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Osszefoglalas

Paraquat (syn.: metilviologén) tolerdns nyarfa (Populus x canescens) klénok
szelekci6jat végeztiikk el in vitro kultirdban. A szintetikus talaj Osszetétele: WPM
(Woody Plant Media) tapsok, 1% szacharéz, 0,8 % agar 1 mg/l benziladenin, 0,2 mg/l
naftilecetsav és paraquat koncentracié sor (2><10'6 M, 1,47x10° M, 9,3x107 M, 4x10™’
M) volt. A regenerdnsokat szelekcids tdptalajon torténd tesztelés utan felszaporitottuk
(mikroszaporitds), gyokeresitettiik, majd tiveghdzban felneveltiik. A molekularis (RT-
gPCR) és biokémiai elemzések (aszkorbét peroxiddz, glutation peroxiddz, glutation S-
transzferdz, lipoxigendz) igazoltdk egy rendkiviil stabil paraquat tolerdns klén sikeres
szelekci6jat. A klénokat az in vitro vizsgdlatokat kovetéen in situ (Flzfogyartelep)
teszteljliik gyomirtészer maradvanyok tolerancidjéra.

Summary

Paraquat (syn.: methylviologen) tolerant poplar (P. x canescens) clones (PQT) were
selected in in vitro cultures at concentration series of paraquat (2><10'6 M, 1.47x10° M,
9.3x107 M, 4x107 M). After testing on tissue culture media, regenerants were
micropropagated. After rooting, PQT-clones were transplanted to a greenhouse. PQT
clones showed significantly higher gst gene expression then wild type (WT) analyzed
by RT-qPCR (quantitative reverse franscriptase PCR). For functional analysis enzyme
activities of GST (glutathione S-transferase), APOX (ascorbate peroxides), GR
(glutathione reductase), and LOX (lipoxygenase, pH 8.0) were determined. After
rooting, PQT-clones were transplanted in glass houses, followed by field performance
analyses for phytoremediation (environmental clean up using plants) capacity in heavily
contaminated area at Balatonfiizf6, Hungary

Bevezetés

A paraquat (1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium vagy N,N’-dimethyl-L,L’-
dipyridylium; syn.: methyl viologen; [C12H14N2]2+) egy totdlis, kontakt hatdsd,
elektronakceptor hatdsmechanizmusu, PS I- gyomirtészer. Emberre is rendkiviil
toxikus, ennek ellenére — foleg alacsony ara miatt — széles korben elterjedt (tobb
mint 130 orszdgban alkalmazzik), illetve haszndltdk. Hatdsat elsdsorban a
fotoszintetikus elektron-transzportlanc elektronjainak befogdsan keresztiil fejti
ki (LEHOCZKY et al., 1992; SZIGETI et al., 2001). A bivalens paraquat kation a
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fotoszintetikus elektront befogja, majd a kloroplasztiszban nagy mennyiségben
jelen 1évd O, molekuldra viszi, amellyel reaktiv oxigénformak jonnek létre. A
folyamat sordn a paraquat visszaalakul, és djabb reakciét indukal. A folyamat
eredménye, hogy a fotoszintetikus elektron atadé lanc, a NADPH redukcio és a
fotofoszforilaci6 nem tud végbemenni, a Calvin-ciklus enzimei géatlédnak
(DODGE, 1994). A reakci6 folyamatos ismétlddése oxidativ stresszt, membrén-
karosodast, klorofill degradaciot és deszikkaciot okoz.

A paraquat gyomirtd szer szdmos antioxiddns védekezd reakciét indit be.
Glutation (GSH) jelenlétében a paraquat gerjesztette oxidativ stressz a GSH
elektronatadasan keresztiil, a GSH-GSSG redoxrendszeren Kkeresztiil
(szabadgyokok redukcidja) kiiszobolddik ki.

