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Zardjelentés
a ""Molekularis genetikai és szdvettenyésztési modszerekkel eléallitott novények
herbicid- és nehézfém-tiirokepességének, illetve biotikus stresszekkel szembeni

ellenalloképességének vizsgalata' cimit OTKA palyazat (T43476) eredményeirél
(2003-2006)

1. Bevezetés és célkitiizés

Evtizedekkel a modern mezégazdasagi és ipari technologiak széleskorii elterjedése utan a
Fold jelentos teruletein halmozodott fel nehézfém és szerves szennyezédés. Az erésen
szennyezett talajokon nem johet létre a talajtipusnak és éghajlatnak megfelel6 mezégazdasagi
termelés, ezért a talaj tovabbi gyors Utemii pusztuldsa folytatddik. Napjaink kiemelt
kdrnyezetvédelmi feladata e terliletek megtisztitasa, remedialasa. Szamos novényfaj képes a
talaj szennyezéanyagait felvenni és/vagy lebontani és ekdzben tolerdlni a szennyezédések
altal okozott stresszt. Ezen a jelenségen alapszik a fitoremediacié technoldgidja. A
fitoremediacio azon remedidcios eljarasok 0©sszefoglalé neve, amelyek névények
felhasznalasaval tisztitjak meg a talajt a benniik 1évé szennyezodésektol. A fitoextrakcid soran
a novenyek tapanyagfelvevé mechanizmusat hasznéljuk fel a szennyezéanyagok talajszint
feletti szdvetekben toérténé akkumulaciojanak megvalositdsdhoz. Néhany egymast koveto
novekedési periddus utan a fold folotti biomasszat begyiijtve a szennyezés eltavolithato a
teruletrél. A ndvényanyagbol  készilt hamuban  tovabb  koncentralhatjuk a
szennyez6anyagokat, amelyeket igy Ujrahasznosithatunk, vagy specialis hulladéktaroldékban
helyezhetlink el. Az eljaras jelentdségét az adja, hogy a tobb szaz négyzetkilométer nagysagu
terlletek megtisztitdsanal a fitoremediacé lehet az egyetlen hatékony modszer, mert a
rendelkezésre allé fizikai és kémiai mddszerek dragdk és altalaban durva beavatkozast
jelentenek a kornyezetre. Fitoremediaciora azok a novények lehetnek alkalmasak, amelyek
stressztiiroképessege  kiemelkedé, mert a ndvény szamara a szennyezett talaj
stressztényezoként jelentkezik. A szennyezédéseket tiré névények alkalmazasanak tovabbi Uj
terulete az eddig a mez6gazdasag és erdészet szamara marginalis terlleteken térténd talajvedo
ndvénytarsulasok létrehozésa.

A nyérfa (Populus) fajok kivaléan alkalmazhatdak fitoremedidcidra. Gyokérzetiik a talaj
mélyebb rétegeit is eléri, nagy a ndvekedési erélyik, nagy mennyiségii biomasszat termelnek,
konnyen szaporithatoak, a vilagon széles korben elterjedtek. A nyarfa a biotechnoldgiai
modszereknek is modellnévénye, kénnyen mikroszaporithatd, transzformacids rendszere
kidolgozott, genetikai térképek rendelkezésre allnak és napjainkban a teljes genom
bazissorrendjét is meghataroztak. Eddigi ismereteink a novények abiotikus stresszre és a
kdrnyezet valtozasaira adott valaszairdl szinte kizardlag egyéves lagyszari novényeken
vegzett kutatdsokbdl szarmaznak. A nyarfanemesitésben a genetikai markerek alkalmazasa
kiemelt jelentéséggel bir. Tekintettel arra, hogy a mikroszatellita-szakaszok (SSR: simple
sequence repeat) a DNS-alloméany legvaltozatosabb reszet képezik, a modszer genotipusok
elkllonitése mellett rokonsagi/leszarmazasi kapcsolatok feltarasara is jol alkalmazhato.

Genetikai modositassal a novények stressztolerancidja és ezaltal remediacids képessége
novelhets. Az 1997-1998 évek soran nemzetkdzi egyuttmiikddes keretében transzgénikus
szlirkenyar (Populus x canescens) klonokat hoztak létre, amelyekben a névényi antioxidans
glutation taltermeltetését érték el. A transzformans novényektsl azt remélték, hogy a vad
tipust szlrkenyarhoz képest nagyobb stressztiiroképességgel fog rendelkezni, amit szamos
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stressztényez6 esetében igazoltak is. A nagyobb stressztiiroképesseéggel rendelkezé nyarfak
fitoremediaciora is alkalmasabbak lehetnek a vad tipusi ndvényekhez képest, mert a
stressztiirés a fitoremediacio egyik kulcstulajdonsaga. E képesség atfogo jellemzése valamint
a stresszfolyamatok hatterében all6 molekularis és élettani folyamatok jobb megismerése volt
a palyazat egyik f6 célkitiizése.

Glutation-fliggé méregtelenits reakcidk névényi sejtekben

A noveényi sejtekben taldlhatd redukalt tripeptid glutation (GSH, y-L-glutamil-L-ciszteinil-
glicin) a legfontosabb és a legnagyobb mennyiségben el6forduld tioltartalmd természetes
vegyllet novényi szovetekben. Kimutattdk, hogy a ndvények kémiai és bioldgiai
stressztiiroképessege valamint a glutation metabolizmusa, felhalmozdédasa és az ezt
szabalyoz06 enzimek aktivitasa kozott 6sszefliggés mutathatd ki. A glutation bioszintézise két
ATP-t igényl6 lépésben megy végbe. Az elsé Iépesben a y-glutamilcisztein (y-EC) jon létre a
glutaminsav és a cisztein kdzott kialalkuléd peptidkotéssel amelyben a glutaminsav gamma
helyzeti karboxilcsoportjaval vesz részt. A masodik lépésben glicin kapcsolodik a C-
termindlis helyzetii ciszteinhez, igy létrejon a glutation tripeptid. Az elsé 1épést a v-
glutamilcisztein-szintetdz (y-ECS) enzim, a masodikat a glutation-szintetaz (GS) enzim
katalizdlja. A y-ECS enzimet a gshl (vagy gshA) gén kodolja a GS enzimet pedig a gsh2

(vagy gshB).

A GSH tobbféle modon is részt vehet a stressz elleni védekezésben: A szulfhidril
csoportjanak kdszonhetéen jelentés antioxidans kapacitassal rendelkezik. Kdzvetlendl
reakcioba léphet reaktiv oxigén forméakkal (ROS). A reakcio soran oxidalt glutation (GSSG)
keletkezik. A GSSG visszaalakulasat GSH-v4 a glutation reduktdz enzim (GR) katalizélja. A
reakciohoz a fotoszintetikus elektrontranszport-lancban képz6détt NADPH-t hasznalja fol. A
GSH képes a fehérjék diszulfid kotését redukalni és igy semlegesiteni a ROS karosito
hatasait, mert a protein diszulfidok képzédése az oxidativ stressz egyik folyomanya.
Azonkivdil a tiol-diszulfid kotések cseréjének altalanos jelentésége van az enzim aktivacidban,
proteinek védelmeében és a sejtek regulacids folyamataiban. A GSH-nak jelentés szerepe van a
nehézfém-stressz elleni védekezésben. Tobbféle fém indukélja a y-Glu-Cys peptidek
(fitokelatinok) megjelenését a novényekben. A GSH és mas kentartalmi peptidek a
xenobiotikumok nagy csoportjaval is képesek reakcidba lépni, ezért e molekulaknak
kiemelked6 szerepe van a toxikus kémiai anyagok elleni védelemben. A detoxifikacio GSH-
val torténé konjugacié soran torténik meg, amelyet a glutation S-transzferaz (GST)
izoenzimek végeznek. A GST enzimek a névényekben nagy mennyiségben vannak jelen, a
kukorica leveleiben a vizoldhatd fehérjék tobb mint 1%-at alkotjdk. Sok esetben a GST
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Magas glutation tartalma transzgenikus névények

Az antioxidansok génjeivel torténé transzforméacid célja az oxidativ stressztiiréképesség
javitasa. Az ilyen tipusu transzforméacidknak a fas névényeknél kilondsen nagy a jelentésége
mert ével6 novények, ezért hosszl ideig ki vannak téve a kdrnyezeti stressztényezéknek. Az
ilyen jellegt, glutation anyagcserében torténd genetikai modositasokhoz az INRA 717-1-B4
jelt Populus x canescens kldnokat hasznaltak fel, mert ez a klén fogékonynak bizonyult az
Agrobacterium tumefaciens-el torténo fertézésre. A transzformaciok célja minden esetben a
GSH tartalom novelése volt. Ot transzformans nyarfaban sikerilt a y-glutamilcisztein-
szintetdz enzimet (y-ECS) taltermeltetni (ggs tipusok), amelyekben egy bakterialis erdeti y-



ECS a citoszolban termelédik. A transzformans vonalak leveleiben 2-4 x nagyobb GSH
tartalom volt mérhet6 a kontroll vonalakhoz kepest. Késébbi munkakban a bakterialis y-ECS
enzimet a kloroplasztiszban termeltették tal (Lgl vagy Lggs). Hét fiiggetlen vonalat allitottak
elé amelyekbol 6t kiléndsen nagy y-ECS aktivitast mutatott. Hasonléan a ggs klonokhoz az
Lgl konstrukciokban is erésen nétt a tiol tartalom. Ezek a transzgénikus novények
bizonyitjak, hogy a y-ECS taltermeltetésével a ndvényekben megemelheté a GSH tartalom a
ndvény novekedésének karosodasa nélkul.

