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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A magasabb rendii novények folyamatosan ki vannak téve olyan abiotikus kornyezeti
hatdsoknak, melyek befolyasoljak  fejlddésiiket, novekedésiiket, meghatirozzak
produktivitasukat. Akkor, ha ezek az abiotikus kornyezeti hatdsok (tul alacsony, illetve tul
magas hémérséklet, hidnyos asvanyi anyag ellatds, nem megfeleld fényviszonyok, vizhiany)
az adott fajra jellemzdé optimum-értékeken kiviil esnek, a novény élettani stresszhelyzetbe
keriil. A stressz altal kivaltott novényi valaszreakciok hatékonysaga alapjan
megkiilonboztethetiink stressz-érzékeny és stressz-tolerans novényeket. A mezdgazdasagi
novénynemesités egyik legfontosabb feladata, hogy az agronomiailag jelentds, stressz-
érzékeny novényeket fokozatosan stressz-toleranssa alakitsa. A klasszikus novénynemesités
mellett ehhez nyuUjthat segitséget a novényi biotechnoldégia modszere. Biotechnologiai
modszerekkel a stressztoleranciat kodold gének azonosithatok, izolalhatok és megfeleld,
novényekben aktiv szabalyozd6 DNS szekvencidkkal torténd kiegészités utan az izolalt gének
novényi sejtekbe juttathatok. A sejtmagi DNS-be vald beépiilés utdn az idegen gén -
prométerétdl fliggden - szovet, fejlodési stadium vagy fiziologiai allapot fliggden mitkddésbe
1ép. A biotechnologiai modszerek alkalmazasat az is indokolja, hogy az évtizedekig tartd
nemesitési id6 harmadara/negyedére csokkenthetd.

Az abiotikus stresszhatasok koziil a vizhidny okozta stressz a legalaposabban
tanulmanyozott élettani folyamat. A legtobb magasabb rendii névényfaj a 10-15%-os
vizhianyt a sejtek ozmoregulacios képességeinek kdszonhetden toleralni képes. Azonban ettdl
jelentésebb mértékii vizvesztés esetén a novény képtelen fenntartani a sejtfunkciokat és a
fotoszintézist. A novényeknek ezt a csoportjat homoiohidratirds fajoknak nevezziik. A
novényvilag kisebb része (mohdk, zuzmok, harasztok, pafranyok és a zarvatermdk egy része,
az un. kiszaradastlird, vagy jjaéledé novények) azonban egészen szélséséges vizdeficitet is
képesek toleralni. Jellemzd adat, hogy amig normalis vizellatottsdg mellett ezen novények
friss tomegének 70%-a viz, addig a vizmegvonast kovetden ez az érték 2%-ra csdkkenhet.
Ontdzés utan azonban atlagosan 48-72 6ran beliil helyreall az eredeti allapot, a ndvény levelei
kiegyenesednek, zoldek lesznek, a fotoszintézis ismét muikddésbe 1ép. Ezt a kiilonleges
tulajdonsagot a poikilohidratirds Craterostigma plantagineum-ban kezdték vizsgalni
molekularis szinten. A C. plantagineum napjainkra a ndvényi szarazsagtiirés molekularis

genetikai és biokémiai vizsgalatainak fontos kisérleti modellndvényévé valt. Az utdbbi



években mas fajok vizsgalatat is célul tlzték ki a szarazsadg stressz okozta folyamatok
elemzéséhez, tobbek kozott a Pireneusok tormeléklejtdin €16 Ramonda myconi-ét.

A modellnévények tanulmanyozéasaval, vizsgalataval kozelebb juthatunk a vizdeficit
okozta stressz molekularis, biokémiai alapjainak megismeréséhez, melyet aztdn a
mezOgazdasagilag fontos gazdasagi ndvényeink nemesitése soran hasznosithatunk, javitva
azok szarazsaggal szembeni ellendllésagat. Annak ellenére azonban, hogy mar sok gént
sikeriilt izoldlni a szarazsagstresszel kapcsolatban, a legtobb adat csak leir6 jellegii és csak
né¢hany kodolt fehérje funkcidja ismert. A mutansok eldallitdsara hasznalt antiszensz RNS
technika alkalmazéasa oriasi lehetdség lehet, amelynek segitségével ezen gének funkcionalis
vizsgalata megvaldsulhat. Az elméleti megismerés késdbb utat nyithatna a biotechnoldgiai
alkalmazas felé. Ehhez azonban nélkiilozhetetlen az adott modellndvény genetikai
transzformaciés modszerének kidolgozasa (az antiszensz RNS technika csak genetikai
transzformacion keresztiil alkalmazhato).

