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Bevezetés

A stressz rezisztenciara és a fitoremediaciora (talajtisztitdis novényekkel) térténd in vitro
nemesitési technologidk koziil a napjainkban géntechnologiat alkalmazé modszerek a
leghatékonyabbak. A géntranszformacid utjan létrehozott ndvények tulajdonsagai jok, megfeleld
fitoremediaciés kapacitassal rendelkeznek. Azonban a tarsadalom nagy része és a legtobb
kornyezetvédelmben dolgozd szakember elutasitja a genetikailag modositott ndévények (GM)
hasznalatat ezért alternativ modszereket is be kell vonni a ndvények tulajdonsagainak javitasara.

Fontos korlatja a remediacionak, hogy magas szennyezdanyag koncentracional nem
alkalmazhato, mert a szennyezdanyagok mennyisége a toxicitasi kiiszob alatt kell hogy maradjon. Ha a
ndvények tolerancigjat noveljik a szennyezdanyagokkal szemben, akkor a fitoremedidcionak ezt a
hatranyat mérsékelni tudjuk. Ezért a névények megndvelt stressz-tolerancidja nagyobb fitoremedidciods
kapacitast is jelenthet.

A novények életciklusuk folyaméan szamos biotikus és abiotikus stresszhatasnak vannak kitéve
mint pl. szdrazsag, hideg, légszenyezettség, nehézfémszennyezés, herbicidek, koérokozok, stb. A
legtobb stresszfolyamat soran a sejtekben reaktiv oxigénformak keletkeznek, és a reaktiv oxigénfajtak
tulstilyba keriilve sejthalalt inditanak be. Azok a névények, amelyek képesek ellenallni az oxidativ
stressznek, ellenallobbakka valnak a legtobb biotikus és abiotikus stresszel szemben is.
A munkank alapvet6 elgondolasa az volt, hogy a novények oxidativ stresszel szembeni ellenallasat
fejlessziik, és ezaltal javitsuk az ellenallosagot olyan stresszformakkal szemben amelyek kozvetve
vagy kozvetleniil reaktiv oxigénformak felhalmozodasat okozzék. Ezt a célunkat egyrészt in vitro
szelekcioval illetve transzgénikus novények eldallitdsdval valositottuk meg. Kutatdsainkban
Arabidopsis thaliana és nyarfa novényeket alkalmaztunk. Az elgondolidsunk az volt hogy a
kihasznalva az Arabidopsis thaliana gyors novekedését és konnyii kezelhetdségét, a kisérleteket
elsésorban vele végezziik el és az eredményes moddszereket alkalmazzuk nyarfara. A tovabbiakban
novények szerint mutatjuk be az elért eredményeket.

Arabidopsis thaliana ndvényen végzett kisérletek

Novényanyag

A Kkisérletekhez Columbia-0 és Columbia-5 Okotipusokat a kevesebb mennyiségii aszkorbinsavat
termeld vic mutinst és a reaktiv oxigén-formakra érzékeny rcdl-1 mutanst alkalmaztuk. A
transzformacids munkakhoz a Columbia-5 6kotipust hasznaltuk.

Transzformécios munkéak

kukorica gstF4, (glutation S-transzferaz phi4, Acc. No. X79515) gén thltermeltetése volt a cél. A
génszakaszt pCambial301 binaris vektorba épitettiik be majd Agrobacterium tumefaciens-be vald
bejuttatast kovetden viragmeritéses modszerrel (floral dip) transzformaltunk. A kifejlédott magvakat
higromicin tartalmu taptalajon csiraztatva szelektaltunk. A transzgén jelenlétét Oroklodését és
mitkodését PCR és RT-PCR moddszerekkel bizonyitottuk tobb generacion keresztiil. Az Arabidopsis
thaliana novényekben lemértiik a glutation S-transzferaz enzimek aktivitisit CDNB (chloro-dinitro
benzene) modell szubsztrattal (1. abra). A méréseink nem mutattak kiilonbséget az enzimaktivitasok
szintjei kozott a transzgénikus és kontroll ndvényekben. Azonban a tovabbi kisérleteink eredményei
arra utalnak hogy a gstF4 gén enzimterméke aktiv. Ennek az lehet az oka hogy CDNB nem
szubsztratja a kukorica GSTF4 enzimjének.
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1. &bra. GstF4 génnel transzformalt Arabidopsis thaliana névényekben CDNB-model szubsztrattal
mérhet6 glutation S-transzferaz aktivitas (Az x-tengelyen szamok kiilénbézé transzgénikus vonalakat jeldlik)