Paraquat herbiciddel szembeni, nagy antioxiddns kapacitdsi novények in
vitro szelektalt klénjai (FURUSAWA et al., 1984) az oxidativ stresszel szembeni
rezisztencidt is mutattak, melyet tobbféle biotikus és abiotikus stressz idézett eld
(BARNA et al, 1993). Ezekben a kisérletekben, a paraquat-rezisztens
novényekben a betegséggel eldidézett nekrotikus tiinetek visszaszorultak.
Igazolédott, hogy a paraquat-rezisztens novény antioxiddns kapacitdsa
szignifikdnsan nagyobb a kontroll (fogékony) ndévényekénél (SHAALTIEL et al.,
1988; GULLNER et al., 1991; BARNA et al., 1993; GULLNER et al., 1995). A
burgonyédban végzett kordbbi kisérleteinkben (KIRALY, 2002; VICZIAN et al.,
2004) paraquat-rezisztens burgonyaklonokat szelektdltunk, amelyek tobbféle
burgonyabetegséggel szemben mutattak rezisztencidt, megemelt antioxiddns
kapacitdssal. A mddszerrel nagy hatékonysagi novénynemesitési szelekcids
eljarast vezettiink be, amellyel multirezisztens, nagy antioxidans aktivitasu
novényeket lehet eldéllitani. A hosszu életidejii fafajok kozott azonban kevés
eredmény 4ll rendelkezésre, ezért munkankban nagy fitoremedidcids kapacitdsu,
paraquat-rezisztens sziirkenyar (Populus x canescens) klonok eldallitasa volt a
célunk.

Anyag és modszer

Novényanyag: A vizsgélatokhoz a sziirkenyar-hibrid (Populus tremula x
Populus alba = Populus x canescens) klonjait alkalmaztuk (INRA No.717-1-
B4) (ARISI et al., 1997; NOCTOR et al., 1998). A klénok felnevelése in vitro
modszerrel tortént (KISS, 1999). A regenerdlddott hajtdsokat gyokérindukalé
taptalajra helyeztik. A gyodkeres novényeket cserépbe {iltettiik, majd a
megfelel6 méret elérése utdn tesztelésre szabadfoldre telepitettiik
(Fazfégyartelep).

In vitro tdptalajok: A nyarnovények in vitro fenntartdsdhoz,
mikroszaporitdsdhoz, valamint a stresszkisérletekhez WPM (Woody Plant
Media) taptalajt (LLOYD & MCCOWN, 1980) hasznéltunk. Hajtdsregeneraldshoz
valamint a levélkorong-tesztekhez a tédptalajt a kovetkezd hormonokkal
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egészitettiik ki: 1 mg/l benziladenin, 0,2 mg/l naftilecetsav. A taptalajok pH
értékét 5,6-5,8 kozé allitottuk be, autoklavozassal sterilizaltuk (Kiss, 1999).

Paraquat stressz in vitro: Hormonokkal kiegészitett (1 mg/l BA; 0,2 mg/l
NAA) WPM taptalajhoz eltéré mennyiségli paraquatot (metil-viologén, Sigma)
adagoltunk. A paraquat végkoncentriciéit a taptalajokban a kovetkez6 értékekre
dllitottuk be: 4x107 M; 4x10™ M; 4x10° M; 4x10° M; 4x107 M; 4x10° M;
4x10° M; 4x107'° M, valamint paraquat nélkiili kontroll. A sterilre szlirt
paraquat oldatot az autokldvozott tdptalajhoz szilardulds eldtt adagoltuk. Az
elkészitett, agarral szilarditott taptalajokat petricsészékbe Ontottiik. Steril, két
hénapos nyarfa hajtidsok fiatal leveleibol vagott levélkorongokat helyeztiink a
teszteld tiptalajokra, sziniikkel felfelé, kezelésenként 15-6t (GYULAI et al.,
1995). A tenyészeteket 22+2°C -on 16h fény (40 uEm’s"') / 8h sotét
fotoperiédusti fényszobaban 8 napon keresztiil inkubdltuk (GULLNER et al.,
2005).

Molekuldris biologiai modszerek. DNS-izoldlds: Genomikus DNS izolél4st
0,1 g friss levélszovetbdl CTAB (cetiltrimetilamménium bromid) extrakcids
pufferrel végeztik (MURRAY & THOMPSON, 1980; DOYLE & DOYLE, 1990)
RNS izoldldas, cDNS szintézis: Az RNS izoldlast Absolutely RNA Miniprep (#
400800, Stratagene, USA - Biomedica, Hungary) Kittel végeztiik. Az izoldlds
elott RNaz-mentes vizet készitettiink: vizben 0,01% dietil-pirokarbonatot
oldottunk egy éjszakdn 4at, majd autokldvoztuk. A totdl RNS oldatok
koncentracidjat és mindségét spektrofotométerrel hatdroztuk meg. A totdl RNS-
bol egyszalas cDNS-t szintetizaltunk RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis
Kit (Fermentas) hasznélatdval. A cDNS szintézist 42°C-on 60 percig végeztiik,
majd a reakciét 70°C-on 10 perces reakcididdvel allitottuk le. A mintdkat jégen
taroltuk vagy azonnal qPCR reakciét inditottunk veliik. gPCR, Ct értékek
(threshold cycle): A qPCR reakciékat Rotor Gene 6000 (Corbett Research,
Australia — Izinta, Hungary) késziiléken futtattuk le. A vizsgélt gének
expressziGs szintjeit a 27*“" mddszerrel hatdroztuk meg (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001).