Ezért célul thztik ki, hogy kifejlesztjik a C. plantagineum ¢és a R. myconi
mikroszaporitasi €és szdvettenyésztési rendszerét, majd ezt alapul véve egy jol miikddo és

hatékony genetikai transzformécios eljarast alakitunk ki.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Kiszaradastirés

2.1.1. Torténeti attekintés

A kiszéaradastlirés vizsgalatanak torténete tobb mint 300 évvel ezeldtti felfedezésekor
kezdoédott, oriasi vitdk kereszttiizében, hiszen Iétezése valamennyi, akkori tudomanyos
elméletnek ellentmondott. Anthony von Leeuwenhoek volt az elsd, aki tudomanyos
alapossaggal vizsgalta a kiszaradastlirés jelenségét, rogton azutdn, hogy feltaldlta a
mikroszkopot. 1702-ben ezt irja egyik baratjanak (Schierbeek, 1959):

» A kovetkez6 nap reggel 9 ora koriil a levegd nagyon forro volt és szaraz. Kivettem az 6lom
ereszcsatornaban 0sszegytilt iledékbdl egy keveset ... majd a ké viztartalybol vett esdvizzel
meglocsoltam ... igy, ha még volt benne valamiféle €16 allat, akkor annak el6 kellett bujnia.
Meg kell valljam, egyaltaldn nem gondoltam, hogy barmiféle él61ény lesz ebben az anyagban,
ami ennyire ki volt szaradva.

Tévedtem. Szlik 1 ora elteltével, amikor megnéztem, legalabb 100 olyan allatkat
lattam, mint amilyeneket fentebb leirtam.”
Ezek az éallatkdk a kerekesférgekhez tartozd Philodina roseola-k voltak (Tunnacliffe ¢és
Lapinski, 2003). Tehat a kiszaradastlrés jelenségét elészor nem is a novényeknél irtak le,
hanem az allatoknal. Az 1800-as évek kozepére masik két allatcsoportban is megfigyelték a
kiszaradastiirést: a fondlférgeknél és a medvedllatkaknal (Keilin, 1959; Alpert, 2000). Az
utobbi csoport azért is érdekes, mert leggyakoribb el6fordulasi helyiik a mohak és zuzmok
telepeiben tarolt vizben van. Az 1960-as évek kozepére egy rovarlarvanal és néhany
poklarvanal is kimutattak a toleranciat (Hinton, 1968; Crowe és mtsai., 1992). Ezzel szemben
a gerincesek egyetlen csoportjdban sem talaltak kiszaradast tulélo fajt.

A ndvényeknél viszonylag szélesebb korben elterjedt ez a tulajdonsag. Tolerans
mohakrol mar 1886-ban beszamoltak, 1914-ben a pafranyok gametofita alakjarol, 1931-ben
sporofita alakjar6l bizonyitottak be, hogy kiszaradastiir6k, 1921-ben a zarvatermdk tobb
fajaban leirtak a jelenséget (Kappen and Valladares, 1999; Alpert, 2000). Az 1980-as évek
végére a legtobb kiszaradastliré edényes ndvényfajt azonositottdk (Gaff, 1977, 1987; Gaff és
Latz, 1978; Gaff és Bole, 1986; Gaff és Sutaryono, 1991). Szamuk a Porembski altal 2000-
ben leirtakkal egyiitt kb. 330-ra tehetd. Az utobbi 15 évben kezd6dott meg ezeknek a fajoknak



a molekularis biologiai vizsgalata, amelyhez komoly segitséget jelenthet egy jol miikodo
genetikai transzformacids rendszer.

