 40%-

os (v/v) gombatenyészet szlrletet tartalmazoé folyadékkézegben tar-
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tottunk 26 °C-on, diffuz fényben, forgo razégépen (125 fordulat/perc).
A tovabboltast tiznaponta egy alkalommal végeztik; valamennyi to-
véabboltasnal szlrdn csiramentesitett tenyészetszirletet hasznaltunk a
kézeg higitasahoz. A szelekcids folyamat - a tenyészet szlrletével -
négy vagy &t tovabboltasi ciklus (egy ciklus = tiz nap) soran folytaté-
dott. Mig az embriogén sejtek tobbsége elpusztult, nagyon kevés -
gyakran kevesebb, mint 1% - sejt tulélte a szelekcidés tdAmadast. A re-
zisztens sejtvonalak létrehozasakor a szelekciés tdmadast megsziin-
tettik négy vagy 6t ciklust kévetéen és a tuléld sejteket modositott B-5
kézegben - tenyészetszlrlet nélkll - névesztettuk. A rezisztens sejt-
vonalak szaporodtak és a szomatikus embridkat a mar leirt mdédsze-
reknek megfeleléden hoztuk létre.

A szelekcios folyamat soran kivalasztott embriogén sejtrtenyésze-
teket szamos in vitro bicesszében vizsgaltuk az E/sinoe ampelina elle-
nes rezsiztencia irdnyaban. Elséként azt vizsgaltuk, hogy a rezisztens
sz0l4 sejtvonalak rendelkeznek-e olyan aktivitassal, amely gatolja a
gombandvekedést. Ennek eldéntésére egy rezisztens sejtvonal
te.nyésztékc")zegét (azaz kondicionalt kézeget) vizsgaltuk gombaellenes
gatld aktivitas jelenlétére. A kondicionalt kézeget kiilénb6zd Eisinoe
ellenes rezisztenciaval biré sejtvonalakbdl gydjtéttuk, és kulénbézé
koncentracioban hasznaltuk gomba névesztékézeg készitéséhez. Egy
aktivan néveked6 gombakoloniat egy petricsésze kézepére helyeztink,
amely gomba ndvesztikbézeget tartalmazott - rezisztens sz4l6 sejtvo-
nalakbdl szarmazé kondicionalt kézeggel vagy azt kihagyva (kontroll) -
és standard kéraimények k6zott inkubaltuk. A kisérleti eredmények azt
mutattak, hogy a gomba névekedését gatolta a 25 vagy ennél nagyobb
szazalékban kondicionalt kézeget tartalmazdé gomba ndvesztékozeg.

Annak érdekében, hogy rezisztens szél6tenyészetekben egy gom-

baellenes aktivitas jeleniétét kimutassuk, rezisztens és kontroll sejtvo-
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nalakat szilard névényi névesztékdzegbe helyeztink petricsészékben
— a hat és tizenkét 6ranak megfelelé helyre - majd négy hétig sététben
inkubaltuk. A periédus végén az aktivan névekedé E/sinoe gombakold-
nia egy darabjat a petricsésze kézepére helyeztuk és standard kérdl-
mények kdzo6tt inkubaltuk. A gomba gyorsan fejlédétt és megfertdzte a
kontroll tenyészeteket. Ezzel ellentétben a gomba ndévekedése megallt
azokban a csészékben, melyek az E/sione-tenyészet szlrletére re-
zisztens sz616 sejttenyészetet tartalmaztak. A rezisztens tenyészete-
ket tartalmazé petricsészékben a gombafonalak nem tudtak szabadon
néni a tenyésztékézegen keresztul, ahogy azt a kontroll tenyészetek-
ben (azaz nem rezisztenssekben) lehetett latni. Egy vastag gomba-
szdényeg - mint a kontroll tenyészeteket tartalmazd csészékben - soha
nem alakult ki azokban a csészékben, melyek az E/sinoe ampelindra
rezisztens tenyészeteket tartalmaztak. A rezisztens tenyészetek
Elsinoe ampelina ndvekedését gatld képessége a szelekciét kdvetd
kilenc hénap mulva is megmaradt, bizonyitvan, hogy a rezisztens te-
nyészetekben levd genetikai valtozasok stabilak.