Nyarfa alkalmazésa a fitoremediacioban

A fitoremediécié egyik kritikus pontja a megfelelé ndvényfaj kivalasztasa, amelyik képes
tolerdlni nagy mennyiségii szennyezéanyagot a talajban. A fitoremediacio hatekonysagat
Iényegesen befolyésolja, hogy a ndvény mennyire képes a tolerdlni a szennyezé anyagok
nem vitathatd. Ultetésiik egyszer, novekedésik gyors (4-5 m/év). Magas a transpiracios
ratajuk, terebélyes gyokérzetiik miatt elérik a talaj mélyebb rétegeit, konnyen adszorbealjak,
lebontjdk és/vagy detoxifikaljak a szennyezbéanyagokat, mikdzben gatoljak a talajer6ziot.
Fajai vilagszerte elterjedtek fokent az artéri teruleteken, igy nagy valosziniiséggel talalhato a
potencidlis fitoremediacios teruletekre megfelel6 Populus faj. A nyérfa vegetativ Gton
kdnnyen szaporithatd. A nyar nem része az emberi taplaléklancnak, habar szamos allatfaj
hasznositja a nyarfakat taplalékként, lakhelyként illetve parzési terlletkent. A Populus fajok a
fas névények kozul a legjobban tanulmanyozott genotipusok, szamos modszert dolgoztak ki
erdészet, vegetativ szaporitasi, nemesitési és betakaritasi eljarasokra. Azon Kkivil
szOvettenyesztesi technikak, genetikai mddositds €s genetikai terképezés is konnyen
elvégezheté. Ezek alapjan Populus ideélis jelolt a genetikai transzforméaciora, valamint a
fitoremediaciora torténé nemesitésre.

Sejtklonok variabilitdsa nyarfaban

A fas novények in vitro klonalis szaporitasa hatékony modszer az elit genotipusok
folszaporitasara a létrehozhat6 utdédok nagy szama miatt. Azoknal a fajoknal ahol a vegetativ
szaporitas nehézségekbe (itkozik, a mikroszaporitas lehet a modszer a genotipusok valtozatlan
fenntartasara. A szOvettenyésztés soran a sejt szabalyozasi folyamatai karosodast
szenvedhetnek, ami a genetikai anyag megvaltozasat is eldidézheti a szOvettenyesztés soran
létrejott utddnemzedékben, vagyis szomaklonalis variabilitas johet létre. E variabilitas
eléforduldsa potencialis nehézséget jelenthet egy elit ndvenyanyag mikroszaporitassal vald
fonntartasa és folszaporitasa soran. Azonban a stabil szomaklonalis valtozatok
felhasznalhatéak a nemesitésben. A szomaklondlis variabilitas eredményezhet kilonbdzo
morfoldgiali, fizioldgiai valtozasokat illetve a ndveny betegseg-ellenéllésaga is megvaltozhat.
A szomaklonalis variabilitdsnak az evel6 és fas novenyeknél kiléndsen nagy a jelentésege,
mert el6fordulhat, hogy egy olyan tulajdonsag valtozik meg amely fenotipusosan csak késoi
fejlédesi stddiumban vagy csak az utodokban jelenik meg. A Populus nemzettségben
beszdmoltak mar szamos tulajdonsag megvaltozasardl (morfoldgiai, fiziologiai, biokémiai,
betegsegrezisztencia, herbicid tolerancia) amely szévettenyésztés soran regeneralt utédokban
jelentkezett. Szdmos modszerrel lehet detektalni a szOvettenyészetek soran létrejott
mutaciokat melybe beletartozik a fenotipus azonositas, citologiai modszerek, biokémiai és
molekularis markerek.



2. Anyag és modszer

Novényanyag

A vizsgélatokhoz a szirkenyarhibrid (Populus tremula > Populus alba = Populus x
canescens) géntechnoldgiaval médositott klonjait alkalmaztuk (INRA No.717-1-B4):

11ggs

6Lgl

nem-transzformalt sziirkenyéar kontroll

fekete nyar N-SL klon

A szirkenyar klonok (11ggs, 6Lgl, kontroll) steril hajtasai Németorszagbdl (Albert-Ludwigs-
Universitat, Institut fur Forstbotanik und Baumphysiologie, Freiburg) érkeztek (1. dbra). A
negyedikként vizsgalt fekete nyar N-SL Kklonjat (Populus nigra, Sarvari Lovasiskola) az
Erdészeti Kutatd Intézet Sarvari Kutatéallomasa nemesitette Ki. In vitro tenyészetbe vonasat
rigykulturabdl inditott hajtastenyészetben végeztik el.

kontroll

1. &bra A Populus x canescens transzgénikus (11ggs, 6Lgl) és kontroll klénjai valamint a Populus
nigra N-SL klénja

A ndvenyeket az Escherichia coli baktériumbdl szarmazo y-glutamil-cisztein szintaz (y-ECS)
enzimet kddol6 génnel (gshl) transzformaltak. A gshl gén cDNSe kléntarbdl allt
rendelkezésre. A gén eredeti start-kodonjat (TTG) PCR technikdval ATG szekvenciara
modositottak. Magéat a kodol6 szekvenciat (1,7 kb) tartalmazo Hindlll/Smal fragmentumot a
pLBR19 plazmidba klonoztak. A prométer a karfiol mozaik virus (CaMV) konstitutiv 35S
promotere volt, dupla felerésité (enhancer) szekvencidval (p70) és a CaMV poli-A
szekvencidjaval. Ezt a CaMV-35S prométer — gshl — poli-A gén-kazettat a pBIN19 (BEVAN
1984) binaris vektorba klonoztédk egy Sstl / Xbal inszertben. Az igy megkonstruélt vektort
épitették be az Agrobacterium tumefaciens C58 pMP90 torzsébe, és ezzel vegezték el a
szlrkenyar hibrid (P. x canescens) genetikai transzforméaciojat.



In vitro szaporitas és fenntartas

A meggyokeresedett hajtasok szarait feldarabolva, az 1-2 ndduszos fragmentumokat
hormonnal kiegészitett hajtasregeneraldé  WPM taptalajra helyezve U(jabb hajtasok
regeneralodtak. A megfelel6 méretet elért hajtdsokat hormonmentes téptalajba helyezve
gyokeres hajtasok fejlédtek. A tenyészeteket 22 + 2 °C-on neveltiik fényszobaban (40 W-os
Tungsram fénycsovek) fluoreszcens fényben, 16 h fény / 8 h sotét fotoperiddusnal és 40 pmol
m?2 s fényintenzitas mellett. Az alloményt igy évek 6ta sikertil fenntartani és szaporitani in
vitro korulmények kozott. Mikroszatellita elemzéshez portok eredetii, szabadféldon nevelt
feketenyar (P. nigra) szomaklonokat is bevontunk a kisérletbe. Az altalunk vizsgalt 6sszesen
36 szomatikus klén kdzul 29 (1.-29.) az N-SL (30.) klonrol szarmazik, 6 klon (31.-36.) pedig
az N-309 (37.) klonrol. A klonok fejlesztése a kdvetkezé mddon tortént: duzzadt rigyekbol 4
°C-o0s hidegkezelést és feluleti sterilezést kovetéen portokot izolaltak és hormonokkal és
szachar6zzal kiegészitett MS taptalajon kalluszt indukéltak bel6liik 6-7 héten keresztil 25 °C-
on sotétben. A kifejlett kalluszokat hajtasregenerdlo MS vagy WPM taptalajra helyezték és
16 h fény / 8 h sotét fotoperiodusban inkubaltadk. A regeneralodott hajtasokat gyokéerindukalo
taptalajra helyezték. A gyokeres novényeket cserépbe lltették majd a megfelelé méret elérese
utan szabadfoldi killtetésre kerult sor.

Taptalajok. A nyarnovények in vitro fenntartdsdhoz, mikroszaporitasahoz, valamint a
stresszkisérletekhez WPM (Woody Plant Media) taptalajt hasznaltunk.

Molekularis biologiai modszerek.

Genomikus DNS izolalast 0,1 g friss levélszovetbél CTAB (cetil-trimetilammonium-bromide)
extrakcios pufferrel végeztik. Total RNS izolalashoz TRI reagenst (Sigma) hasznéltunk. Az
izolalast megel6z6en RN&z mentes vizet készitettink: vizben 0,01 % dietil-pirokarbonétot
(DEPC) oldottunk egy éjszakan at, majd autoklavoztuk.