A legmeggy0z6bb bizonyitékot a kiszaradastlirés létezésére Becquerel 1951-es
kisérlete szolgaltatta, amikor néhany kiszaradt medveallatkat, kerekesférget, négy novényfaj
magjat, harom gombafaj és két baktériumfaj sporajat, a Xanthoria parietina zuzm6 darabjait
¢s a Grimmia és Barbula moha nemezettség tagjait lehiitdtte az abszolut 0 C°-t61 0,05 C°-ra,
majd ezt kovetden felmelegitette és rehidratilta dket. Azt tapasztalta, hogy valamennyien
tuléltek ezt a durva kezelést. Becquerel ezt a tesztet azért hajtotta végre, hogy megvalaszolja
azt a kérdést, ami a kiszaradastiirés felfedezésekor keletkezett az élet valodi természetével
kapcsolatban: Vajon meg lehet allitani az €letet, majd utana egyszeriien Ujraindithato? A mai
tudomany allaspontja szerint a kiszaradas folyaman — amikor a sejtek viztartalmuk 80-90 %-at
elvesztik — egyes €16 szervezetek le tudjak lassitani a metabolizmusukat egy olyan pontig,
ahol mar nem lehet kimutatni eltérést a kornyezet fizikai, kémiai reakcioihoz képest, majd
ezutan képesek visszanyerni normalis anyagcseréjiiket és életfunkcidikat (Keilin, 1959;
Hinton, 1968; Clegg, 2001). Azokat az edényes novényeket, amelyek rendelkeznek ezzel a
tulajdonsaggal, jjaéledd ndvényeknek (resurrection plant) is szoktak nevezni.

A kiszaradastiirés felfedezése tehat arra mutatott ra, hogy az €16 dolgok 3 éllapotban
létezhetnek: nemcsak éloek vagy halottak lehetnek, hanem van egy mozdulatlan, statikus,

ugynevezett anabiotikus allapotuk is (Clegg, 2001).

2.1.2. A vegetativ kiszaradastlirés evolucidja

A mohaknal széles korben elterjedt kiszaradastiirés alapjan valdsziniisithetd, hogy a
vegetativ kiszaradastlirés az Osi szarazfoldi ndvények alapvetd tulajdonsidga volt, melynek
kezdeti evolucioja meghataroz6 1épésnek kellett lennie az édesvizi eredetli primitiv ndvények
szarazfoldi elterjedésében (Mishler és Churchill, 1985). Azonban a dontden extracellularis
vizszallitdsra épiild kiszaradastlirés kialakuldsanak az ara az alacsonyabb anyagcsere- és
novekedési intenzitds volt. A ndvényi vizszéllitas fokozatos internalizalédasdnak
eredményeként 1étrejott homoiohidrikus jelleg kifejlodésével egyre inkabb lehetdvé valt a
novényi vizviszonyok kiilsé koriilményektdl vald fiiggetlenedése, ami hatékonyabb
anyagcserét, novekedést, egyben a novények felépitésének egyre bonyolultabba valasat és

testméretiik novekedését eredményezte. Ennek kovetkeztében pedig a ndvények a
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torzsfejlédés soran fokozatosan elveszitették vegetativ szoveteik kiszaradastiird képességét
(Oliver ¢€s mtsai., 2000). A vegetativ kiszaradastiirést biztositd gének azonban részt vettek a
kiilonb6z6 szaporitoképletek kiszaradastlirésének a biztositdsaban is. Szamos bizonyiték szol
amellett, hogy a magvak kiszdradastlirési mechanizmusa a vegetativ kiszaradastlirés
kezdetleges formajabol fejlodott ki. Miutdn az a magvakban kialakult, ezt kdvetden a
vegetativ szdvetekben is ujra kifejlodott a szélsdségesen szdraz teriileteken él6 novények
kozott. Az edényes novényekben a kiszdradéstiirés re-evollicioja szdmos alkalommal
megtortént (Oliver és mtsai.,, 2000). A

o

Selaginella-félék
harasztoknal is RS | R

csala
& 1_ :'-

djaban (1. é&bra) és a

F

)L ¥
kialakult legalabb egy
fiiggetlen  evolucids
(vagy re-evolucios)
kiszaradastiirési
mechanizmus. A
zarvatermok  kozott
pedig legalabb nyolc
fiiggetlen re-
evolicios  esemény
figyelhetd meg. Az
utobbi idében 1. abra A Selaginella saléd legismeeb tagja a S;laginella lepidophylla
elvégzett molekuléris vagy jerikoi rozsa, amelyet Hooker mar 1837-ben leirt.
¢és fiziologiai vizsgalatok azt a hipotézist latszanak aldtdmasztani, hogy a zarvatermdk a
vegetativ kiszaradastlirés képességiiket a magokbdl nyerték vissza (Illing, 2005). Az edényes
novények kozott csak egyetlen nagyobb osztaly, a torzsfejlédéstanilag kiillonb6zé csoportokat
tartalmazo nyitvatermok tagjainal nem alakult ki ez a tulajdonsag.