Ezen kivul, az Elsinoe ampelina ellenes rezisztenciaval bird sz6-
|6tenyészeteket megviszgaltuk egy masodik gomba korokozé - a
Fusarium oxysporum - elleni rezisztencia jelenlétére is. A rezisztens
és kontroll sejtvonalakat szilard névényi névesztékdézegbe helyeztik
petricsészében -~ a hat és tizenkét éranak megfelelé helyre - és négy
hétig sététben inkubaltuk. A peridodus végén az aktivan névekedd
Fusarium oxysporum gombakoldnia egy darabjat a petricsésze kézepé-
re helyeztlik és szobahémeérsékleten inkubaltuk, 16 dras fényperidédus-
sal. A gomba gyorsan fejl6dott és megfertézte a kontroll tenyészete-
ket. Ezzel ellentétben a gomba névekedése megallt azokban a csé-
székben, melyek az Elsinoe-tenyészet szlrletére rezisztens sz616

sejttenyészetet tartalmaztak. A rezisztens tenyészeteket tartalmazé
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petricsészékben a gombafonalak nem tudtak szabadon néni a
tenyésztékdzegen keresztul, ahogy azt a kontroll tenyészetekben (az-
az nem rezisztensekben) lehetett |atni. Egy vastag Fusarium gomba-
szényeg - mint a kontroll tenyészeteket tartalmazd csészékben - soha
nem alakult ki azokban a csészékben, melyek az E/sinoe ampelinédra
rezisztens tenyészeteket tartalmaztak. Ez a kisérlet azt bizonyitotta,
hogy a rezisztens szdl6tenyészetek nemcsak az E/sinoe ampelina, ha-
nem a Fusarium oxysporum ellenes rezisztenciaval is rendelkeznek.
Tovabbi vizsgalatokat végeztunk annak meghatarozasara, hogy a
gombarezisztens sz4I6 tenyészetekbdl kialakulhatnak-e az Elsinoe
ampelina ellen is rezisztens szomatikus embridk. Rezisztens és kont-
roll (azaz nem rezisztens) tenyészetekbdl nyert szomatikus embridkat
vagy 40%-o0s gombatenyészet szlrletet vagy utébbit nem tartalmazé
kontroll kézegben ndvesztettink. A rezisztens tenyészetekbdl szarma-
z6 szomatikus embridok mind a gombatenyészet szlrletét tartalmazg,
mind a kontroll kbzegben normalisan fejlédtek és csiraztak; a kontroll
tenyészetekbdl szarmazd szomatikus embridk nekrotizaltak és iddn-
ként elpusztultak a gombatenyészet szlrletét tartalmazé kézegben, de
nem haltak el a kontrollban. A kontroll embridk nekrézisa a gombate-
nyészet szlrletét tartalmazé kézegben olyan gyors volt, hogy a kont-
roll szomatikus embridk mar hetvenkét éraval a tenyészet inditasa
utan elsététedtek. Ezen kisérleti eredmények azt mutattak, hogy a re-
zisztens tenyészetekbdl szarmazé szomatikus embridk is ellenalldak
voltak a gombaszlrlettel szemben. Ezen kivll ezek a rezisztens szo-
matikus embridk ellenalltak ugyanolyan koncentraciéju Elsinoe
ampelina tenyészetszlrletnek, mint a sajat rezisztens embriogén

progenitor sejtjeik és sejttémegeik.

Betegségrezisztens névénvek
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Az embriogén tenyészeteket in vitro szelektaltunk az Elsinoe
ampelina gombatenyészet szlrletének ellenében. A kivalasztott tenyé-
szetekbdél névényt regeneraltunk, amelyek Uveghdzban akklimatiza-
l6dtak. A kivalasztott vonalakbdl szarmazd, ill. a nem-szelektalt kont-
roll névényeket lefujtuk spéra szuszpenziéval (1x10° spéra/ml). A no-
vényeket egyenként zsakokba csomagoltuk a nedvesség megérzésére
- ez optimalis kértlmény az anthrakndézis kérokozéjanak - harom na-
pig. A zsdkok eltavolitdsa utan a névényeket pontoztuk a betegség tu-
netei szempontjdbdl. Valamennyi nem-szelektalt kontroll a betegségre
igen érzékenynek bizonyult , és az esetek tébbségében lombhullast
észleltunk harom napon belul a betegség kévetkezményeként. A két
kivalasztott vonal 40 névénye kdzul csak egy mutatta az anthraknézis
enyhe tineteit. Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy az
embriogén sejtek in vitro szelekcié soran nyert kérokozé ellenes re-
zisztenciaja a kifejlett ndvényben is kimutathaté.