Transzgeén stabilitdsanak kimutatasa

A transzformalt sziirkenyar kldnokba bevitt E. coli gshl transzgén (Genbank No. X03954)
valamint a konstrukcioban szereplé karfiolmozaik virus 35S promotere, és a 6Lgl klonba
beépitett borsé (Pisum sativum) RUBISCO Kis alegységének tranzitpeptidje (pea rbcs,
Genbank No. M25614) jelenlétének bizonyitasara PCR reakciokat vegeztink A PCR
reakcidhoz total DNS-t izolaltunk kovetkez6 primerek alkalmazésaval:

e 35S a: 5’-gct cct aca aat gcc atc a-3’ (a CaMV 35S promoter 154-172 bp
pozicidjaban)

gshl a: 5’-atc ccg gac gta tca cag g-3” (a gshl gén 341-359 bp pozicidjaban)

gshl b: 5’-gat gca cca aac aga taa gg-3’ (a gshl gén 939-920 bp pozicidjaban)

pea rbcS a: 5’-cag aag tga gaa aaa tgg ct-3’ (pea rbcS gén 18-37 bp pozicidjaban)

-z

A primereket a szekvenciaadatokbdl Primer3 programmal (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) terveztik.

A reakciokat Perkin Elmer 9700 Thermocycler készilékben végeztik. A reakcidelegy
Osszetétele 25 ul végtérfogatban: 1 x puffer (West Team); 1uM MgCl,; 1,2 mM dNTP; 1 U
Taq polimeraz (West Team), 1-1 uM forward-reverse primer, 50-100 ng templat DNS. A
kapott DNS fragmenteket az agardz gélbél spin column készlettel (Sigma) visszaizolaltuk,
majd a Mezégazdasagi Biotechnologiai Kozpont szekvenald laboratoriumaba kildtik
szekvenaldsra. A visszakapott szekvencia adatokat BioEdit Sequence Alignment Editor



szoftverrel dolgoztuk fol. Hasonldsagi adatokat BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programmal kerestiink az NCBI (National Center for Biotechnology Information) honlapjan.

Transzgén expresszidjanak kimutatasa

A szirkenyar klonokba bevitt transzgén expressziojanak bizonyitasara RT-PCR reakciot
végeztiink. A klonokbol (11ggs, 6Lgl, kontroll) total RNS-t izolaltunk, abbdl cDNS-t
készitettlink. A cDNS-t templatként hasznalva PCR reakciokat inditottunk a gshl a és gshl b
primerparral. A reakcioelegy Osszetétele 16 ul végtérfogatban a kdvetkezé volt: 1 x AmpliTaq
Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems); 0,625 — 0,625 uM forward-reverse primer; 3 ul
cDNS. A reakciotermékek szeparalasat horizontalis agaréz gélen (1,5 %) végeztuk es etidium-
bromidos festéssel tettiik lathatova.

Kldnstabilitas tesztelése fAFLP modszerrel. A szlrkenyar klonokbol (11ggs, 6Lgl, kontroll)
total DNS-t izolaltunk, klononként 10-10 ismeétlesben. A DNS mintakbdl klononként bulk-
okat hoztunk létre.

A klénok stabilitasat TAFLP (fluorescent amplified DNA fragment length polymorphism)
eljarassal vizsgaltuk a DNS mintakbdl létrehozott bulk-okon. Az emeésztéshez és ligalashoz az
EcoRI-Msel restrikcios endonukledzokat hasznaltuk (1. tablazat).

A terméket 0,1x TE-vel 5x higitasban templatként hasznaltuk a szelektiv PCR reakciéhoz. A
szelektiv amplifikaciohoz 24 primer-kombinaciot hasznaltunk JOE fluoreszcens festékkel
jelolt *Eco primerekkel. Az elsé tizenkét primer kombinacioban az Mse-CAC primert
parositottuk a jelolt *Eco -aaa, -aac, -aag, -aat, -aca, -acc, -agg, -act, -aga, -agc, -agg, -agt
primerekkel. A masodik tizenketté kombinacioban a jellt *Eco-AGT primert pérositottuk az
Mse -caa, -cag, -cat, -cca, -ccc, -ccg, -Cct, -cga, -cgc, -cgg, -cgt, -cta primerekkel. Hot Start
PCR-rel kombinalt touchdown PCR reakciot alkalmaztunk a mintdk felszaporitsara. A
reakcioelegy végterfogata 10 ul amely tartalmazott 1 x AmpliTag Gold PCR Master Mix-et,
20 pmolt mindket primerbél, valamint 50 ng DNS templatot. Az elsé6 PCR reakcidt a nem
szelektiv primerekkel (3/4. t&blazat) 30 ciklusban végeztik a kdvetkez6 ciklusidokkel: 94 °C
30s, 56°C 30s, 72°C 1 perc. A touchdown PCR-t PE 9700 Thermocycler készilékben
(Applied Biosystem) kovetkezék szerint végeztiuk: 12 cikluson keresztil a 30 s hosszl
kapcsolddasi hémérsekletet (Tm) egyenletesen 66 °C- rol 56°C-ra csokkentettiik. Tovabbi 25
ciklust 56 °C kapcsolddasi homérséklettel végeztiink majd az utolsé ciklus: 60 °C -on 45 s-ig
tartott.

Az AFLP amplifikatumokat 5 percig 98 °C-on denaturaltuk és 30 percig 60 °C-on tartottuk
vagy kozvetlenil ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) készulékkel
fragment analizist végeztiink. Az eredmenyeket ABI PRISM Genotyper 3.7 NT szoftverrel
dolgoztuk fol.



1. tdblazat Az fTAFLP-nél alkalmazott restrikcios enzimek (ritkdn hasit6 EcoRI és gyakran
hasito Msel), adapterek, a nem szelektiv és a 12 aktiv szelektiv primer par (a-l)

szekvenciaadatali

EcoRl
Restrikcios helyek
v
SR gaattc...... -3’
3 cttaag...... -5’

Adapter szekvenciak

5’-ctc gta gac tgc gta cc

cat ctg acg cat ggt taa-5’

Nem szelektiv primerek

EcoA:

5’-gac tgc gta cca attc-a
Szelektiv primerek
(@ 5’-gac tgc gta cca attc-aat
(b) 5’-gac tgc gta cca attc-acc

Msel
v
5’-......ttaa....-3’
3’-....aatt....-5’
A

5’-gacg atg agt cct gag
tac tca gga ctc AT-5’

MseC:
5’-gat gag tcc tga gtaa-c

5’-gat gag tcc tga gtaa-cac

(© 5’-gac tgc gta cca attc-agt

@ 5’-gat gag tcc tga gtaa-caa
e 5’-gat gag tcc tga gtaa-cag
® 5’-gat gag tcc tga gtaa-cat
© 5’-gat gag tcc tga gtaa-ccc
() S’-gac tgc gta cca attc-agt 5’-gat gag tcc tga gtaa-cct
0] 5’-gat gag tcc tga gtaa-cga
0) 5’-gat gag tcc tga gtaa-cgc
K 5’-gat gag tcc tga gtaa-cta
()} 5’-gat gag tcc tga gtaa-ctc

Cink stressz in vitro

A Zn terhelési kisérleteket aszeptikus kortlmenyek kozott levélkorong-tenyészetekkel
vegeztik ZnSO, oldat felhasznalasaval. Hormonnal kiegészitett hajtasregeneralé WPM
taptalajhoz  ZnSO, oldatot kulénb6zé koncentraciokban adagoltuk. A taptalajok
végkoncentracioit a kovetkezd értékre allitottuk be: 10°, 10, 10, 10, 10" M és cinkmentes
kontroll. Steril nyarfa hajtasok fiatal leveleibél 8 mm atméréji levélkorongokat vagtunk
melyeket szintikkel felfelé a taptalajra helyeztiink. A tenyészeteket 21 napig inkubaltuk 19 °C-
on 8 h sétét / 16 h fény (40 pmol m?s™) fotoperiédusban.

Paraquat stressz in vitro

Hormonokkal kiegészitett (1 mg/l BA; 0,2 mg/l NAA) WPM taptalajhoz eltér6 mennyiségi
paraquatot (metil-viologén, Sigma) adagoltunk. A paraquat végkoncentracioit a taptalajokban
a kovetkez értékekre allitottuk be: 4x10° M; 4x10™ M; 4x10®° M; 4x10° M; 4x107 M;
4x10°® M; 4x10®° M; 4x10™"° M illetve paraquat nélkiili kontroll. A sterilre sziirt paraquat
oldatot az autoklavozott tdptalajhoz szilardulas el6tt adagoltuk. A téptalajok szachardz
tartalma 0,2%, 1%, ill. 2% volt. Az elkészitett, agarral szilarditott taptalajokat
petricsészékbe Ontottuk. Steril, két honapos nyarfa hajtdsok fiatal leveleib6l végott
levélkorongokat helyeztink rajuk sziniikkel felfelé. A tenyészeteket 20 °C-on, 24 h sotét ill.
16 h fény (40 pmol m? s™) / 8h sotét fotoperiodusi fényszobaban 8 napon keresztil
inkubaltuk.



Biokémiai vizsgalatok

Levélkorongok nehézfémtartalmat ICP (inductively coupled plasma spectrophotometer)
készulékkel mertik meg az MTA Talajtani és Agrokémiai Kutato Intézetében. A glutation S-
transzferaz enzim aktivitasat spektrofotometrids modszerrel mértiik meg CDNB-t alkalmazva
szubsztratként. Az  antioxidans  aszkorbat-peroxiddz  enzim  aktivitdsat  szintén
spektrofotometrias mddszerrel hataroztuk meg. Harom fliggetlen méresbol kapott ertékeket t-
prébaval hasonlitottuk dssze a kontroll értékeivel. Az 5 % folotti eltéréseket szignifikansnak
fogadtuk el.

