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ABSTRACT — Molecular breeding of poplar (Populus x canescens) for ecoremediation purposes

Three new types of poplar clones (Populus ssp) were developed in vitro with increased level of
phytoremediation capacity. First, a paraquat (4 x 107 M) tolerant aspen (Populus canescens) clones were
selected in vitro, which showed a 22-fold increment in gs¢ (glutathione-S-transferase) gene activity coupled with
1.3-fold GST (glutathione-S-tranferase) enzyme activity at sublethal paraquat concentration (4 x 107 M).
Second, a DHAC (5,6-dihydro-5'"-azacytidine hydrochloride) induced (10 M for 7 days) epigenetic clones were
developed after DNA-demethylation in aspen (Populus canescens), which showed increased level of gst and gsh
gene activity in RT-qPCR analysis. Third, gsil transgene was reactivated in two stable transgenic poplar
(Populus canescens) clones (6lgl, 11ggs). After in vitro micropropagation and rooting, clones were transplanted
in glass houses, followed by field performance analyses for phytoremediation capacity (environmental clean up
using plants) in heavily contaminated area at Balatonfiizf6, Hungary.

Kulesszavak: nyarfa, molekularis nemesités, in vitro nemesités
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BEVEZETES

A fito/6ko remedidcid a szennyezett talajok gyors méregtelenitésére alkalmazott
kornyezetbarat technoldgia. Ennek soran olyan ndvényfajokat telepitiink a teriiletre, amelyek
természetes nehézfémfelvételi €s méregtelenitd kapacitassal rendelkeznek (hiperakkumulator
novények). A tarsoka fajok koziil a halacsi tarsoka (Thlaspi goesingense) €s a havasi tarsoka
(Thlaspi caerulescens); a repce fajok koziil a szareptai mustar (Brassica juncea), mig a fiivek
koziil a pelyhes selyemperje (Holcus lanatus) és a cérnatippan (Agrostis tenuis, syn.: A.
castellana) a jelentés (CHANEY et al., 2007). Ezek a ndvények, azonban kevés fitomasszat
termeld apro fajok, ezért méregtelenito képességiik csak az elméleti kutatasokra alkalmazhato.
Megoldast a gyors novekedésli, hosszu életidejii fafajok (fliz és nyar) jelentik (PEUKE &
RENNENBERG, 2005).

A bioldgiai szervezetekkel torténd remedidcionak szdmos elénye van. Osszehasonlitva
a létez0 fizikai és kémiai remediacios modszerekkel, a novények hasznalata nagysagrendekkel
olcsobb, nem vagy alig karos a kornyezetre €s tarsadalmilag széles korben elfogadott. A
modszer hatranyai, hogy lasst, csak a gyokérzonaban 1évo szennyezddéseknél alkalmazhatd,
illetve a szennyezd anyagok koncentracidja a toxicitasi kiiszob alatt kell legyen amit a
novények még el tudnak viselni. Hagyomanyos és modern névénynemesitési modszerekkel
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ezek a hatranyok csokkenthetdek esetleg meg is sziintethetdek. Munkénkban célul tiiztiik ki,
hogy nyéarfa stressztlir6-képességét valamint méregtelenitd kapacitasat megndveljiik. Harom
technoldgia all rendelkezésre: (1) nehézfém vagy toxikus anyagokkal szemben ellenélld
klonok sejtvonal szelekcioja, izolalasa és felszaporitasa, (2) a detoxifikacidban szerepet jatszo
sajat novényi gének (pl. gsh:-y-glutamil-cisztein szintdz és gst: glutation S-transzferdz) DNS
demetilacioval serkentett génaktivacidja, és (3) ugyanezen gének prokariotikusan aktivabb
paralogjainak a nyarfaba torténd beiiltetésével. Munkank soran mindharom technologiaval
allitottunk eld 1j sziirkenyar fajtakat és alkalmaztuk in situ szennyezett teriileten
(Balatonf(izf6).