A regeneralt névényeket standard médszerekkel vizsgaltuk az
anthrakndzis ellenes rezisztencia szempontjabél. Példaul E/sione
ampelina spéréibél szuszpenzidt készithetink, ha a friss gombatele-
pek sporait steril deionizalt vizben (DI) szuszpendaljuk és a spdérasi-
riséget 100000 spora/ml-re allitjuk be hemocitométerrel. Uveghazban
nevelt névények vagy hajtasok leveleit 6sszegyUjtjuk és dvatosan
megmossuk DI vizben. A levél lemezére egy pontban 100 ul spéra-
szuszpenzidt helyezink és - a gombaleoltas elésegitésére - egy éles
karcolast ejtunk a pont kézepén. Minden egyes levélen legaldbb két
ilyen pontot készitink. A leveleket nedves kérilmények kdzétt - a ti-
netek kifejl6désének optimalis - inkubaljuk legalabb hetvenkét draig,
majd megfigyeljuk a karosodasok kifejlédését, ahogy azt korabban le-
irtuk (Subramanian, J., Ph.D. Dissertation, University of Florida,

Gainsville, 1985). A kontroll vizsgalatokban DI vizet hasznaltunk.
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Ezenkivul anthrakndzisra ismerten érzékeny vagy rezisztens fajtakbal
vett leveleket beoltottunk és az ezeken a leveleken észlelhetd karo-
sodasok szolgaltak standardként a regeneréalt névények - amelyek in
vitro szelektalt embriogén sejtekb6l szarmaznak - érzékenységé-
nek/rezisztencidjanak megitélésére. Az adatok statisztikai elemzésével
meghataroztuk az Elsinoe ampelina és az anthraknézis ellenes re-
zisztencia mértékét. A talalmany szerint azok a szélénévények hasz-
nosak, amelyek a kontroll nédvényekhez képest fokozott mértéki re-
zisztencidval birnak az Elsione ampelina, az anthrakndzis vagy mind-

kettojuk ellen.

Szo6létranszformaciod

Az itt leirt mdédszer alkalmas transzformalt névények létrehozasa-
ra. A sejteket transzformélhatjuk a szomatikus embriéképzddés bar-
melyik |épésében. A transzformacidra alkalmas szdvetek és sejtek ko-
zé tartozik az explantatum, embriogén sejtek, embriogén sejttémegek
és szomatikus embriok (beleértve az érett szomatikus embridkat is).

A talalméany szerinti mdédszer altal létrehozott sejttenyészeteket
transzformalhatjuk a kivant transzgént tartalmazé DNS-el. Ezeket a
sejteket transzformalhatjuk példaul egy kérokozd, egy betegség, egy
rovarkartevd vagy ezek barmely kombinacidja elleni rezisztenciaért
felelés génekkel. Példaul szamos olyan Bacillus thurigiensis gén is-
mert és hasznos a talalmany szerinti médszerben, amelyek szdmos
korokozdra toxikus fehérjék kodolasaért felelések. Tébb standard
modszer |étezik egy transzgén gazdanévénybe vald bevitelére és ez-
altal transzgenikus ndévény létrehozasara.

A névényi expresszids vektor eléallitdsa folyamataban szamos

standard mddszer ismert a vektornak a gazdandvénybe vald bejutta-
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tasara és ezaltal transzgenikus névény |létrehozasara. Ezek kézé tar-
toznak :

1) Agrobacterium-kdzvetitett transzformacié (A.tumefacien1.s vagy
A.rhizogenes) (lasd pl. Lichtenstein and Fuller In: Genetic
Engineering, Vol.6, PWJ Rigbi, ed, London,Academic Press, 1987; és
Lichtenstein C.P., and Draper J., In: DNA Cloning, Vol Il, D.M. Glover,
ed, Oxford, IRl Press, 1985);