A vegetativ kiszaradastlirés evollicidja soran a kiszaradastlird ndvényekben nem a
szabalyozott vizhaztartds és a kielégitd vizellatas fenntartdsat biztositd anatomiai és mitkodési
adaptaciok fejlodtek ki, hanem olyanok, amelyek az iddszakos vizhidny elviselésére teszik

Oket képessé (Tuba, 2002).

11



2.1.3. A kiszaradastliré novények 6kologidja

A kiszéaradastlirés egyrészt nagyon szokatlan és ritka jelenség, masrészt altalanosan
elterjedt.

A novények reproduktiv képleteiben, a pollenben, a spordkban és magokban a
kiszaradastiirés teljesen szokvanyos. S6t, olyan extrém jol mitkddik, hogy Kinabol szarmazo
16tusz (Nelumbo nucifera) magok tobb mint 1000 év utan is megorizték életképességiiket és
sikertilt kicsiraztatni 6ket (Shen-Miller és mtsai., 2002). A kiszaradas szempontjabdl tolerans
magok hagyomanyosan gy ismertek mint ,,orthodox” magok, szemben a kiszaradasra
érzékeny magokkal, amelyeket ,rekalcitrans” magoknak neveznek. Fontos kiilonbség a
magok ¢és a kifejlett novények kozott az is, hogy a kiszaradastiirés megjelenése a kifejlett
novényekben a kornyezet altal indukalt, mig a magokndl ez része a fejlodési, érési
programnak. A pollen és a spora esetében a kiszaradastiirés megléte inkdbb szabaly, mint
kivétel. A magokhoz hasonléan része a fejlédési programjuknak. A kiszaradastiirés
elterjedtsége a magokban és a sporakban az egyik ok, amiért azt gondoljuk, hogy valamennyi
ndvényben jelen van a kiszaradastlirés genetikai potencialja (Alpert és Oliver, 2002).

A vegetativ allapotban torténd kiszaradas talélésének képessége a kevésbé Osszetett
felépitésti csoportoktdl a rendszertanilag magasabb rendili, viragos ndvények felé haladva
egyre ritkdbban fordul el6 (Bewley és Krochko 1982; Oliver és Bewley 1997). A zuzmok és a
mohak korében még viszonylag altaldnos ez a tulajdonsag (Richardson, 1981; Proctor, 1990),
a harasztoknal mar nem tal gyakran talalhatdé meg és viszonylag ritka a zarvatermdéknél
(Porembski és Barthlott, 2000), a nyitvatermdéknél pedig egyetlen fajt sem talaltak, habar a
pollenjiik és magjuk kiszaradastiird lehet (Wilson és mtsai. 1979; Gaff, 1980).

A vegetativ kiszaradastlird zarvatermé novényeknek foldrajzi elterjedtsége igen
sz¢éleskorli, hiszen az Anktartiszt leszamitva valamennyi kontinensen megtalalhatok, habar
eloszlasuk nem egyenletes. A legnagyobb szamban és fajgazdagsidgban Dél-Afrikéban,
Nyugat-Ausztralidban és Dél-Kelet-Amerikaban fordulnak el (Gaff, 1977, 1987; Gaff és
Latz, 1978; Porembski és Bartholt, 2000). Eurépaban a Gesneriaceae csalad néhany faja
képviseli az ujjaéledd novényeket (Muller és mtsai., 1997; Drazic és mtsai., 1999), mig
Eszak-Amerikaban harom fiifélét irtak le (Iturriaga és mtsai., 2000).

Annak ellenére, hogy a kiszaradastlird novények fajspektruma gazdag és foldrajzi
elterjedtsége széleskori, dkologiai szempontbol egy viszonylag sziik élettérben novekednek.
Azokban az 0©kologiai niche-ekben telepednek meg — féleg mikroélohelyek —, ahol

folyamatosan vagy iddszakosan szarazsag van ¢és a kiszaraddsérzékeny nodvények csak
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elszortan vagy mar egyaltalin nem tudnak megélni. A leghidegebb ¢és legszarazabb

oo

¢lohelyeken, ahol a kod és a harmat a legfobb vizforras, a kiszaradastiird mohak, zuzmok,
algék és cianobaktériumok képezik a vegetaciot (Thomson és Iltis, 1968; Friedman és Galun,