ANYAG ES MODSZER

Novenyanyag: A vizsgalatokhoz a sziirkenyar-hibrid (Populus tremula x Populus alba
= Populus * canescens) klonjait alkalmaztuk (INRA No.717-1-B4). A klonokat
mikroszaporitassal tartottuk fonn (Kiss, 1999; GYULALI et al., 2008a). A géntechnologiaval
modositott ndvényeket az Escherichia coli baktériumbol szarmazé y-glutamil-cisztein szintdz
(y-ECS) enzimet kodold génnel (gshl) transzformaltdk. Az enzim a glutation tripeptid
bioszintézisének elsé 1épését katalizalja. A transzformacié hatasara a ndvények endogén
glutationtartalma megemelkedett (ARISI ef al., 1997; NOCTOR et al., 1998).

In vitro taptalajok: A nyarndvények in vitro fenntartasahoz, mikroszaporitdsdhoz,
valamint a stresszkisérletekhez WPM (Woody Plant Media) téptalajt (LLOYD & MCCOWN,
1980) hasznaltunk. Hajtasregeneralashoz valamint a levélkorong-tesztekhez a taptalajt a
kovetkez6 hormonokkal egészitettiik ki: 1 mg/l benziladenin, 0,2 mg/l naftilecetsav(GYULAI
et al., 2005; BITTSANSZKY et al., 2008).

DHAC és paraquat kezelés levélkorong tesztben: A levélkorong tenyészetet GYULAI ef al.,
(1995, 2005) modszere szerint végeztik 2 % szacharozzal kiegészitett WPM taptalon. A
paraquat kezelést 4 x 10”7 M koncentracioban, a DHAC (5,6-dihidro-5"-azacitidin hidroklorid)
kezelést 10 M-ban alkalmaztuk (BITTSANSZKY ef al., 2003a, 2003b, 2004, 2005a, 2006). A
tenyészeteket 2242°C-on, 16 h fény (40 pEm’s™) / 8 h sdtét fotoperiodus mellett, 8 napon
keresztiil inkubaltuk (BITTSANSZKY et al., 2007a, 2007b; GYULAI et al., 2008b).

Paraquat stressz in vitro: Hormonokkal kiegészitett (1 mg/l BA; 0,2 mg/l NAA) WPM
taptalajhoz eltér6 mennyiségli paraquatot (metil-viologén, Sigma) adagoltunk. A paraquat
végkoncentracioit a taptalajokban a kovetkezé értékekre allitottuk be: 4x10~ M; 4x10™ M;
4x10° M; 4x10° M; 4x107 M; 4x10® M; 4x10” M; 4x1071° M, valamint paraquat nélkiili
kontroll. A sterilre sziirt paraquat oldatot az autoklavozott taptalajhoz szilardulas el6tt
adagoltuk. Az elkészitett, agarral szilarditott taptalajokat petricsészékbe ontottiik. Steril, két
honapos nyarfa hajtasok fiatal leveleibdl vagott levélkorongokat helyeztiink a teszteld
taptalajokra, sziniikkel felfel¢, kezelésenként 15-6t (BITTSANSZKY et al., 2006; GYULAI,
2007). A tenyészeteket 22+2°C-on 16h fény (40 pEm’s™) / 8h sotét fotoperiodusi
fényszobaban 8 napon keresztiil inkubaltuk (BITTSANSZKY et al., 2005a, 2005b; GULLNER et
al., 2005).

Molekularis modszerek. DNS-izolalas: Genomikus DNS izoldlast 0,1 g friss
levélszovetbdl végeztiik CTAB (cetiltrimetilammonium bromid) extrakcios pufferrel. RNS
izolalas, ¢cDNS szintézis: Az RNS izolalast Absolutely RNA Miniprep Kit-tel (# 400800,
Stratagene, USA — Biomedica, Hungary) végeztiik. A kivont RNS mintdk mindségét és
mennyiségét (2 pul RNS) NanoDrop ND-1000 UV-Vis spektrofotométerrel (NanoDrop
Technologies, Montchanin, DE, USA — BioScience, Budapest, Hungary) hatiroztuk meg.
cDNS szintézis. Az egyszali cDNS-t az mRNS templéton reverz transzkripcioban oligo(dT);s
primer alkalmazésaval szintetizaltuk (Fermentas — Biocenter (Szeged, Hungary; # K1622).
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Primerek: A cDNS (2,5 pl) mintdk génexpresszids analiziséhez gén-specifikus primereket
terveztiink a ,, Primer3” program segitségével. A gst génszakaszra (232 nt): az 5’-aca aga aag
agc c(a/g) ttc ¢ -3’ / 5’-agc tcc cag tte age ttt ga-3° primerpart alkalmaztuk. Belsd kontrollnak
a konstitutivan expresszalodo a-tubulin gén expressziojat mértiik az 5’-taa ccg cct tgt ttc tca
gg-3’ / 5’-cct ggg gta tgg aac caa gt-3° primer-par alkalmazasaval. Kiértékelés: A vizsgalt
gének expresszios szintjeit a 27" modszerrel hataroztuk meg (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001;
BITTSANSZKY et al., 2007D).