2) részecske beviteli rendszer (Iasd pl. Gordon-Kamm et al., Plant
Cell 2:603 (1990); és BioRad Technical Bulletin 1687, supra );

3) mikroinjekciés mddszerek (lasd pl. Green et al., supra);

4) polietiléenglikolos (PEG) eljarasok (lasd pl. Draper et al., Plant
Cell Physiol. 23:451, 1982; és Zhang and Wu, Theor.Appl. Genet.
76:835, 1988);

5) liposzoma-kézvetitett DNS felvétel (Iasd pl. Freemna et al.,
Plant Cell Physiol. 25:1353, 1984);

6) elektroporéacids protokollok (lasd pl. Gelvin et al., supra;
Dekeyser et al., supra; Fromm et al., Nature 319:719, 1986; Sheen
Plant Cell 2:1027, 1990; és Jang and Sheen Plant Cell 6:1665, 1994);

7) a vortexes médszer (lasd pl. Kindle supra).

A talalméany szempontjabél a transzforméacié mdédszere nem Iénye-
ges, barmely hatékony transzformaciot biztosité eljaras alkalmazhaté.
Ahogy Uj mdédszerek jelennek meg a termés és mas gazdasejtek
transzformalasara, ezeket kézvetlenul lehet alkalmazni.

A kévetkezdkben egy példaként szolgald kulénleges technikat
mutatunk be vazlatosan, nevezetesen az Agrobacterium-k&zvetitett
transzformaciot. Ezen technikanal a névényi sejtek genomjaba bejut-
tatandd gének kezelésének altalanos folyamata két |épésbdl all. Az el-
sé lépésben a kiénozast és a DNS modositasi Iépést E.coliban végez-

zUk, és az aktudlis génkonstrukciodt tartalmazé plazmidot konjuga-
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cio vagy elektroporacié segitségével juttatjuk be az Agrobacteriumba.
A masodik |épésben az igy kialakult Agrobacterium térzset hasznaljuk
a névényi sejtek transzformalasara. Az altalanos névényi expresszios
vektorban a plazmid egy olyan replikaciés kezdépontot tartalmaz,
amely lehetdvé teszi szaporodasat az Agrobacteriumban, ill. egy masik
nagy mennyiségben jelenlevd replikacids kezdépontot, ami viszont az
E coliban mikédik. Ez lehetdvé teszi, hogy E.coliban kénnyen kialakit-
hassunk és tesztelhessiunk transzgéneket, miel6tt azokat atvinnénk az
Agrobacteriumba tovabbi, névényekbe valo bejuttatas céljabdl. Re-
zisztenciagéneket is betehetink a vektorba, egyet a baktériumban valé
szelekciora - pl. sztreptomicint -, és egy masikat, amely a névényben
fog mikoédni, példaul a kanamicin vagy ndévényirtészer rezisztenciaért
felelés gént. A vektoron vannak restrikcios endonukleaz helyek - egy
vagy tébb transzgén hozzaadasara - es iranyjelzdé T-DNS hatarszek-
venciak, melyeket az Agrobacterium transzfer funkcidja felismer és a
névénybe bejuttatandd régidt kérulhatarolja.

Egy masik példaban névényi sejteket transzformalhatunk oly mo-
don, hogy egy wolfram mikrolévedékeket - melyek felszinére klénozott
DNS-t abszorbedlunk - I6vink be a sejt belsejébe. A belévésre hasz-
nalt Biolistic készulékben (Bio-Rad) puskaportdltés (22-es kaliberu
Power Piston Tool Charge) vagy léglékés hajtja a makrolovedéket a
puskacsdévén keresztul. Egy adag wolfram részecskeszuszpenziét -
melyre DNS-t abszorbedltunk - helyezunk a mdanyag makrolévedék
elulsé részére, majd azt kildjuk egy akril blokkolélemezre. A lemezen
levd nyilds tal kicsi ahhoz, hogy a makrolévedeék atjusson rajta, ott
megakad, mig a wolfram mikrolévedékek tovabb folytatjak utjukat a
nyilason keresztul a kivant célig. Jelen taldlmanyban a cél lehet bar-
mely névényi sejt, szévet, mag vagy embrié. A mikrolévedékekkel be-

juttatott DNS integralddik a sejtmagba vagy a kloroplasztba.
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Altalaban a transzgének bejuttatasa és expresszéalasa névényi
sejtekbe ma mar rutinfeledat a szakemberek szamara és f6 eszkdzeivé
valtak génexpresszids vizsgalatokban, ill. mezégazdasagi és kereske-

delmi jelentéségl névényfajtdak nemesitését teszik lehetévé.