A transzformans novényeket stressz-kisérleteknek vetettiik ald ahol gyomirtdé szereket illetve
nehézfémeket alkalmaztunk. A kisérleteket harom rendszerben, (i) steril koriilmények kozott
taptalajon, (i1) vizkultiras rendszerben ¢és (iii) cserépben foldkeveréken végeztiik el. A transzgénikus
Arabidospsis thaliana novények stressz-ellenallosagat a kovetkezé gyomirtoszerekkel illetve
nehézfémekkel szemben teszteltiik: acetoklor, metolaklor, paraquat, cink, kadmium, hidrogén peroxid
és NaCl.

Acetoklor, metolaklor, acifluorfén és paraquat kezelések

A kloracetanilid tipust herbicideket (pl, acetoklor, metolaklor) széles korben hasznaljak gyomirtasra
els6sorban kukorica és szdja esetében. Régodta ismert, hogy a magasabbrendii ndvényekben e
gyomirtoszerek detoxifikaldsa glutationnal vagy homoglutationnal val6é konjugacié utjan valosul meg
amely reakciot a glutation S-transzferdz enzimek végzik. Acetoklor kezelést alkalmaztunk
transzgénikus és kontroll Arabidopsis novényeken taptalajon, cserépben és vizkultariban. Erdekes
moédon kizarolag vizkulturas koriilmények kozott sikeriilt kimutatnunk a transzgénikus névények
stressz tolerancidjat (2. abra)

2. abra. Vizkultiras rendszerben nev

a i
elt kontroll és transzgénikus Arabidopsis thaliana
novények 10mM acetokldrral kezelve. A ndvényeket 6t hetes korukban kezeltik. A fotok nyolc
nappal a kezelés utan késziltek. Az acetoklor hatasara a kontroll névények levelei kevésbés fejlédtek
(balra). A transzgénikus névények gyokerei az acetoklér tartalma tapoldatban is jol fejlédtek mig a
kontroll névények gyokérnévekedése visszamaradt (jobbra)

Metolaklorral torténd kezelés soran jelentds kiilonbséget tapasztaltunk transzgénikus és kontroll
novények kozott (3. abra). A 200 uM metolaklort tartalmazo taptalajon steril koriilmények kozott
csiraztatott kontroll csirandvények nem novesztettek gyokeret és a fejlodésiik a sziklevelek kifejlédése
utan megallt. Ezzel szemben a transzgénikus csiranévények ndvekedése teljesen normalis médon ment
végbe. Egy tovabbi kisérletben tézegkockdban (Jiffy) nevelt 4 és 6 hetes ndvényeket kezeltiink
metolaklor (200mM) oldattal. A transzgén hatésa itt is szembetiind volt ugyanis a kontroll névények
fejlodése a kezelést kovetden megallt mig a transzgénikus ndvények normalis modon novekedtek
tovabb.



3. &bra Kontroll és transzgénikus Arabidopsis thaliana névények kezelése metolaklorral taptalajon
(balra), Jiffy tézegkockaban (k6zépen) és cserépben (jobbra)

Az acifluorfén kezelést (0,06 uM) taptalajon steril koriilmények kozott alkalmaztuk. A kiilonbség
ebben az esetben a tuléldé novények szamaban volt mérhetd. Amig a csirazast kovetden a kontroll
novények 100 %-a elpusztult addig a transzgénikus ndvények kozil 20 % gyengén ugyan de tovabb
fejlodott.