Biokémiai vizsgdlatok: A glutation S-transzferdz enzim aktivitdsat
spektrofotometrids médszerrel mértilk meg CDNB-t alkalmazva szubsztratként
(HABIG et al., 1974). Harom fiiggetlen mérésbdl kapott értékeket t-prébaval
hasonlitottuk 0ssze a kontroll értékeivel. Az 5% folotti eltéréseket
szignifikdnsnak fogadtuk el.

Eredmények és megvitatasuk

Az in vitro szelekci6s kutatasok elmult éveiben kevés figyelem fordult a fas
novényekre, a regeneracié nehézségei miatt. Mdig nem sikeriilt a tudoméanyban
stabil paraquat-tolerdns nyérfaklénokat szelektdlni, ezért kisérleteink els6
részében a paraquat bioldgiai hatdsat vizsgdltuk, valamint meghatdroztuk a
letalis €s szubletalis dézisokat levélkorong tenyészetben.
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A 4x107° M — 4x10° M koncentricikon a levélkorongok 8 nap elteltével
mind kifehéredtek. A 4x10”7 M paraquat koncentraciénal a levélkorongok csak
részlegesen fehéredtek ki (szubletalis dozis), elszort fehér foltok jelentkeztek a
z0ld levélen. Az Osszes tobbi alacsonyabb koncentraciéndl vizudlisan nem
tapasztaltunk eltérést a paraquat nélkiili kontrollhoz képest, mindenhol zoldek
maradtak a korongok. A fentiek alapjan megallapithaté, hogy a nyar
levélkorongok szaméra a 4x10°® M paraquat koncentrici6 letélis, a 4x107 M a
szubletdlis, a 4x10® M pedig mar vitilis, ezért a vizsgilatokat a szubletdlis
tartomdnyban végeztiik.

A szubletdlis dézison (4 x 107 M) sikeres volt a paraquat tolerans klénok
szelekcidja in vitro hajtastesztben. A regenerdnsokat gyokeresitd tdptalajra
helyeztiik, majd a gyokeres példdnyokat hajtdssokszorozdssal (GYULAI et al.,
1995) felszaporitottuk, és hajtastesztben ellendriztiik a paraquat-tolerancia (107,
4x107, és 10° M) stabilitasat (2. abra). A hajtastenyészet kisérletekben a gshl
transzgénikus klénokat is alkalmaztuk génpiramiddlds (géntelités) céljabol. A
tuléld novények ardnyat szazalékban fejeztiik ki (1. tablazat).

1. tablazat. Paraquat tolerans klénok szelekcidja sziirkenyér hajtastenyészetben

paraquat vad tipus gshl transzgénikus
M) (%) (%)
0,00 96,0 % 97,0 %
3,3x107 20,0 % 24,0 %
6,6 x 107 5,0 % 4,8 %
9,9x 107 1,6 % 1,9 %

Megvizsgéltuk a nyarfa szovetek antioxiddns kapacitdsat, amely az egyik
meghatdrozé paraméter a nodvények 4ltaldnos stressz-tlir6képességében.
Els6ként hirom meghatirozé antioxiddns enzim aktivitdsat vizsgdltuk a
paraquat-tolerans és kontroll nyarfa levélszoveteiben. Ezek az antioxidans
enzimek az oxiddlé hatdast hidrogén-peroxidot, valamint kiilonb6z6 szerves
peroxidokat képesek lebontani a nodvényi sejtekben. Az enzimaktivitdsokat
spektrofotometridsan mértiik (GULLNER et al., 2005). A paraquat-tolerans és
normal nyarfak kezeletlen leveleinek aszkorbat-peroxiddz, glutation-reduktéz és
glutation S-transzferdz aktivitdsa kozott nem tapasztaltunk szignifikans eltérést
(2. tablazat).