Klorofill fluoreszcencia

A fotoszintetikus aktivitast és a stressz-kondiciot CFM-636973 tipusu klorofill fluorométerrel
jellemeztik. A keszulékkel az F./Fn [(Fm-Fo)/Fm] ardnyszamot 690 nm-en és az Fggo/Fr3s
hanyadost Fpa—nal mértik. A mérést megel6zéen a levélkorongokat 20 percig soététben
taroltuk. A mérések idétartama 4 perc volt. A méréseket harom ismétlésben vegeztik. Az
eredmeényeket varianciaanalizissel hasonlitottuk dssze 5 %-os szignifikanciaszintnél, valamint
post-hoc tesztet végeztiink LSD (least significant difference) modszerrel.

RT-PCR analizis

Szubletalis mennyiségii paraquatot tartalmazé (4x10”7 M) hajtasregeneralé WPM téptalajon
tenyésztett nyar levélkorongokbdl totdl RNS-t izolaltunk és cDNS-t szintetizaltunk. A
génexpresszios vizsgalatokhoz genspecifikus primereket alkalmaztunk. Degeneralt primereket
terveztiink Primer3 program segitsegével a kukorica gst27 (X79515) szekvencidhoz BLAST
program alapjan leginkabb hasonl6 10 nyarfa EST szekvenciakra (Populus DB).

5’— gca caa gaa aga gcc (a/g)tt cc -3’ - 5’—agc tcc cag ttc agce ttt ga -3’

A Kloroplasztban kodolt rbcS génre tervezett primereket alkalmaztunk a sejtek
Klorofilltartalménak kimutatasara:
5’-agc ttg taa gag atg gct tcc tc -3’ - 5’-cca cat agt cca gta gcg tcc at -3’

Kontrollként a 26S rRNS gént hasznaltuk:
5’-ttc cat ggt tcg atc ctt cc-3’ - 5’-gca ggg cga tcg tgt ttt tc -3’

Az RT-PCR reakcitelegy Osszetétele 16 ul végtérfogatban a kdvetkez6 volt: 1 x AmpliTaq
Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems); 0,625 — 0,625 uM forward-reverse primer; 3 ul
cDNS. A ciklusidoket és homersékleteket a 2. tablazat tartalmazza. A reakciokat Perkin Elmer
9700 Thermocycler késziilekkel végeztik a PCR termékeket agar6z gélen futtattuk a savok
erésségét denzitometraltuk (Chemilmager™ 4400, Alpha Innotech Corporation, USA) és
szamitdgéppel elemeztik (Phoretix 1D Advanced, Nonlinear Dynamics, Ltd). A savok
intenzitasértékeib6l szamoltuk a kontrollként hasznalt 26S rRNS génhez képest a relativ
génexpressziot.

Mikroszatellita diverzitas feketenyar sejtklonokban

Vizsgalatainkat 6t mikroszatellita primer parral végeztik. A primerek szekvenciait a 3.
tablazat tartalmazza. A reakcioelegy Osszetétele 25 ul végtérfogatban: 1 x puffer (West
Team); 1 uM MgCl,; 1,2 mM dNTP; 1 U Taq polimerdz (West Team), 1-1 uM forward-
reverse primer, 50-100 ng templat DNS. A mikroszatellita fragmentek felszaporitasa
touchdown PCR-rel tortént. A ciklusidoket és homérsekleteket a 4. tablazat tartalmazza.



2. tablazat Az RT-PCR reakciok hémérsékletei és ciklusideje

Ciklus Homérséklet 1d6
1x 95°C 120 s
95°C 10s
32 x 60 °C 30s
72 °C 60s
72°C 600 s
1x
4°C 0

3. tablazat A P. nigra mikroszatellita régidinak felszaporitdsahoz alkalmazott primerek szekvenciai, az
ismétlédé szekvenciamotivumokkal, irodalmi hivatkozassal és NCBI hivatkozasi szamokkal

SSR lékusz primer par (5' - 3" irdnyban) ismétl6ds forras

(Accession No) szekvencia

1 | WPMS-02 aga aat acc cct gct aat ¢ (GA),3 (VAN DER SCHOOT et
(AJ297270) aat gtt ttt gtt ccg tga at al. 2000)

2 | WPMS-04 tac acg ggt ctt tta ttc tct (GT)ys (VAN DER SCHOOT et
(AJ297273) tgc cga cat cct geg ttc ¢ al. 2000)

3 | WPMS-06 gta taa cga tga ccc cac gaa gac (GT)y4 (VAN DER SCHOOT et
(AJ297275) tat aaa taa agg cat gac cag aca al. 2000)

4 | WPMS-20 gtg cgc aca tct atg act atc g (TTCTGG)g (SMULDERS et al. 2001)
(AJ297293) atc ttg taa ttc tcc ggg cat ct

5| PTR-4 aat gtc gag gcc ttt cta aat gtc t (TC)1y (DAYANANDAN et al.

gct tga gca aca aac aca cca gat g 1998)

4. tdblazat A mikroszatellita elemzéshez hasznalt PCR reakcié hémérsékletei és ciklusideje

Ciklus Homérséklet 1d6
1x 95°C 3 min
95°C 30s
11 x 65 °C — 55 °C (ciklusonként -1 °C) 30s
72°C 60 s
95°C 30s
25 x 56 °C 30s
72°C 60 s
72°C 5 min
1 x
4°C 00

Az SSR primer parok egyik tagjat a fluoreszcens Cy5 molekulaval jeldltik. A Cy5
abszorbancidja 643 nm-en emisszidja 667 nm-en veszi fol a maximalis értéket. Az SSR
fragmentek szeparalasat ALF express Il DNA Analyser (automated laser fluorometer)
készllékkel ReproGel High Resolution” PAGE gél (24 %) (Amersham Bioscience)
hasznalataval rovid thermoplate-en végezetiik. A futtatdst 850 V-on, 50 mA-el, 50 W
teljesitménnyel, 50 °C-on 120 percen keresztil végeztik.
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Az adatok feldolgozasa ALFwin Fragment Analyser 1.03 szoftverrel tortént. A futtatasokhoz
Cyb-el jelolt kilsé és bels6 molekulatdomeg markereket alkalmaztunk standardként. A
fragmentek léte és nem léte alapjan SPSS 11 programmal klaszter analizis soran
dendrogrammot készitettiink Jaccard index hasznalataval, csoporton belili atlagos
kapcsoltsdgok (Average Linkage, within group) figyelembevételével. Az egyes Idkuszok
variabilitdsat a PIC (Polymorphism Index Content) értékkel jellemeztik. A WPMS 20
primerrel kapott DNS fragmenteket agar6z gelbél spin  column készlettel (Sigma)
visszaizolaltuk, majd a Mez6gazdasagi Biotechnoldgiai Kézpont szekvenald laboratériumaba
kuldtik oket.

3. Eredmények és megvitatas

A gshl transzgén jelenlétének és expresszidjanak bizonyitasa

A rekombinacio alapvet6 feltétele a kétszalas DNS torése nem csak a meiotikus hanem a
szomatikus sejtekben is el6fordulhat. Az évek sordn mikroszaporitassal fenntartott
transzgénikus nyartenyészetekben ez a transzgen toresét is jelentheti, ezért szikséges a
transzgen jelenlétének és expresszidjanak rendszeres ellenérzése.

A 35S a és gshl b primerekkel siker(lt folszaporitani a vart fragmenteket (869 bp és 1208 bp)
és ezzel a kombinacioval el is kilonithetd egymastol a két transzgenikus klon. A 6Lgl

klonban sikeresen kimutattuk a borsé rbcS gén tranzitpeptidjének jelenlétét a pea rbcS a/pea
rbcS b primerparral (2. 4bra).

A) 11ggs 6Lgl  kontroll -
—_—

—

—— 200 bp
[o— o S
——e

2. &bra A) A transzgénikus nyarakba bevitt binaris vektor részleteinek kimutatasa 35S a / gshl b
primerpérral. szlrkenydr (Populus x canescens) transzgénikus 11ggs és 6Lgl, valamint a nem
transzformalt kontroll klénjaiban, DNS nélkili kontrollal (-). B) A transzgénikus 6Lgl klénba beépitett
borsd rbcS gén jelenlétének bizonyitasa pea rbcS a / pea rbcS b primerpérral.

A gshl a és gshl b primerekkel végzett PCR reakcid soran a transzgénikus klénokban siker(lt
folszaporitani a vart 601 bp méreti DNS fragmentet de azonos méretii terméket kaptunk a
kontroll és N-SL mintdkban, illetve a negativ kontrollban is (-) (3. &bra). A nem vart
fragmenteket a Tag polimerdz enzimben lévé E. coli-bdl szarmazd6 DNS szennyezédes
okozhatta. Az expresszid bizonyitdsdhoz a gshl a/gshl b primerpart alkalmaztuk amivel
megkaptuk a vart fragmentumokat, de halvany fragmentumokat kaptunk a kontroll
nyarfaklonban illetve a negativ kontrollban is, aminek szintén az enzimben 1évé E. coli DNS
szennyez6dés lehet az okozoja.
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kontroll

3. abra A transzgeén jelenlétének kimutatasa az E. coli-b6l szdrmaz6 gshl transzgén egy szakaszanak
PCR-rel torténé felszaporitdsaval a transzgénikus szlrkenyér (Populus x canescens) 11ggs és 6Lgl
klonjaiban, valamint a nem transzformas szirkenyar (kontroll) és feketenyar (P. nigra) N-SL
klonokban, DNS nélkuli kontrollal (-).