A transzgénikus ndvényeinket paraquat tartalmu taptalajon csiraztattuk. Ebbe a kisérletbe bevontuk a
csokkent aszkorbinsavat termelé vtc mutanst is. Arra voltunk kivancsiak vajon a megemelt GST
aktivitasnak illetve az aszkorbinsavnak van e kozvetlen hatdsa a paraquat ndvényekre gykorolt
hatasanak kivédésében. A taptalajba tobbféle koncentracioban adagoltuk a gyomirtoszert de
fejlodésbeli kiilonbség a transzgénikus és kontroll novények kozott nem volt lathaté Tehat
valdsziniisithetd hogy sem a GSTF4 enzim sem az aszkorbinsav nem vesz részt a paraquat
detoxifikalasaban.

Cink és kadmium kezelés

A cink a talajokban ritkan fordul el toxikus mennyiségben sokkal jelentésebb problémat jelent a
novény alacsony cink tartalma. A legtobb mezdgazdasagi talajban a cink egyiitt fordul el a
kadmiummal ami viszont egyértelmiien toxikus elem viszont hasonléan metabolikus titon jut be a
novénybe. Ezért a stressz rezisztencian kiviil arra is kivancsiak voltunk hogy hogyan reagalnak a
novények a kadmium és cink szimultan kezelésére. A kisérlet soran cserépben nevelt 3 hetes
novényeket kezeltiink cink-szulféttal és kadmium szulfattal. A kezelést kovetd masodik héten atom-
emisszios modszerrel lemértiik a novények fold folotti részében a Zn, Cd, Fe és Ca tartalmat (1.
tablazat).

1. tablazat Kezeletlen, illetve cinkkel (300 uM) és kadmiummal (50 uM) kezelt Arabidopsis thaliana
névények (Col-0) elemtartalma (atlag + standard hiba)

Zn Cd Fe Ca
mag/kg mg/kg mg/kg szaraztdmeg %
kezeletlen 114,33+5,78 6,76 £ 0,93 305,33 £ 45,24 3,25+0,09
Zn+Cd+ 89,80 £2,92 54,33+9,05 114,83+ 18,7 3,25+ 0,04

A kezelés hatasara a novények fold folotti részében a cink tartalom kissé lecsokkent, mig a kadmium
jelentésen megndvekedett. Ezek alapjan megallapithatd hogy a cinkkel és kadmiummal szennyezett
talajokbol a kadmium eltavolithaté anélkiil hogy a talajok cink-tartalma csdkkenne.

A tovabbiakban megvizsgaltuk a cink és kadmium gstF4 transzgénikus novényekre gyakorolt hatasat.
A cink stressz el6idézésére cink szulfatot és cink kloridot is hasznaltunk de a névényre gyakorolt
hatasuk megegyezett. A kisérleteinket vizkultiras rendszerben végeztiik. A transzgénikus és kontroll



novények kozott fenotipusos eltérést nem tapasztaltunk. Megfigyeltiik viszont, hogy viszonylag magas
ZnS0O,-koncentracio hatasara novény zold részei erésen megsargulnak, novekedésiik lelassul viszont a
gyokereiken erdteljes hajszalgyokér-novekedés volt megfigyelhet6 (5. abra)

5. Abra Cink szulfat (0,2 uM balra, 1,5 mM jobbra) hatdsa Arabidopsis thaliana névényekr

vizkulturas rendszerben.

)

A kadmium (200 pM) transzgénikus novényekre gyakorolt hatasat cserepes ndvényeken vizsgaltuk.
Elsé kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a kadmium hatasara a kontroll novényeken klorotikus
foltok jelentek amelyek a transzgénikus novényeken kevésbé voltak intenzivek. A kisérlet soran
azonban azt is megallapitottuk, hogy a kadmiummal kezelt novények eltérd erdsségi fénynél masképp
reagalnak. Ennek az 6sszefliggésnek a tanulmanyozasara tovabbi kisérleteket terveziink.