Biokémiai mérések: Az oxidativ stresszel szembeni védekezéshez kapcsolodd enzimek
aktivitasat spektrofotometridsan hataroztuk meg (GULLNER et al., 2005).

EREDMENYEK

Paraquat tolerans kionok szelekcioja: Paraquat herbicidet kiilonb6z6 koncentraciokban a
taptalajba adagoltuk in vitro és nodalis szegmenteket tenyésztettiink rajtuk. A paraquat hatasat
vizualis megfigyeléssel illetve a glutation S-transzferdz (GST) enzim mérésével kovettiik
nyomon. A szelektiv koncentracionak a szubletalis 4x10” M paraquat koncentracid bizonyult.
10 M, paraquat koncentracional nodalis szegmentek teljesen kifehéredtek és a GST enzim
aktivitasa lecsokkent (/.abra). A szubletdlis koncentracion kifejlodott hajtasokat
levalasztottuk ¢és paraquatot tartalmazd (4x107 M) gydkerezteté taptalajba helyeztiik.
Osszesen 3 zold hajtast gydjtottink az 500 inkubalt nodalis szarszegmentrdl. Ezeken a
hajtasokon nem tapasztaltunk karosodast, amelyek a kialakult paraquat toleranciat jelentik.
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1. abra Glutation S-transzferdz enzim aktivitasa vad tipusu sziirkenyar (P. x canescens)
klonokon négy paraquat koncentracio mellett.

Héarom antioxiddns enzim (aszkorbat-peroxiddz, glutation-reduktdz ¢és glutation S-
transzferdz) aktivitasat vizsgaltuk a paraquat-tolerans és kontroll nyarfa levélszoveteiben.
Ezek az antioxiddns enzimek az oxidald hatdsti hidrogén-peroxidot, valamint kiilonbozd
szerves peroxidokat képesek lebontani a ndvényi sejtekben. A paraquat-tolerans és normal
nyarfak kezeletlen leveleinek aszkorbat-peroxidaz, glutation-reduktdz ¢és glutation S-
transzferaz aktivitdsa kozott nem tapasztaltunk 1ényeges eltérést.

Ezt kovetéen megmértiik a paraquat-tolerans €s normal nyarfalevelek cisztein és glutation
(GSH) tartalmat HPLC mddszerrel. A glutation tartalom lényegesen magasabb a paraquat
tolerans vonal leveleiben, ami arra utal, hogy ennek a névénynek fokozottabb a tolerancidja
oxidacids stresszel ¢s kiilonb6zd GSH segitségével lebomld herbicidekkel szemben
(acetoklor, metolaklor, atrazin, aciflorfen stb). A levelek cisztein tartalma nem tért el a
szignifikdns modon a két biotipus levelei kozott.
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Gshl transzgénikus nyarfak tesztelése: A megemelt glutationtartalmti nyarfakrol mar
bebizonyosodott, hogy fitoremediacidos képességiik nagyobb, mint a vad tipusuaké
(BITTSANSZKY et al., 2005b). Ezeket a transzgénikus fakat mar tobb mint tiz éve allitottak eld
¢s azdta mikroszporitassal tartjak fenn. Molekularis vizsgélatok igazoljak, hogy a transzgén
azoéta is stabilan jelen van a novényekben, nem tortént szegregacid illetve eliminacio (GYULAI
et al., 2005). Az esetlegesen metilacioval tortént transzgén-lecsendesités visszaforditasara
végeztik el a demetilacios kisérleteket.

DHAC kezelés hatasa: A gshl transzgén expresszioja a 6Lgl klonban 13,5-szer volt
magasabb a 11ggs klonhoz képest és ez a kiilonbség DHAC kezelés hatasara megduplazodott
(1. tablazat). A megtigyelt expresszidos mintdzat pont az ellenkezdje a transzgén relativ
koépiaszamanak, ugyanis az kisebb a 6Lgl klonban.