1974; Davey, 1997). A kiszaradastlird edényes ndvények leggyakoribb eléforduldsa a tropusi
R n—

e

”

teriiletek specialis
sziklakiemelkedései, az
ugynevezett szigethegyek
(inselbergek) (2. ébra). A
szigethegyek geologiailag
Osi, kristalyos szarazfoldi
pajzsokon eléforduld
tomor, prekambriumi
kézetek (mint a granit és
a gneisz), amelyek az

er6zidval szemben igen

St

, , . v Ak ! S 2 e el ; { e
ellenalloak. Porembski 2.abra A kevés, Eurdpaban eléforduld kiszaradastird edényes ndvényt is
¢s Bartholt (2000) ugy sziklakiemelkedéseken, tormeléklejtékon talaljuk. A képen viragzo

Ramonda nathaliae 1athato.
becsiili, hogy az

ujjééledé edényes ndvények 90 %-a ezeken a szigethegyeken ¢él. Néhany faj a kitett
sziklafelszineken nd, mig masok a hasadékokban (Nobel, 1978; Gildner és Larson, 1992). Az
afrikai sziklakiemelkedések id6szakos vizmedencéi menedéket adnak a kiilonleges
kiszaradastiiré vizinovényeknek is (Volk, 1984; Gaff és Giess, 1986). Tobb tolerans
zéarvatermot és harasztot is talaltak szemiarid vagy sivatagi mez6kon, szavannakon, kiilondsen
a nem alland6 vagy sekély talaju teriileteken (Eickmeier, 1983; Gaff, 1987; Gaff és
Sutaryono, 1991; Kappen ¢és Valladares, 1999). Akad néhany kivétel is, mint példaul a Boea
hygroscpica (Gaff, 1981) és a Pentagramma triangulris (Alpert és Oliver, 2002), amelyek
nem ebben a sziik niche-ben ¢élnek, hanem az erdei aljndvényzet szintjében talalhatok.

Annak ellenére azonban, hogy ezek a ndvények képesek toleralni az intenziv és hosszi
ideig tartd kiszaradast, mégis vannak olyan sziklakiemelkedések, szdraz mikroél6helyek,
amelyek koparak maradnak. Azt, hogy egy teriileten megjelennek-e, és ha igen, akkor milyen
faji Osszetételben a kiszaradastird novények alapvetéen két dolog befolyasolja: 1,) a
napsugarzasnak valo kitettség; 2,) milyen vizforras all rendelkezésre az (jranedvesedéshez.
Az utébbi esetben a mohak, zuzmok és algak szamara elegendd a harmat vagy a kod (Tuba ¢€s

mtsai., 1998), s6t azoknak a zuzmoknak, amelyekben a szimbionta egy zoldalga és nem
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cianobaktérium, a levegd paratartalma is elegendd fotoszintézisiik helyreallitasara (Hahn és
mtsai., 1993; Schroeter és mtsai., 1994; Kappen és Valladares, 1999). Ezzel szemben az
edényes novények csak az esdvizbdl tudnak vizet felvenni. A kitettség pedig valdsziniileg a
szénhaztartason keresztiil befolyasolja a megtelepedés lehetdségét. A mérsékelt ovben 1évo
lejtos terilileteken €16 mohdk vagy zuzmok az éjszakai esd vagy harmat utdn sokkal
gyorsabban szaradnak ki, ha a lejtd keleti vagy déli oldalan élnek, mintha az északi vagy
nyugati oldalon nének (Kappen és mtsai., 1980; Alpert és Oechel, 1985). Az északi vagy
nyugati oldalon ¢l6 novények sokkal inkabb tudjak potolni az éjszaka elszenvedett 1égzési
veszteséget, mert tobb idejiik marad a fotoszintézisre addig, amig jra ki nem szaradnak. Ez
valoszinlileg részleges magyarazat arra, hogy a mohak altaldban miért a fak északi oldalan
nonek.

Az a tény, hogy a kiszaradastiird novények csak egy viszonylag sziikk niche-ben
képesek versenyezni a kiszaradasérzékeny tarsaikkal azt bizonyitja, hogy ennek a
képességnek vitathatatlan evolucios elénye mellett negativ hatdsa van a produktivitasra.
Ennek az Osszefliggésnek a molekularis tisztdzasa alapvetd segitséget jelentene nem csak a
szarazsagstressz, hanem valamennyi hasonld stressz okozta produktivitds-csokkenés

megértésében.