Egyéb megvaldsitasok

A leirasban szerepld publikacidk hivatkozasként vannak beépitve.

A talalmanyt egy aktualis megvaldsitasi alakban mutattuk be,
azonban érthetd mdédon ez mddosithatd. Jelen leirdssal le szandé-
koztunk fedni a talalméany minden variaciéjat, hasznalati modjat,
adaptaciojat és altalanos alapelvét, tovébba védeni kivanjuk a megol-
dasnak a szakterileten jaratos szakember altal kivitelezheté médosi-

tasait is, mely oltalmi kért az alabbi igénypontok kérvonalaznak.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras érett szomatikus embrié Iétrehozasara, azzal jellemez-
ve, hogy:

a) egy embriogén sejtet tartalmazé folyadéktenyészetet alakitunk

Ki;
b) fenti tenyészetbdl visszanyerjuk a fenti embriogén sejtet;
c) fenti embriogén sejtet atvisszik egy masodik tenyészetbe és
d) fenti embriogén sejtb6l érett sz616 szomatikus embriét névesz-
tunk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az
embriogén sejtet portokbdl, ovariumbdl, ovulumbél, viragszévetbdl,
vegetativ szévetbdl, kacsbdl, levelekbdl, gyékerekbdl, nucelluszbdl,
szarbdél, magvakbdl, protoplasztbdél, periciklusbdl, apikalis
merisztémabdl, embriogén szdévetbdl, szomatikus vagy zigotikus emb-
riokbél nyerjuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy a ma-
sodik tenyészetben névényi névekedési szabalyzot tartalmazo kézeget
alkalmazunk.

4. Az 3. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy névényi
novekedési szabalyzoként egy auxint, NOA-t, dikambat, pikloramot,
NAA-t, 1AA-t, 2,4-D-t, egy citokinint, benziladenint, zeatint, tidiazuront,
abszciszinsavat vagy giberrelinsavat alkalmazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az

embriogén sejtet DNS-el transzformaljuk.
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6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy tovabbi
e) lépésként az érett sz6l6 szomatikus embriét athelyezzuk egy csi-
raztato kézegbe sz616 csiranévény ndvesztésére.

7. Eljaras szomatikus sz6l6 embrid Iétrehozasara azzal jellemez-
ve, hogy:

a) egy embriogén sejtet tartalmazo folyadéktenyészetet alakitunk

Ki;
b) fenti embriogén sejtet kivalasztjuk fenti tenyészetbél;
c) fenti embriogén sejtet atvisszik egy masodik tenyészetbe és
d) fenti embriogén sejtbél sz616 szomatikus embridt névesztink.
8. Eljaras szomatikus sz4816 embrié |étrehozdsara, azzal jellemez-
ve, hogy:

a) egy embriogén sejtet tartalmazd folyadéktenyészetet élakitunk
ki, amelyben a kézeg B-5 f6sékat és MS kiegészitdésdkat tartalmaz:

b) fenti tenyészetbdl fenti embriogén sejtet visszanyerjik;

c) fenti embriogén sejtet atvisszik egy masodik tenyészetbe és

d) fenti embriogén sejtbdl sz616 szomatikus embridét névesztink.

9. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a visz-
sza‘nyert sz616 szomatikus embriéot DNS-el transzformaljuk.

10. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy olyan
folyadéktenyészetet alkalmazunk, amely B-5 fésdkat és MS kiegészi-
tédsdkat tartalmaz.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy méaso-
dik tenyészetként folyadéktenyészetet alkalmazunk.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az
embriogén sejteket a fenti tenyészetbdl szlréssel, tlepitéssel és ki-

valogatassal nyerjuk vissza.
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13. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az elsé
tenyészetet szitan atszdrjtk a differencialt sz616 szomatikus embridk
keletkezésének szinkronizaldsa céljabél.

14. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy maso-
dik tenyészetként egy szilard kézeglt alkalmazunk.