A paraquat-tolerans és normdl nyarfalevelek cisztein és glutation (GSH)
tartalmdt HPLC mddszer segitségével a monobromobiman szidrmazékképzd
reagens alkalmazdsdval hatdroztuk meg.
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2. tablazat. Glutation S-transzferdz, aszkorbat-peroxidaz és glutation-reduktaz
enzimek aktivitdsa paraquat tolerdns és vad tipusi klénokban.

Enzim Paraquat-tolerans Vad tipusu (érzékeny)
PQT) (WT)
Aszkorbat-peroxidaz 8,2+2,6 7,6 +£0,9 pmol g FW! min’!
Glutation reduktiz 0,41 0,09 0,32 0,08 umol g FW™' 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 tolerdns
(PQT) vonal leveleiben, ami arra utal, hogy ennek a névénynek fokozottabb a
tolerancidja oxidacids stresszel és kiilonbozo GSH segitségével leboml6
herbicidekkel szemben (acetoklor, metolaklér, atrazin, aciflorfen stb). A levelek
ciszteintartalma nem tért el szignifikdns mdédon a két vonal levelei kozott (1.
abra).
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1. abra. Paraquat-tolerans (PQT) és érzékeny (WT) nyarfalevelek cisztein- és
glutationtartalma

A paraquat-tolerdns (PQT) klénok bizonyitdsdra ¢és jellemzésére
levélkorong tesztet alkalmaztunk. A két nyarfavonal steril tenyészeteibol vagott
levélkorongokat in vitro tenyészetben a paraquat gyomirtdszert tartalmazo
WPM téptalajon tenyésztettiik (paraquat: 4x10”7 M.) Hadrom hetes tenyésztési
idét kovetéen a paraquatot tartalmazé taptalajon a vad tipusi (WT)
levélkorongok megbarnultak, mig a tolerans vonalak zoldek maradtak.

A teszt sordn mértiik a gst gén expresszidjat és a gst-kddolt enzim-fehérje, a
GST enzimaktivitdst. A paraquat tolerdns klon gst génexpresszidja stressz
mentes (paraquat-mentes taptalaj) koriilmények kozott 71,4-szeres mértékli gst
expressziGt mutatott, amely aktivitds 107 M paraquat-stresszben is magasabb
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volt a kontrollndl (WT) (kozel négyszeres: 7,1 / 31,5), mig a szubletilis
koncentriciéban (4x107 M) kozel 22-szeres (0,2 / 4,5). A ,fehérité”
koncentriciéban (10° M) a kontroll (WT) vonal minimélis gst aktivitdsa mellett
(0,1 relativ egység) a paraquat-tolerdns klon még 40,5-szeres gst expressziot
mutatott (2 &dbra). Ez utébbi eredmény jelzi, hogy a kloroplaszt-mentes
(kifehéredett) PQT mintdkban a gsr-expresszid, mint vészreakciét még igen
magas mértéket mutat, amely egyiitt jart a GST enzim funkcidjdnak extrém
mértékil novekedésével (154,1 nM konjugdtum) (3. dbra) is.
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2. abra. A gst gén expresszidja (RT-qPCR) a sziirkenyér (Populus x canescens)

természetes (WT) és paraquat-tolerdns (PQT) klénjaban (n=6) harom
koncentracids hajtdstesztben 107 M, 4x107 M és 10° M paraquat mellett
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3. abra. A GST enzim aktivitdsa a paraquat-tolerans (PQT) és a kontroll (WT)
sziirkenyar klénok ellen6rzd hajtastesztjeiben, haromféle paraquat koncentracié
mellett (107 M, 4x107 M, 10° M), 1% szachar6z tartalmd in vitro téaptalajon
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Miutan laboratériumi koriilmények kozott bebizonyosodott, hogy a
paraquat tolerdns vonalak alkalmasabbak lehetnek fitoremedidcidra, ezeket a
vonalakat mikroszaporitassal felszaporitottuk, majd szabadfoldi kitiltetésre
keriiltek. A novények szabadfoldi értékelése jelenleg is folyik.

Kovetkezetések

A laboratérium koriilmények kozott szelektalt és fitoremediacids teriiletre
kitiltetett paraquat-tolerdns sziirkenyar klénok hatékony bioldgiai eszkozei az uj
Okoremedidcids eljardsoknak, és egyben alternativ megolddst biztositanak a
GMO kontra nem-GMO kérdéshez a talajvédelmi alkalmazéasban.
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