A kapott 601 bp hosszusagu fragmenteket megszekvenaltattuk. A gshl a / gshl b primerparral
valamint a pea rbcS a / pea rbcS b primerparral kapott fragmenteket megszekvenaltattuk. A
BLASTnN programmal kapott eredményeket a 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat A transzgénikus klonokbol felszaporitott és megszekvendlt DNS
fragmentek BLAST programmal kapott értékei

klén fragment Accession N° E érték Azonossag
(Expect)

119gs gsh 1 X03954 le-26 80/87 (91%)

6Lgl gsh 1 X03954 6e-22 88/100 (88%)

6Lgl pea rbcS M25614 5e-41 112/119 (94%)

A szekvencia azonossagi ertékére 90 % korili értékeket kaptunk. A BLAST analizis
eredménye alapjan kijelenthetjlik, hogy a nyarklonokba beépitett konstrukcid stabilan jelen
van.

A gshl-transzgénikus Populus x canescens kldnok genetikai stabilitasa

A mikroszaporitassal fenntartott kidnok genetikai azonossagat fAFLP mddszerrel vizsgaltuk.
A 24 szelektiv primerkombinaciobdl 12 adott éles és reprodukalhatdé AFLP mintazatot (4.
abra). Osszesen 682 kozos AFLP fragmentet detektaltunk (6. tablazat). A szelektiv primer
parok atlagosan 56,6 fragmentet szaporitottak fol, amely hasonl6 a feketenyarnal (P. nigra)
megfigyelt fragmentum szdmhoz ahol két primer par 6sszesen 104 fragmentumot szaporitott
fol (SMULDERS et al. 2001). A leghatékonyabb primer kombinacionak az Eco-AGT / Mse-
CAT bizonyult, klononként 35 fragmentumot szaporitott fol. Valosziniileg 6sszefuggeés lehet a
genom mérete és az AFLP fragmentumok szama kozo6tt. Egy korabbi, bdzan (Triticum
aestivum L.) végzett Kisérletnél az Eco-AGT / Mse-CAC primer par amplifikalta legtébb
fragmentet 8sszesen 47-et. A biiza genom mérete igen nagy (2n = 6x = 42; 16 x 10° bp ami
16,58 pg-nak felel meg a 965 Mbp =1 pg DNS egyenléség alapjan szamolva) a nyar genom
méretéhez képest (2n = 4x = 38; 5,5 x 10° bp; 2C = 1,1 pg).

A 682 fragment koziul 4 volt polimorf (99,4 %-0s genetikai azonossag) amelyek a nem

transzformalt kontroll nyarban valamint a 6Lgl transzgénikus klonban amplifikalédtak Eco-
AGT / Mse-CCC primerparral. Habar a fak hajlamosak a gyakori riigymutaciora,

11
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eredményeink azt bizonyitjak, hogy a kisérleteinkben alkalmazott P. x canescens klonok a
transzgen konstrukciétol eltekintve genetikailag azonosnak tekinthetoek.

T T T T T T T T T T T T T T T
' m 'm @ 30 M 0 SN 0 M1 m0 IM 3T @ S0 @0 90 W 3D 31 .0 S0 37 SN S 4 40 @ 4@
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4. dbra Példa a transzgénikus szlirkenyar 11ggs es 6Lgl kldnjainak és a nem transzformans kontroll
fAFLP fragment analizise soran kapott monomorf mintazatara. A szelektiv AFLP primer pér az Eco-
AGT / Mse-CAT volt.

6. tAblazat Az fAFLP fragmentumok szdma a gshl transzgénikus P. x canescens
11ggs és 6Lgl klonjaiban valamint a nem transzformalt kontroll klénban. A szelektiv
primerkombinaciokat  kovetkez6képpen alkalmaztuk: az Mse-CAC  primert
kombinaltuk az Eco-AAT (a), Eco-ACC (b), és Eco-AGT (c) primerekkel; valamint az
Eco-AGT primert kombinaltuk az Mse-CAA (d), Mse-CAG (e), Mse-CAT (f), Mse-
CCC (g), Mse-CCT (h), Mse-CGA (i), Mse-CGC (j), Mse-CTA (k) és Mse- CTC (I)
primerekkel.

klbno Az fAFLP fragmentumok szama szelektiv primerparonként (a-1)

K

~ a b ¢ d e f g h i | k 1 ossz
11ggs 25 6 17 30 25 35 16 14 11 9 17 21 226
6Lgl 25 6 17 30 25 35 19 14 11 9 17 21 229
kontro 25 6 17 30 25 35 17 14 11 9 17 21 227

Il
Osszesen 682 kozos AFLP fragment / 4 kiilonb6zé = 99,4 % hasonldsag

A cink stressz gshl-transzgénikus szlirkenyarban

résztvevd osszes klénon. A 107 M Zn koncentracié a levélkorongok fakulésat okozta
mindazonaltal minimalis novekedési aktivitdas megfigyelhet6 volt. Nem tapasztaltunk toxikus
hatéast alacsonyabb cink koncentracioknal (10 — 10° M) sem a transzgénikus sem a vad
tipusu P. canescens klonokban. A P. nigra klonok ettél nemileg eltér6 modon reagéaltak a
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ZnS0, adagolasra. A cinkkezelésre (10 — 10° M) levélkorongok megbarnultak, névekedési
aktivitasuk rendkivil alacsony volt. Az eredményeink szerint a P. nigra N-SL kldnja sokkal
érzékenyebb a ZnSQO, kezelésre mint a P. x canescens.

A levélkorongok nehézfémtartalméat a 5. 4bra mutatja. Az endogeén cink tartalom fokozatosan
nétt a novekvo exogén cinkadagolassal aranyosan. A transzgenikus és a vad tipust klonok
cinktartalma nem mutatott eltérést. Az exogén ZnSO, adagolas serkentette a klonok Cu-
felvételét a 11ggs klénban. A legnagyobb Cu-tartalmat 102 M Zn-koncentracié mellett
mértik. Ennél a Zn-koncentraciénal a 6Lgl klon réztartalma 122,7 %-o0s a 11ggs kloné 331,9
%-0s volt a kontroll sziirkenyarhoz képest. A 11ggs klénban 10" M Zn-koncentréacié mellett
is 296,6 %-0s volt a réztartalom, mig a 6Lgl klonban kozel megegyezett a kontrollal.
Elképzelhet6 hogy a nagyobb glutation tartalom nagyobb fitokelatin termelést eredmenyez. A
jelent6s réz akkumulacio a 11ggs klon alkalmassagat jelzi in situ fitoremediacios célokra.

60000 120 I I
50000 FRR l\J
40000 80+ Cu
S
£ 20000 60+
20000 40+ -
/ / -
10000+ 0] j
M”/fﬂ—%
0l : — -
-5 -4 -3 2 A -5 -4 302 -1
Zn koncentracio (log M) Zn koncentracio (log M)

5. dbra A levélkorongok nehézfémtartalma (Zn, Cu), a transzgénikus P. x canescens 11ggs (- A-) és
6Lgl (-@-) valamint a nem transzformalt kontroll (-O-) kl6njaiban valamint a P. nigra N-SL (-A-)
klonjaban, 21 napos ZnSO,-ot kildénbdz6 koncentracidban tartalmazé WPM téptalajon torténé
tenyésztést kdvetden. Az atlagértékek és a szoras jeldlve (n=3).

A koradbbi méréseink szerint a 11ggs , 6Lgl és a kontroll P.x canescens klonok levelekben
mérheté GST aktivitasa kdzott nincs kilonbség stresszmentes kortlmények mellett. A jelen
kisérletiinkben ZnSQO, terhelés mellett viszont markansan ndvekedett a nem transzformalt
klonokban és kisebb mértékben a 6Lgl klon GST aktivitdsa, mig a 11ggs klonban nem
véltozott az aktivitas (6. abra). A legnagyobb eltérés a 10° M koncentracional jelentkezett,
ahol a 11ggs klénban 20,6 %-o0s a 6Lgl klénban 49,2 % -os volt a GST aktivitas a kontroll
szlrkenyarhoz képest. Az enzimaktivitds ndvekedése a kisebb cink koncentracionél
jelentkezett (10 — 10° M) viszont a rendkiviil fitotoxikus 10® M koncentracional a GST
aktivités teljesen lecsdkkent az ¢sszes kldnban. A transzgénikus klénokban mérheté kisebb
indukalhatésag azt mutatja, hogy a vad tipusu klonokban a ZnSQO, kezelés nagyobb stresszt

13
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okozott. Ezek szerint a nagyobb GST aktvitds 0Osszefiiggésben van a megndvekedett
detoxifikald képességgel, mint ahogy ezt a Zn®*-el kezelt nyérfa levélkorongoknél is
tapasztaltuk.

o]

\FH I

<
]

umol konjugatum (g)
frisstdmeg x perc

0 5 -4 3 2
Zn koncentracio (logM)

6. &bra A levélkorongok glutation S-transzferdz enzimaktivitasa a transzgénikus P. x canescens 11ggs
(-A-) és 6Lgl (-@-), a nem transzformalt kontroll (-O-) kl6njaiban valamint a P. nigra N-SL (-A-)
klonjaban, 21 napos ZnSO,-ot kiulonbdzé koncentrdcioban tartalmazé WPM téptalajon torténd
tenyésztést kovetéen. Az atlagértékek és a szorés jeldlve (n=3).