Egyebek

Tovabbi kisérleteket végeztiink hidrogén-peroxiddal és NaCl-al de nem tapasztaltunk kiilonbséget.
Tesztelni fogjuk tovabba a transzgénikus ndvényeink korokozokkal szembeni viselkedését.

Ezeken kiviil megkezdtiik az Arabidopsis novények transzformalasat szuperoxid-dizmutaz és katalaz
génekkel. E novények értékelése folyamatban van.

Szirkenyérral (Populus x canescens) végzett kisérletek

Az irodalomban leirtak szerint a paraquat herbiciddel szembeni, nagy antioxidans kapacitast
novények in vitro szelektalt klonjai az oxidativ stresszel szembeni rezisztenciat is mutattak, melyet
tobbféle biotikus és abiotikus stressz idézett el6. Ezekben a kisérletekben, a paraquat-rezisztens
novényekben a betegséggel eldidézett nekrotikus tiinetek visszaszorultak. Igazolddott, hogy a
paraquat-rezisztens ndvény antioxidans kapacitasa szignifikdnsan nagyobb a kontroll ndvényekénél. A
burgonyaban végzett korabbi kisérleteinkben paraquat-rezisztens burgonyaklonokat szelektaltunk,
amelyek tobbféle burgonyabetegséggel szemben mutattak rezisztenciat, megemelt antioxidans
kapacitassal. A moddszerrel nagy hatékonysagu névénynemesitési szelekcios eljarast vezettiink be,
amellyel multirezisztens, nagy antioxidans aktivitasu novényeket lehet eldallitani. A hossz életidejii
fafajok kozott azonban kevés eredmény all rendelkezésre, ezért munkankban nagy fitoremediacios
kapacitasu, paraquat rezisztens, sziirkenyar (Populus x canescens) klénok eldallitasa volt a cél.

Noévényanyag

A vizsgalatokhoz a sziirkenyarhibrid (Populus tremula x Populus alba = Populus x canescens)
klonjait alkalmaztuk (INRA No.717-1-B4) E klénnak elonyds tulajdonsaga hogy rendkiviil jol
mikroszaporithatd. A klonok szaporitasa nodélis szegmentekkel in vitro moédszerrel tortént. A
regeneralodott hajtasokat gyokérindukald taptalajra helyeztiik. A gyokeres novényeket cserépbe
iiltettiik ki és tiveghdzban neveltiik tovabb.



Paraquat stressz in vitro:

Az in vitro szelekcids kutatasok elmult éveiben kevés figyelem fordult a fas novényekre, a regeneracio
nehézségei miatt. Maig nem sikeriilt a tudomanyban stabil paraquat-tolerans nyarfaklonokat
szelektalni, ezért kisérleteink els6 részében a paraquat bioldgiai hatasat vizsgaltuk és hataroztuk meg a
letalis és szubletalis dozisokat levélkorong tenyészetben.

A 4x10”° M — 4x10° M koncentraciokon a levélkorongok 8 nap elteltével mind kifehéredtek. A
4x107 M paraquat koncentracional a levélkorongok csak részlegesen fehéredtek ki (szubletalis dozis),
elszort fehér foltok jelentkeztek a zold levélen. Az Osszes tobbi alacsonyabb koncentracional
vizudlisan nem tapasztaltunk eltérést a paraquat nélkiili kontrollhoz képest, mindenhol zdldek
maradtak a korongok. A fentiek alapjan megallapithat6, hogy a nyar levélkorongok szaméra a 4x107°
M paraquat koncentraci6 letélis, a 4x107 M a szubletalis, a 4x10®° M pedig mar vitalis, ezért a
vizsgalatokat a szubletalis tartomanyban végeztiik

A szubletalis dézison (4 x 107 M) sikeres volt a paraquat tolerdns klonok szelekcidja in vitro
hajtastesztben. A regeneransokat gyokeresitd taptalajra helyzetiilk, majd a gydkeres példanyokat
hajtassokszorozassal felszaporitottuk, és hajtastesztben ellendriztiik a paraquat-tolerancia stabilitasat.
A tlél6 novények aranyat szazalékban fejeztiik ki (2. tablazat).