15. Erett szomatikus sz616 embrid, melyet az 1. igénypont szerinti
eljarassal allitunk eld.

16. A 15. igénypont szerinti érett sz6l16 szomatikus embriébél csi-
raztatott csiranévény.

17. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az a)
lépés szerinti embriogén sejtet a kévetkezd csoportbdl valasztott for-
rasbdl nyerjuk:

- az 1. igénypont a) és b) Iépései szerint |étrehozott embriogén

sejt;

- az 1. igénypont a)-d) |épései szerint Iétrehozott szdl6 szomatikus
embrio;

-az 1. igénypont szerinti eljarassal létrehozott érett szomatikus
embrid;

- az 1. igénypont szerinti eljarassal létrehozott csiranévény;

- az 1. igénypont szerinti eljarassal Iétrehozott érett szomatikus
embriébdl névesztett névénybdl szarmazd portok, ovarium, ovulum, vi-
ragszovet, vegetativ szévet, kacs, levelek, gydkerek, nucellusz, szar,
magvak, protoplaszt, periciklus, apikalis merisztéma, embriogén szé6-
vet, szomatikus vagy zigotikus embridk.

18. Eljaras érett sz616 szomatikus embrié hosszutavu tarolasara,
azzal jellemezve, hogy az embriét megszaritjuk, majd 8 °C-nal alacso-

nyabb hémérsékleten taroljuk.
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19. A 18. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az érett
sz616 szomatikus embridt az 1. igénypont szerinti eljarassal hozzuk
létre.

20. Eljaras sz616 szomatikus embrié kdézvetlen helyrevetésére, az-
zal jellemezve, hogy a sz6l6 szomatikus embriét homokot és
palantadzdkeveréket tartalmazé kézegbe helyezzuk.

21. Eljaras novényi korokozéra rezisztens sz6l16 szomatikus emb-
rié kivalasztasara, azzal jellemezve, hogy:

a) sz6l6 szomatikus embridt tenyésztunk az elsé folyadék
tenyésztékézegben sejtszuszpenzids tenyészet Iétrehozasa céljabdl,
melyben az elsé folyadék tenyésztékdézegben egy névényi névekedési
szabalyzdt és egy névényi kérokozd tenyészetszlrletét alkalmazzuk;

b) a szélbsejtet vagy szbldsejt csoportokat visszanyerjuk a sejt-
szuszpenzios tenyészetbdl;

c) a széldsejtet vagy szdbidsejt csoportokat egy masodik folyadék
tenyészetben tenyésztjuk sz6l6 szomatikus embrid |étrehozasara;

d) a névényi kdérokozoéra rezisztens szomatikus sz616 embriét
visszanyerjuk.

22. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
sz6l6 szomatikus embridt athelyezzuk egy csiraztatd kdzegbe sz6l6
csirandvény névesztésére.

23. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szlrletet virusbél, féregbdl, rovarbél,gombabdél vagy baktériumbal
nyerjuk.

24. A 23. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy gom-
baként az Elsinoe ampelina-t alkalmazzuk.

25. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az a)

lépésben névényi névekedési szabalyzdként egy auxint alkalmazunk.
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26. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a ma-
sodik folyadék tenyésztdkdzegben egy ndvényi ndvekedési szabalyzot
alkalmazunk.

27. Eljaras noévényi kérokozdra rezisztens sz4l6névény létrehoza-
sara, azzal jellemezve, hogy:

a) egy sz6lé szomatikus embriét az elsd folyadék tenyésztékdzeg-
ben tenyésztink sejtszsuszpenzids tenyészet |étrehozéasa céljabdl,
melyben az els6 folyadék tenyésztékdzegben egy névényi ndvekedesi
szabalyzot és egy ndvényi kérokozo tenyészet szurletéet alkalmazzuk;

b) a szdl6sejtet vagy szdldsejt csoportot visszanyerjik a
sejtszsuszpenzids tenyészetbdl;

c) a szbl6sejtet vagy szdlésejt csoportot egy masodik folyadék
tenyésztékdézegben tenyésztjik sz616 szomatikus embrid létrehozasa
céljabal,

d) a névényi kérokozéra rezisztens sz616 szomatikus embridt visz-
szanyerjuk;

e) a sz616 szomatikus embridbdl ndvényt névesztink.
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