Paraquat stressz gshl-transzgénikus szirkenyarban

M — 4x10°® M koncentréaciokon a levélkorongok 8 nap elteltével mind kifakultak. A 4x107 M
paraquat koncentraciénal a levélkorongok részlegesen kifehéredtek, fehér foltok jelentkeztek
a z0Ild levélen. Az Osszes tobbi alacsonyabb koncentracidnal vizualisan nem tapasztaltunk
eltérést a paraquat nélkili kontrollhoz képest, mindenhol z6ldek maradtak a korongok. A
fentiek alapjan megallapithaté hogy a nyar levélkorongok széméara a 4x10° M paraquat
koncentrécio letélis, a 4x10” M szubletalis, a 4x10® M pedig mar vitalis, ezért a vizsgalatokat
ebben a tartomanyban célszerii elvégezni. A paraquat miikddé fotoszintézis mellett
hatékonyabban fejti ki hatasat, viszont exogén szachardz kiegészités mellett a névény nincs
rékényszeritve, hogy miikddtesse fotoszintetikus rendszerét, energiat a taptalajbol is nyerhet.
Ezért a fotoszintézis stimulalasa érdekében a taptalajok szacharoz tartalmat az eredeti 2 %-0s
tartalomrol néhany esetben lecsdkkentettiik. A fény szerepének tisztazasara a tenyészetek egy
részét sotétben inkubaltuk. A fényen tarolt 1 %-o0s és 2 %-0s szachar0z koncentracioju
taptalajon tenyésztett nyar levélkorongok kozott vizudlisan nem észleltink kilénbséget,
mindkét esetben a vart mintazatot kaptuk, vagyis a 4x10® M paraquat koncentracié mellett a
korongok kifakultak, mig a 4x107 M koncentracional a levélkorongokon fehér foltok
jelentkeztek, a tobbi esetben a kontrollhoz voltak hasonléak. Ezzel ellentétben, a sttétben
tarolt tenyészetek semelyik paraquat koncentracional sem feheredtek ki. Tehat nem mikdodo
fotoszintetikus rendszer mellett a paraquat nem volt képes karositani a kloroplasztiszt. Az 1
%-0s és 2 %-0s szacharGzon tenyésztett, sotétben tarolt levélkorong tenyészetek kdzott nem
volt vizudlisan észlelhet6 a kiilonbség.
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A korongok stresszallapotanak jellemzésére lemértilk a korongokban 1évé GST enzimek
aktivitasat (7. abra). A 0,2 %-o0s szachardz tartalomnal a paraquat koncentracié emelkedése
fokozatos aktivitas csokkenést okozott a levélkorongok GST aktivitdsdban. Nagyobb
szachardz tartalom mellett a fényen tarolt tenyeszeteknél a paraquat jelentés GST aktivitas
indukalt a 4x10° M - 4x107 M paraquat tartomanyban. A GST indukcié szignifikansan
nagyobb volt a 2 %-0s szachardz tartalom mellett. Ez az indukcio6 jelentkezett a mind a két
transzgenikus és a kontroll szirkenyarban, habar a Kiterjedése és a mértéke genotipusonként
eltéré volt. A sotétben tarolt tenyészeteknél sem 1 %-0s, sem 2 %-0s szachardz tartalom
mellett a paraquat nem okozott GST indukcidt, tehat az enzimaktivitas ndvekedése fényfuggo.

45 4.5

11ggs | 6Lgl | kontroll |

354

204

pmol konjugdtum
g frisstomeg X perc

0 410 4x10® 4x10” 4x10° 0 4x10°  4x10®  4x10” 4x10®° o 410 4x10®  4x107  4x10°
Paraquat koncentrécié (M)

7. abra A glutation S-transzferdz (GST) enzim aktivitasa a transzgenikus P. x canescens 11ggs €s
6Lgl, valamint a nem transzformalt kontroll klénjaibdl vagott levélkorongokban kilonbdzo
koncentracioju paraquat kezelés hatdsara. A tenyészeteket 16 h fény / 8 h sotét fotoperiddusban
inkubaltuk harom kiullénb6zé szachardz-kiegeszités mellett. Jeldlések: -@- 0,2 % szachardz fényben; -

- 1,0 % szachardz fényben; - A - 2,0 % szachardz fényben; -V - 1,0 % szachardz s6tétben; 2,0%
szachardz sotétben. Az atlagértékek és a szorés jeldlve (n=3).

A fotoszintetikus apparatus hatékonysagat klorofill fluoreszcencia mérésével jellemeztik. Az
Feoo/F735 aranyszam forditottan aranyos a klorofill (a+b) tartalommal. Az itt kapott értékek az
mutatjak, hogy a paraquat magas koncentracidja csokkentette a levelek klorofill-tartalmat (8.
abra). Az eredmény egybevag a vizualisan is tapasztalhatd korong-fakulassal. A PS I
fotokémiai rendszer hatékonysagat mutatja az F,/Fr, aranyszam. Magas paraquat koncentracio
(4x10° M; 4x107 M) jelentdsen csokkentette a nyarklénok fotoszintetikus aktivitasat (8.
abra). A két szachar6z koncentracié kozétt nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget. Erdekes
modon a soOtétben tarolt tenyeészetek hasonléd értékeket mutattak a fényben tarolt
tenyészetekhez képest, ami azt mutatja, hogy a paraquat nem csak megvilagitas hatasara
képes toxikus hatast kifejteni a névényre. A transzgénikus klonok stressztiiré képességét
0sszehasonlitva a két tipus kozil a néhany esetben a 11ggs kldn teljesitett némileg jobban (9,1
%-al volt jobb) de a kiilonbség keveés esetben volt szignifikans.

Az eredmények azt mutatjak, hogy egyik GSH tartalmaban megemelt transzgénikus
nyarvonal sem mutatott nagyobb paraquat-rezisztenciat. A transzgénikus nyarakban a GSH
szint a tultermeltetés ellenére sem elég nagy a paraquat okozta karositas kivédésére.
Megfelel6 mennyiségii exogén GSH adagolasaval ugyanis eléidézheté a paraquattal szembeni
rezisztencia. Erdekes modon a paraquat jelentés GST aktivitasnovekedést generélt, ha a
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taptalaj 1 % vagy 2 % szachardzt tartalmazott. Szachar6z indukalta rezisztenciat atrazin
herbiciddel kezelt Arabidopsis-ban figyeltek meg. Az exogén szachar6z hatdsa a GST
indukciora valoszinilleg nem a fotoszintézis gatlasa miatt kiesett metabolikus szachar6z
kompenzacioja miatt torténik alacsony paraquat koncentracional. A vedekezé mechanizmus
valdsziniileg a tobb NADPH szintézisén alapul, amit a gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz enzim
aktivitasanak névekedése eredményezett. Masik magyarazat lehet, hogy a szachardz adagolas
beinditja a szenhidrat-kapcsolt folyamatokat, amely a nagyobb GST aktivitast eredményezi. A
nagyobb exogén szacharéz adagolas a GST aktivitas indukciojan keresztiil eredményesebb
paraquat detoxifikaciohoz vezet a nyar levélkorongokban.

(A) (B)

11005 . 6Lg! I kontroll
. 11ggs H 6Lgl N kontroll

16h feny / 8h sotét; 1% szachardz|  16h fény / 8h sotét; 2% szachardz 08

16h fény / 8h stét, 1% szachardz|  16h fény / 8h sétét, 2% szacharéz

24h's6tét; 1% szacharéz 24h sotét; 2% szacharcd

FGED F’ F735

24h sotét; 1% szacharéz| 24h sétet; 2% szachar6z|

Fv/Fm

14

o
0 4x10%  4x10° 4x107 4x10° 0 4x10°  4x10° 4x107 4x10*

0 4x10°  4x10° 4x107 4x10* 0 4x10° 4x10% 4x107 4x10°
Paraquat koncentracio (M) Paraquat koncentracio (M)

8. dbra. (A) A fotoszintetikus aktivitds valtozasa a klorofill fluoreszcencia Fv/Fm mérészamaval
jellemezve a transzgénikus P. x canescens 11ggs és 6Lgl, valamint a nem transzformalt kontroll
kldnjaibdl vagott levélkorongokban kiilonbdzé koncentréacidju paraquatot tartalmazé WPM téaptalajon.
A téptalajok 1 % illetve 2 % szacharézt tartalmaztak. Az inkubéacié 16 h fény / 8 h sotét, illetve 24 h
sotét fotoperiddusban tortént. Az atlagértékek és a széras jeldlve (n=3). (B) A klorofill a és klorofill b
tartalom vaéltozdsa a klorofill fluoreszcencia Fgoo/F73s mérészdmaval jellemezve a kilénbdzo
koncentraciéju paraquatot tartalmaz6 WPM téaptalajon tenyésztett P. x canescens 11ggs és 6Lgl,
valamint a nem transzformalt kontroll klénjaibol vagott levélkorongokban. A taptalajok 1 % illetve 2
% szacharoOzt tartalmaztak. Az inkubacié 16 h fény / 8 h sotét, illetve 24 h sotét fotoperiddusban
tortént. Az atlagértékek és a szoras jeldlve (n=3).