2. tablazat. Paraquat tolerans klénok szelekcidja sziirkenyar hajtastenyészetben

paraquat vad tipus
™M) (%)
0,00 96,0 %
3,3 % 107 20,0 %
6,6 x 107 5,0 %
9,9 x 107 1,6 %

Részletesen megvizsgaltuk a nyarfa szovetek antioxidans kapacitasat, amely az egyik meghatarozo
paraméter a novények altalanos stressz-tiiroképességében. Elséként harom meghatarozo antioxidans
enzim aktivitdsat vizsgaltuk a paraquat-tolerans és kontroll nyarfa levélszoveteiben. Ezek az
antioxidans enzimek az oxidalé hatasu hidrogén-peroxidot, valamint kiillonb6z6 szerves peroxidokat
képesek lebontani a ndvényi sejtekben. Az enzimaktivitasokat spektrofotometriasan mértiik. A
paraquat-tolerans €s normal nyarfak kezeletlen leveleinek aszkorbat-peroxidaz, glutation-reduktaz és
glutation S-transzferaz aktivitasa kozott nem tapasztaltunk szignifikans eltérést (3. tablazat).

A paraquat-tolerans és normal nyarfa levelek cisztein és glutation (GSH) tartalmat HPLC modszer
segitségével a monobromobiman szarmazékképzd reagens alkalmazéasaval hataroztuk meg.

3. tdblazat Glutation S-transzferaz, aszkorbat-peroxidaz és glutation-reduktaz enzimek aktivitasa
paraquat tolerans és vad tipusu klénokban.

Enzim Paraquat-tolerans Vad tipusu (érzékeny)
(PQT) (WT)
Aszkorbat-peroxidaz 8,2+2,6 7,6 £0,9 pmol g FW ' min”
Glutation reduktaz 0,41 £0,09 0,32 +0,08 umol g F W min™
Glutation S-transzferaz 1,8+0,5 1,5+0,4 umol g FW™' min”!

A glutation (GSH) tartalom lényegesen magasabb volt a paraquat tolerans (PQT) vonal leveleiben, ami
arra utal, hogy ennek a ndvénynek fokozottabb a tolerancidja oxidacios stresszel és kiilonbozo GSH
segitségével lebomld herbicidekkel szemben (acetoklor, metolaklor, atrazin, aciflorfen stb). A levelek
cisztein tartalma nem tért el a szignifikans modon a két vonal levelei kozott (6. abra).
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6. abra Paraquat-tolerans (PQT) és érzékeny (WT) nyarfa levelek cisztein és glutation tartalma

A paraquat tolerans (PQT) klonok bizonyitasara és jellemzésére levélkorong tesztet alkalmaztunk.
A két nyarfavonal steril tenyészeteibél vagott levélkorongokat in vitro tenyészetben a paraquat
gyomirtészert tartalmazé WPM taptalajon tenyésztettiik (paraquat: 4x10” M.) Harom hetes tenyésztési
1d6t kovetden a paraquatot tartalmazo taptalajon a vad tipusu (WT) levélkorongok megbarnultak, mig
a tolerans vonalak zdldek maradtak.

A teszt sordn mértik a Qgst gén expresszigjat és a gQst-kodolt enzim-fehérje, a GST
enzimaktivitassat. A paraquat tolerans klon gst génexpresszidja stressz mentes (paraquat-mentes
taptalaj) koriilmények kozott 71,4-szeres mértékii gst expressziot mutatott, amely aktivitas 107 M
paraquat-stresszben is magasabb volt a kontrollnal (WT) (kozel négyszeres: 7,1 / 31,5), mig a
szubletalis koncentracioban (4x107 M) kozel 22-szeres (0,2 / 4,5). A *fehéritd’ koncentracioban (107
M) a kontroll (WT) vonal minimalis gst aktivitasa mellett (0,1 relativ egység) a Paraquat tolerans klon
még 40,5-szeres gst expressziot mutatott (7 abra). Ez utdbbi eredmény jelzi, hogy a kloroplaszt-mentes
(kifehéredett) PQT mintakban a gst-expresszid, mint vészrekacid még igen magas mértéket mutat,
amely egyiitt jart a GST enzim funkcidjanak extrém mértéki ndvekedésével (154,1 nM konjugatum)
(8. abra) is.