2.1.4. A kiszaradastliré edényes novények taxondmiai osztalyozasa

Porembski és Bartholt (2000) szerint az edényes novények koziil megkozelitéen 330
faj kiszaradastlird. Az 0jjaéledd novények 9 csalddja tartozik a harasztok torzsébe és 10 csalad
a zarvatermok torzsébe. A nyitvatermdk korében ujjaé¢leddé novények nem ismertek, csak a
Welwitschia mirabilis mutat gyenge kiszaradastiirést (Gaff, 1972).

A harasztok néhany csaladjaban, Isoetaceae, Davalliaceae, Grammitidaceae,
Hymenophyllaceae, csak egy-egy kiszaradastlird faj ismert (Proctor és Pence, 2002). Ezzel
szemben a Selaginellaceae, Adiantaceae, Aspleniaceae, Polypodiaceae, Schizaceae csalddok
gazdagok 1jjaéledd fajokban (Gaff, 1977; Gaff és Latz, 1978; Kappen és Valladers, 1999;
Porembski és Bartholt, 2000).

A zarvatermoOk koziil az egyszikiiek csaladjai sokkal fajgazdagabbak. A Velloziaceae
csalad kozel 200 bizonyitottan kiszaradastiiré fajjal rendelkezik (Kubitzki, 1998). A Poaceae
csaladban legalabb 39 faj tolerans (Gaff, 1977). Egy kis csaldd, a Myrothamanceae, teljes
egészében kiszaradastlird (Porembski €s Bartholt, 2000). Sutaryono és Gaff (1992) legalabb
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15 fajt mutatott be, foleg a Sporobolus és Eragrostis genusz tagjait, melyek potencialis
takarmanyfiiveknek tekinthetok. Az 1jja¢ledd novények emészthetdségét és toxicitasat
szarvasmarha takarmédnyozasi kisérletekben tesztelték, Osszehasonlitva mas tropusi
takarmanyndvénnyel és a buzaval. Az Eragrostis nindensis poikilohidrikus fii széles kdrben
elterjedt Namibiaban és j6 mindségli takarmany a szarvasmarhanak, kiilonosen kis csapadék,
szaraz évben.

A kétszikli 0jjaéledd novények szamos faja a Scrophulariaceae csaladbol szarmazik.
Ide tartozik a Chamaegigas intrepidus is, amely a namibiai granitrétegek mélyedéseiben €l €s
mint 0jjaéledd vizinovényt tartjuk szamon. A dehidratalt névény 7-9 honapig képes tulélni a
vizhianyt, amig a sziklamélyedések meg nem telnek néhany napra esévizzel. Az esOs
¢vszakban akar 20 hidratalt/dehidratalt ciklust is talél, majd az év leghosszabb iddszakat
kiszaradt allapotban t6lti, gyakran 60°C-os hdmérséklet mellett (Gaff és Giess, 1986; Schiller
¢és mtsai., 1998, 1999). Fischer (1992) kimutatta, hogy a Scrophulariaceae csaladba tartozo tiz

afrikai
Craterostigma
fajbol kilenc
poikilohidrikus,
akarcsak a
Lindernia

genuszba  tartozd
tizenot afrikai faj.
Ennek a csaladnak

legismertebb és

legjobban
tanulmanyozott 3.abra Craterostigma plantagineum az in vitro mikroszaporitads utan
tagja a Dél- kiiiltetve, {iveghazi koriilmények kozott

Afrikébol szarmazo Craterostigma plantagineum (3. abra). Természetes élohelyén 5-15 cm
nagysagura nd, a télevélr6zsajabol 3-6 cm nagysagu leveleket fejleszt. Virdgai lilak vagy
rozsaszinliek. Az esés iddszak bekdszontésekor 1jjaéled és 2 héten beliil kivirdgzik majd
magot érlel.

Az edényes kiszaradastiiré novényeket Eurdpaban a Gesneriaceae csalad 5 tagja
képviseli. A Haberlea rhodopensis Délkelet-Eurépaban a Balkan hegység 6shonos faja. A