Genexpresszio vizsgalata paraquattal kezelt gsh1-transzgénikus nyarban

Genexpresszids vizsgalatokhoz szemikvantitativ RT-PCR-t alkalmaztunk. Templatkent
paraquattal kezelt nyar levélkorongokbol kivont RNS-bol készitett cDNS-t hasznaltunk. A
konstitutivan expresszalodo referencia génnek a riboszomalis 26SrRNS gént alkalmaztuk,
amely azonos mértékii expressziot mutatott a kezelt és kezeletlen mintdkban. A paraquat
kloroplasztra kifejtett hatasat az rbcS gén expresszidjan keresztil vizsgaltuk mert ismert hogy
az rbcS gén (RUBISCO kis alegység) expresszidja a sejt kloroplaszttartalméatol flgg.
Kiserletiinkben az rbcS gen kissé alacsonyabb aktivitadst mutatott a paraquattal kezelt
mintakban. A stressz indukalhaté glutation S-transzferaz enzim gst génje nem mutatott
valtozast a kezelt mintakban (9. abra).
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9. abra A 26SrRNS (1.- 2 .), az rbcS (3. - 4.) és a stressz reszponziv gst (5. - 6.) gének

szemikvantitativ génexpresszid-analizise RT-PCR-rel, Populus x canescens paraquattal kezelt (2;4;6)
és kezeletlen (1;3;5) mintaiban.

Az eredményeinkben megfigyelhet6 hogy az expresszios szintek kevesse eltéroek, az
értékeket szamitogépes denzitométerrel szamoltuk (7. tablazat). A savok mért relativ
intenzitasat normalizaltuk a 26SrRNS gén szintjéhez. Az igy kiszamolt eredmények alapjan
sejtmagban kodolt rbcS gén expresszidja 50 %-0s csokkenést mutatott a paraquat karosito
hatdsanak kovetkezményeként, valamint 120 %-0s nOvekedést a gst gén expresszios
szintjében. Az rbcS gén expresszidjdban bekovetkezett csokkenés megerdsiti a klorofill
fluorométerrel mért klorofill-tartalom csokkenést.

7. tablazat Paraquattal kezelt (4x107 M) és kezeletlen sziirkenyar mintakban (Populus x
canescens, 6Lgl) mért génexpresszio relativ értékei.

relativ génexpresszio

paraqual 56\ RNS  rbes gst
0,0 M 1,0 1,0 1,0
4x10'M 1,0 0,5 1,2

Acetoklor kezelés hatdsa méregtelenits enzimek aktivitasara

A gyomirtoszer vizsgalatokat az acetoklor gyomirtoszer altal okozott stressz biokémiai
vizsgalatdval folytattuk nyarfa levélszdvetekben. Az acetoklor a kléracetanilid tipusd
gyomirtdszerek kozé tartozik, eltéréen a paraquattol. A ndvényi sejtekben talalhaté GSH és a
glutation S-transzferdz (GST) enzimaktivitds jelentds szerepet jatszik a kloracetanilidek
detoxifikalasaban. Korabbi vizsgalatainkban mar kimutattuk, hogy a y-glutamil-cisztein
szintdz (y-ECS) enzimet kodold génnel (gshl) transzformalt nyarfavonalak tolerdnsabbak a
kloracetanilidek fitotoxikus hatasaval szemben, mint a nem-transzformalt nyarfa vonalak.

Harom nyarfavonal steril leveleib6él vagott levélkorongokat in vitro tenyészetekben az
acetoklor — gyomirtoszert kilonb6z6 koncentracioban tartalmazd taptalajain  inkubaltuk
(acetoklor: 10° — 10 M). Az acetoklor kezelés antidotalasahoz kétféle koncentraciéban (1 és
2 %) szacharOzt tettlink a taptalajba. A nyarfa korongok acetoklor lebontd ill. stressz-
taroképességének jellemzésére meghataroztuk a levélkorongokban a GST aktivitast.
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Megallapitottuk, hogy az acetoklor kezelés kis szahardz koncentracio (1 %) mellett erésen
toxikus hatdsu és koncentracio-fiiggé maédon jelentésen gatolja a GST enzim aktivitasat. A
magasabb (2 %) szacharoz tartalma taptalajon nevelt valamint a transzgenikus 6 Lgl fajta
levélkorongjaiban a GST aktivitas szintén erésen lecsokkent az acetokldr gyomirtdszer
hatésara. A ggsll jelt hibrid esetében azonban alacsony (10° M) acetoklér koncentracié
esetében érvényesllt a szachar6z antidétum hatasa.

Megvizsgaltuk ugyanebben a rendszerben az aszkorbat-peroxidaz enzim aktivitasat is. Az
aszkorbat-peroxidaz enzim a novények antioxidans védekez6 rendszereinek kulcsenzime, ami
a toxikus hidrogén-peroxid lebontasaban jatszik szerepet. Az aszkorbat-peroxidaz aktivitasa a
GST aktivitashoz hasonloan viselkedett (10. abra).

20
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10. abra. A glutation S-transzferaz (GST) enzim aktivitdsdnak valtozésai kiloénbdzo
nyarfavonalak levélszbveteiben acetoklor gyomirtdszer kulonb6zé koncentracioival tortent
kezelések hatasara, 1 illetve 2% szachardz jelenlétében.
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Az ., X” szirkenyar fajtaban viszont mar 1% szacharoz tartalomnal is megfigyelhet6 volt az
aszkorbat-peroxidaz enzimaktivitds indukciéja 10° — 10° M acetoklér koncentraciok
esetében. Magasabb acetoklér koncentraciok esetében mar a toxikus hatds dominélt, az
enzimaktivitds kozel nullara csokkent. Osszefoglaléan megfigyelhets volt, hogy a
transzgenikus klonok, a benniuk mérheté nagyobb GSH tartalom ellenére, nem voltak
rezisztensebbek az acetoklor kezeléssel szemben, mint a nem transzformalt vonalak.
Magasabb szacharoz tartalmu taptalajok esetében egyes esetekben (ggsll hibrid) a GST és
aszkorbat-peroxidaz enzim aktivitas-csokkenését csak kismértékben antidotalta a szacharoz.

Acetoklor kezelés hatasa a nyarfa ligninkepzodésére

A novényvedaoszerek lebontasaban szerepet jatsz6 GST enzim, valamint az antioxidans hatasu
APOX enzim vizsgalata utan egy Uj terlletre is kiterjesztettlk stressz-vizsgélatainkat: a
nyarfak lignin bioszintézisenek egyik fontos lepésére. Abiotikus és biotikus stresszhatasok,
kilonosen a sebzés ill. fertézések hatéséra fellépé oxidacios stressz kovetkezteében jelentésen
indukalodik a lignin képzédésben szerepet jatszo fenil-propanoid reakcidutvonal. A sejtfalat
erésité lignin polimer fontos kiindulasi anyagai a fahéjalkohol kilonb6z6é szarmazékai. Ezek
bioszintézisében a legutolso Iépést a fahéjalkohol-dehidrogenaz (FDH, EC 1.1.1.195) enzim
végzi, amely a Kkulénbdz6 hidroxi-és metoxi-fahéjaldehid szarmazékokat redukélja a
megfelelé alkoholokkd. Az FDH aktivitasa jelentésen indukalhaté kilénbdzo abiotikus és
biotikus stressz-reakciokban. Tobbek kozott 6zon-kezelt nyarfa szovetekben is kimutattak a
FDH aktivitas jelentés emelkedéset.

Az acetoklor gyomirtoszernek a lignin bioszintézisre gyakorolt hatasat megvizsgaltuk
kilonb6z6 nyarfavonalak leveleiben az FDH aktivitdas mérésével. Az enzimreakcio
reverzibilis volta lehet6vé teszi a forditott irdnyd enzimatikus reakcid merését is, igy a
méréseink soran a koniferil-alkoholnak a koniferil-aldehidda térténé enzimatikus oxidacidjat
mértuk. A Kkoniferil-alkohol oxidaciéjahoz az enzim NAD+ és NADP+ koenzimet is
felhasznalhat, a jelenlegi vizsgalataink sordn a NADP+ koenzimet hasznaltuk az
enzimaktivitasok meghatarozasahoz. A nyarfa levélkorongokat szilard WPM taptalajon
inkubaltuk  kilonbdz6  szachar6z és  acetoklér  koncentraciok — mellett, majd
spektrofotometriasan, 340 nm-en hataroztuk meg az FDH aktivitasokat. A vizsgalt nyarfa
levelek fahéjalkohol-dehidrogendz aktivitasat erésen befolydsolta az acetoklor kezelés
magasabb szachardz-tartalom mellett. Alacsony cukortartalom (1%) esetében az acetoklor
altalaban nem valtoztatta meg vagy géatolta az FDH aktivitast, mig 2 % cukortartalom
esetében az FDH aktivitas jelentés indukciojat eszleltiik (11. abra). Kilénosen jelentés FDH
enzimaktivitas-indukciot tapasztaltunk a nem-transzgenikus sziirkenyar levelek szdveteiben.
A Kisérleteink szerint az FDH enzimaktivitas mérése szintén jol hasznalhatd stressz-indikator
nyarfa szovetek stressz-érzékenységenek vizsgalatahoz.