OowTmPQT

7. abra A gst gén expresszioja (RT-gPCR) a sziirkenyar (Populus x canescens) természetes (WT) és
paraquat-tolerans (PQT) kidnjaban (n=6) harom koncentracids hajtastesztben 10”7 M, 4x10” M és 10°
M paraquat mellett

Glutation S-tramsxfe raz akilv itas
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8. &bra A GST enzim aktivitdsa a paraquat-tolerans (PQT) és a kontroll (WT) szirkenyar klénok
ellendrzd haijtasteszteiben, haromféle paraquat koncentracid mellett (107 M, 4x107 M, 10°® M), 1%
szachardz tartalmu in vitro taptalajon



Miutan laboratoriumi koriilmények kozott bebizonyosodott hogy a paraquat tolerans vonalak
alkalmasabbak lehetnek fitoremediaciora, ezeket a vonalakat mikroszaporitassal felszaporitottuk majd
szabadfoldi kiiiltetésre kertiltek.

A tovabbi laboratoriumi tesztekhez paraquat (9. 4abra), metolaklor és acifluorfén

gyomirtoszerekkel hasznaltunk. Tesztjeinket iiveghazi koriilmények kozott nevelt haromhonapos
novények levelein végeztik. A leveleket gyomirtoszerek kiilonb6zo koncentracioji oldataiba
helyeztiik és felvételeztiik a lathatd elvaltozasokat. Ezt kovetden spektrofotometrids modszerrel
mértiik a levelekben az aszkorbat-peroxidaz, glutation S-transzferaz és a katalaz enzimek aktivitasat.
A vegyszerek okozta fenotipusos elvaltozas eltéré mértékli volt a paraquat-tolerans és kontroll
nyarfaklonban. Harom antioxidans enzim aktivitasat vizsgalva a klonok levélszoveteiben, mindharom
vegyszer (paraquat, metolaklor és acifluorfén) esetében kimutattuk a nagymértékii stressz indukciot,
valamint igazoltuk a klonok eltéré stressz reakcidjat.
Az eredmények azt igazoljak, hogy az in vitro szelektalt paraquat-tolerans nyarfaklonokban olyan
szinerg tulajdonsagok is megjelentek, amelyek hatékony stressz-ellenallosagot eredményeztek mas
hatasmechanizmusu szerekkel szemben is. A szabadfoldi kisérletek eredményei sziikségesek annak
eldontéséhez, hogy ezek a tulajdonsagok in vivo koriilmények kozott is megjelennek-e. A kutatasok
hosszll tdvon a gyakorlatban is alkalmazhatd, magas stressztiird képességli nyarfaklonok létrehozasat
eredményezhetik.

Paraquat

Kontroll 5
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Fiatal
levelek
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9. Abra. A paraquat tolerans és kontroll sziirkenyar klénok dsszehasonlité tesztelése paraquattal
szembeni ellenallésagra. A levelek levélnyelét paraquat oldatba (10* M) helyeztik és folyamatos
megvilagitasnal figyeltik a nekrozis terjedését.

Egyebek

Mivel az Arabidopsis névények transzformalasa gstF4 génnel eredményes volt ezért kisérletet
tettiink a nyarfaba vald bevitelére is. Azonban a szaporitds soran a transzgén kiszegregalodott
novényekbdl. A kisérletet ezek utdn mar nem folytattuk, ugyanis a genetikailag modositott
fakkal torténd szabadfoldi kisérletezés a jogi kornyezet miatt vilagszerte egyre nehezebbnek
tiinik, ezért esetleges hasznositasuk kozéptavon sem volna lehetséges.