A nyarfa endogén gshl génje szignifikdnsan magasabb valaszadd képességgel
rendelkezett a demetilacidra mint a transzgén gshl. Kiilondsen nagy volt az expresszié a vad
tipusu nyarfa klonban (19,7-szeres) a transzgénikus 6Lgl (8,7-szeres) ¢és 11ggs (2,5-sz016s)
klénokhoz képest. Ez a kiilonbség a transzgén és az endogén gén kozotti kiilonbséget
jelentheti metilaciés kapacitasban. (/. tablazat)

A nyarfa gst gén expresszids szintjét (gst-mRNA) kozel 6tszordsére noveltik a DHAC
kezeléssel (2. tabldzat), amely expresszids szint tovabb nétt a paraquat stressznek is kitett
mintakban (11,2-szeres novekedés). Az eredmények igazoljak, hogy a DHAC-indukalt DNS-
demetilacio igen hatékony modszere a gének aktivacidjanak, a génexpresszido ndvelésének
(BITTSANSZKY et al., 2007b; GYULAI et al., 2008a). Egyben bizonyitjak, hogy a gst gén
promotere stressz induktiv.

1. tablazat A 11gs, 6Lgl és kontroll (WT) sziirkenyar klonokbol vagott kezeletlen és DHAC
kezelt (10 M, 7 nap) levélkorongokban mért transzgén gshl €s a nyarfa endogén gsh/

expresszioja.
gshl-transzgén (274" gshl-nyarfa (274"

Nyarfa 5 5

A kezeletlen DHAC novre ked kezeletlen DHAC nove ked
klonok és és
11ggs 1.0 0.4 0.4 0.8 2.0 2.5
6Lgl 13.5 23.7 1.8 1.6 13.9 8.7

WT - - - 1.0 19.7 19.7

2. tabldzat: A gst (glutation S-transzferaz) génexpresszidjanak ndvelése (272" értékek) a DNS-
demetilalt (DHAC-kezelt) és a paraquat stressznek kitett természetes (WT) és két 35S-gshl (11ggs,
6lgl) sziirkenyar (P. x canescens) klonban, az a-tubulin gén kontrolljaban.

(a) nem kezelt novények

WT 1(0,9-1,11)
11ggs 3,19 (3,08 — 3,30)
6Lgl 2,49 (2,25 - 2,74)
(b) kezelés:10* M DHAC, 0 M PQ
WT 4,9 (4,12 - 5,84)
11ggs 2,55 (2,38 —2,73)
6Lgl 7,29 (6,50 — 8,18)

(c) kezelés: 10 M DHAC, 4x107 M PQ
WT 11,3 (9,96 — 12,70)
11ggs 8,34 (7,12 -9,77)
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Ismert, hogy a DNS demetilacio a vegetativ klonokban 6roklédik (epigenetikus memoria),
ezért a demetilacios eljarasunk (gén up-regulacid) 0j lehetdséget ad stressztlird nyarfaklonok
eldallitasara és ezek fitoremediacids alkalmazésara.

KOVETKEZTETESEK

Az in vitro szelekcios kutatasok elmult éveiben kevés figyelem fordult a fas ndvényekre, a
regeneracid nehézségei miatt. Szantdfoldi novényeknél sikeriilt stabil paraquat tolerans
vonalakat eldallitani (AMBRUS et al., 2007), azonban ez fas novényeknél maig nem tortént
meg. Kisérleteink elsé részében a paraquat biologiai hatdsat vizsgaltuk. A laboratorium
koriilmények kozott kiszelektalt és fitoremedidcios teriiletre kiiiltetett paraquat-tolerans
szlirkenyar klonok hatékony bioldgiai eszkozei az 1) 6koremediacios eljarasoknak, és egyben
alternativ megoldast biztositanak a GMO kontra nem-GMO kérdéshez.

A DNS demetilacidjaval serkentett gének és transzgének 1) molekularis eszkozei a
biotechnologiai ndvénynemesitésnek. Az eljards tovabbfejlesztésével (génspecifikus
demetilacio) forradalmi attorés varhato az iranyitott novénytermesztésben €s talajvédelemben.

Az éaltalunk eldallitott nyarfaklonokat szabadfoldon teszteljiik egy erdsen szennyezett
teriileten Flizfogyartelepen.
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