Populus nigra sejtklonok mikroszatellita diverzitadsa

A feketenyarnak szamos kiilonb6z6 klonja, szomatikus klonja és hibridje ismeretes, amelyek
genetikai alapanyagkeént szolgalnak a nyarnemesitéshez. A kisérlet célja is az volt hogy antéra
eredetii szomatikus kl6nokbdl Gj SSR-tipusokat allitsunk el6. Az N-SL és N-309 feketenyar
szomaklonok elemzését 6t SSR primerrel végeztik el: WPMS-02 (5 allél), WPMS-04 (6
allél), WPMS-06 (2 allel), WPMS-20 (6 allel) és PTR-04 (1 allél). Kett6 primerpérral
monomorf mintazatot kaptunk egy (194 bp; PTR-04) illetve két (168 és 174 bp, WPMS-06)
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11. &bra. A fahéjalkohol-dehidrogenaz (FDH) enzim aktivitdsanak valtozésai a nem transzformalt
szlrkenyar (Populus canescens), és két génmddositott vonal (Populus tremula X Populus alba) (11ggs
and 6Lgl) levélszoveteiben acetoklor gyomirtészer kilénbdz6 koncentracidival tortént kezelések
hatasara.

alléllal. Az 6t primerrel Osszesen 20 allélt detektaltunk. A modszer megbizhatdsaganak
ellenérzésére a WPMS-20 I6kuszon kapott 244 bp hosszusagu allélt két iranybdl
megszekvenaltattuk. A visszakapott szekvencia 6 bazis kivételével megegyezett a Genbank
AJ297293 szamU szekvencidjanak reszletével leszamitva az ismetl6dé szekvenciarészlet
mennyiségét. Az ismétl6dé szekvenciamotivum (TTCTGG,) a szekvendlt mintdban a 3x
ismétlédik mig az adatbazisban szereplé mintdban 8x az aladbbiakban a 108. bp poziciétol
kezdodoen. (12. abra) A baziseltérések SNP helyeket jeldlnek. Négy esetben tranzicioval
tortént baziscsere (T<>C vagy G<«>A) és két esetben transzverzioval tehat purinbazis és
pirimidinbazis cserélédott. Ezek a valtozasok a genetikai polimorfizmus kialakulasanak
kezdeti lépéseit jelentik, amelyet jelen esetben fajon belll is sikertlt detektalnunk. Egy
kovetkez6 munka részét képezhetné annak a kérdésnek a megvélaszolasa, hogy az egyes
szomaklénok kdzott mekkora mertékii SNP eltérés van.
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primer/a gtgcgcacatctatgactatcg

AJ297293 1  GTGCGCACATCTATGACTATCGAAGCCAGTGACCCAGTATGTCGTGCTTC 50
WPMS-20 L e T o 50
AJ297293 51 AATGTGATATGTTTCACAACCAACATCGTCTTGCTCTGCGAAGAATGGTA 100
WPMS-20 L1 T - Ao 100
AJ297293 101 ACCCTAGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGG| 156
WPMS-20 101 ..... A [Fm——— 156
AJ297293 157 TTTGTACTAGCCATATTTCTTTTTCCATGCGCCAACAAATTTTGG 200

WPMS-20 157 .. e 200

AJ297293 201 TAAATTAATTGATAACTTGAAAGAAGAGAGATGCCCGGAGAATTACAAGAT 253
WPMS-20 201 ool o AA 253
primer/b agatgcccggagaattacaagat

12. &bra SNP (aldhuzott) és (ttctgg)s-delécio (arnyékolt) a WPMS-20 I6kuszon az NS-L.30 kldnban a
génbanki adat (AJ297293) alapjan.

Az ALF Express futtatast és értékelést kdvetéen fragmentek léte és nem léte alapjan SPSS 11
programmal klaszter analizist és dendrogrammot készitettlink. Az SSR allélek elkilonitették
egymastol a két nyarklont (N-SL, N-309). Az N-SL klénon belil tovabbi 6t az N-309 klénon
belil harom alcsoport jott letre. Az 6t SSR marker kdzil harom mutatott polimorfizmust
(WPMS-02; WPMS-04; WPMS-20) a mikroszatellita l6kuszon. A huszonkilenc N-SL
szomaklon kozott 5 klontipus kalondilt el. Huszonharom azonos genetikai mintazatot mutatott
a kontroll klénnal, kilén csoportba kerlt a 17. és 24. valamint a 2. és 14., és egytagu
csoportba kerultek a 10. és 15. klonok. A szomaklénoknak 6sszesen 26%-a valtozott meg. A
hat darab N-309 szomaklon kdzott harom Klontipus kulonalt el, 6t klén egy csoportba kerilt a
kontrollal és egytagu csoportot alkotnak a 35. és 36. klonok a valtozas 33%-os (8. tablazat). A
stabilitas a nyargenom kis méretével magyarazhat6 (2n = 4x = 38; 5.5 x 10° bp; 2C = 1.1 pg).
Az ALF-SSR egy j6 megbizhatdsdgl mddszernek bizonyul a feketenyar szomatikus klénok
mikroszatellita variacioinak elktlonitesere. A mddszer alkalmas lehet a nyar genotipusok
fitoremediaciora val6 képességének markerezésére is.
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8. tdbldzat Az N-SL (1-29 és kontroll: 30) és N-309 (31-36 és kontroll: 37) feketenyér (P. nigra)
egyedekrél szarmazd szomaklonok SSR alléljeinek genetikai polimorfizmusa 6t mikroszatellita
I6kuszon (WPMS-02, WPMS-04, WPMS-06, WPMS-20 és PTR4), a mikroszatellitek ismétl6dé
szekvenciegységei, az allélek pontos méretei és a PIC (polymorphism index content) értékek

Mikroszatellita markerek

SSR I6kusz és WPMS02 WPMS04 WPMS06 WPMS20 PTRO4
ismétlads szekv. (GA),, (GT),, (GT), (TTCTGG), (TC),,
IAllelélok 200 214 228 240 244 242 248 256 260 262 286 168 174 225 231 238 244 251 257 194
Meret (bp) 200-244 242-268 | 168-174 | 224-257 194
PIC érték 0,600 0,567 0,500 0,680 0.00
Klonok

1 2N-SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
2 4N-SL 200 - - 240 - - 248 256 - - - 168 174 - - - 244 251 - 194
3 BN-SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
4  6N-SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
5 7N-SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
6 1oN.SL 200 - - 240 - - - . . 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
. iansL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
6 1s5N.sL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
9 16N.SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
10 17N.SL 200 - - 240 - - - - - 262 286 168 174 - 231 - - 251 - 194
11 18 N-SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
12 19N.sL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
13 20 N-SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
14 22N.SL 200 - - 240 - - 248 256 - - - 168 174 - - - 244 251 - 194
15 23N.sL 200 - - 240 - - - - 260 - - 168 174 225 - - - - - 1%
16 28N.sL 200 - - 240 - - - - . 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
17 41NSL 200 - - 240 - - - - 260 - 286 168 174 225231 - - - - 194
18 42N-sL 200 - - 240 - - - - . 262 286 168 174 - - 238 244 - - 194
{9 43N.sL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
20 44 N-SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
01 45N.SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
b2 agN.sL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
b3 47N.sL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
o4 agN.sL 200 - - 240 - - - - 260 - 286 168 174 225231 - - - - 194
o5 51N.sL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
o6 54N.sL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
b7 s5N.SL 200 - - 240 - - - - . 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
28 59 N-SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
59 GON.SL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
30 C-NSL 200 - - 240 - - - - - 262 - 168 174 - - 238 244 - - 194
31 97N.309 200 - 228 240 - 242 - - - 262 - 168 174 - - 238 - - 257 194
12 98N.309 200 - 228 240 - 242 - - - 262 - 168 174 - - 238 - - 257 194
i3 99N.309 200 - 228 240 - 242 - - - 262 - 168 174 - - 238 - - 257 194
34 101N-309 200 - 228 240 - 242 - - - 262 - 168 174 - - 238 - - 257 194
a5 102 N.30g 200 214 228 240 - 242 - - - 262 - 168 174 - - 238 - - 257 194
36 104 N.30g 200 214 228 - 244 242 - - - 262 - 168 174 - - 238 - - 257 194
37 c.Naog 200 208 240 - 242 - - - 262 - 168 174 - - 238 - - 257 194

Ossgesen 37 2 7 3 1 T 2 2 3 3 4 37 37 3 3 31 26 3 7 37