Ramonda nemzetség tagjai szintén Eurdpa hegyeinek endemikus fajai. A R. nathaliae és a R.
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serbica a Balkan hegység lejtéin él, mig a R. myconi (4. ébra), vagy szinonim nevén a R.
pyrenaica, a Pireneusok sziklakiemelkedésein nd. A harom faj kiszaradastiirésének
bizonyitasat kovetéen (Gaff
¢s McGregor, 1979; Schwab
¢s mtsai., 1989) az utdbbi
idében szamos élettani és
molekularis bioldgiai
vizsgalatban valasztottak
modellndvényiil (Miiller és
mtsai., 1997; Pico és mtsai.,
2002;  Degl’Innocenti  és
mtsai., 2008). A R. myconi
10-15 cm nagysagira nd,

erdsen bokrosodik,

téleveélrozsajabol 3-5 cm-es

valtozat a R. myconi rosea, illetve a képen lathat6 a fehér viraga R
leveleket fejleszt. Tavasszal myconi alba.

hozza lila, rdzsaszin vagy fehér viragait.
A csalad 6todik tagja a Jankaea heldreichii, amely kizarélag a gorogorszagi Olympos
hegységben fordul el6 (Siljak-Yakovlev és mtsai., 2008), és a R. serbica-val egyiitt védett

ndvényfajok az Eurdpai Uniodban.

2.1.5. A kiszaradastirés mechanizmusa

Az 1970-es évek végéig altalanos volt az a nézet, hogy a novények kiszaradastiirése
mechanikus, tehat olyan szerkezeti tulajdonsagok, mint a rugalmas sejtfal, a kicsi vakuélumok
¢s a plazmahidak hidnya elegenddek a kiszaradas tuléléséhez. Bewley 1979-es kozleménye
volt a forduldpont, amiben azt allitotta, hogy a kiszaradastiirés alapvetden protoplazmatikus
természetli. Véleménye szerint a novénynek harom feltételnek kell megfelelnie, annak
érdekében, hogy tuléljen egy komoly, protoplazmatikus vizvesztést: (1) korlatozni kell a
sériilés nagysagat, (2) kiszaradt allapotban fenn kell tartani a novény fizioldgiai egységét €s
(3) a javitd mechanizmusnak a rehidraticio ideje alatt be kell indulnia. Bewley és Oliver
(1992) szerint a kiszaradastlirés a sejt védelmére alapulé mechanizmussal és a kiszaradas

okozta karosodas javitasanak a mechanizmusaval magyarazhato.
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A kiszaradastréshez kapcsolédd védelmi mechanizmusok alapvetden annak
fliggvényében valtoznak, hogy milyen gyors a vizvesztés a kiszdradas soran. A kevésbé
Osszetett felépitésli zuzmok és mohdk, miutdn méretiikknél fogva sem alkalmasak a viz
hosszabb ideig valo tarolasara (Proctor ¢és mitsai.,, 1998), néhany perc vagy oOra alatt
kiszaradnak. Az ilyen novényeket, amelyek nem képesek szabalyozni a vizhaztartasukat, azaz
a hidrataltsagi allapotuk a kozvetlen kornyezetiikkel azonos, poikilohidrikus névényeknek
nevezzik. Ezzel szemben az edényes 0jja¢ledd ndvények dontd tobbsége a homoiohidrikus
csoportba tartozik, ahova egyébként a nem kiszaradastlird ndvények jelentds hanyada is. Ezek
a novények igyekeznek a kdrnyezettdl fliggetleniil hidratalt allapotban tartani szervezetiiket,
ezért az ilyen tipust névények viszonylag lassan, néhany nap vagy hét alatt szaradnak ki. Az
ennél intenzivebb vizvesztést nem ¢élik tul. A homoiohidrikus kiszaradastiiré névények két
tovabbi csoportba oszthatok. Néhany vegetativ kiszaradastiird faj a kiszaradas alatt (kiszaradt
allapotban) a fotoszintetikus apparatusat lebontja és a klorofill tartalmat elveszti (Tuba és
mtsai. 1998). Ezeket poikiloklorofill novényeknek nevezik. A poikiloklorofill ndvények
kizarolag egyszikiiek ¢és jelenleg 4 csalad 8 nemzetségében ismertek (Proctor €s Tuba 2002).
A gyors vizvesztésnek ellendlld fajok az 6si, un. homoioklorofill kiszdradéstlirési stratégiaja

csoportba tartoznak, ahol a ndvények a fotoszintetizald apparatusukat megtartjak (5. abra).

Védekezé mechanizmusok a vizhidany okozta
stresszel szemben a vegetativ szovetekben

/\

ElKkeriilik a stresszt Toleraliak a stresszt
A teljes kiszaradas Fenntartjak az optimalis . ,\A, o,
pusztulashoz vezet vizpotencialt a kornyezettel Kiszaradastiirés
szemben Koveti a vizpotencialjuk a

e O\ o

Szarazsag elkeriilése Szarazsagtiirés Meérsékelt kiszaradastirck — Valodi kiszaradastiirés
Védekez6 megoldasok, Lassu a vizvesztés, a dehidratacid A kornyezettel parhuzamos
ozmotikus kiegyenlités a turgor alatt kapcsoljak be védekezo sebességli, gyors vizvesztés, a
fenntartasaban, igy fenntarthato mechanizmusaikat rehidratacié folyaman
az életmiikddés vizhiany esetén kapcsoljak be a javitd
(pl.: sivatagi 6rokzoldek) mechanizmusukat
Menekiilés Kitérés (pl.: kiszaradéstiird mohak)

Alvo periodusok/rovid
életciklus
(pl.: efemerofitak)

Csokkenteni a vizveszteséget,
novelni a megorzott viz

(pl.: szukkulensek)

Poikiloklorofill Homoioklorofill

mennyiségét A kiszaradas alatt elveszti ~ Megtartja a klorofilt a

klorofilljat kiszaradas alatt

(pl.:Xerophyta scabrida) (pl.: Craterostigma

plantagineum)

— I _/

A mérsékelt vizhiany okozta stresszt tulélik

A jelent6s mértéki vizhiany okozta stresszt tilélik

5. abra A novények altal alkalmazott mechanizmusok csoportositasa a vizhiany okozta stressz esetén (Forras:

Mundree és mtsai., 2002)
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Itt érdemes megjegyezni, hogy a homoiklorofill ndvények sem egyforma mértékben
Orzik meg klorofilljukat. Markovska ¢és munkatarsai (1994) nem taldltak szignifikans
kiilonbséget a kiszaradt és a hidratalt allapotd Haberlea rhodopensis és a Ramonda serbica
klorofilltartalmaban. A klorofilltartalom meg6érzésébdl eredé kovetkezmények kezelésére a R.
serbica két kiilonb6zé mechanizmust hasznal. Az egyik esetben a CO, asszimilaciot
korlatozza a novény a sztoma sejtek bezdarasaval, aminek kovetkezménye, hogy a
protonkoncentracid megnovekszik és a kialakuld alacsony pH szignalként beinditja a
violaxantinbol zeaxantinna valo atalakulast ¢s a nem-fotokémiai fluoreszencia kioltas (non-
photochemical quenching — NPQ) mechanizmusat. Ez fontos szerepet jatszik a gerjesztési
energia hé formajaban torténd elvezetésben (Degl’Innocenti és mtsai., 2008). A masik
mechanizmus, ami a nagyon alacsony relativ viztartalom mellett indul be, az a luteinen
keresztiil kialakuld klorofil tripletek megjelenése. Ez megakadélyozza a rekativ oxigéngyokok
keletkezését, amit a Boea hygroscopica esetében bizonyitottak (Navari-1zzo és mtsai., 1994).
A fentebbiekkel szemben Drazic és mtsai. (1999) azt tapasztaltdk, hogy a R. nathaliae
iiveghazi korilmények kozott klorofill tartalméanak 20 %-at, mig természetes koriilmények
kozott 70 %-at elveszitette. A Myrothamnus flabellifolia thilakoid szerkezetét megdrzi, de
klorofill tartalmanak 50 %-at elveszti (Farrant és mtsai., 1999).

A kiszaradas mértékére jellemzoO, hogy a szovetek eredeti viztartalmuk 70-95 %-at
elveszitik (Pessin, 1924; Child, 1960; Oppenheimer ¢és Halevy, 1962; Kappen, 1964; Stuart,
1968; Gaff és Churchill, 1976; Reynolds és Bewley, 1993). Ilyen kiszaradt allapotban az
ujjacledd novények évekig életképes allapotban maradnak. Gaff (1977) 37 zérvatermd
kiszaradastiird fajt vizsgalt meg és azt talalta, hogy valamennyi faj talélte a 3,5 év kiszaradt
allapotban toltott 1dot, sot két faj, a Xerophyta squarrosa és a Craterostigma setifera, 100 %-
os talélést mutatott 5 év utan is.

Az es6 vagy a hajnali harmat hatdsidra a kiszaradt szovetek rehidratdlodnak. A
poikilohidrikus fajok wugyanolyan gyorsan, percek vagy orak alatt, elérik a teljes
hidrataltsagot, mint ahogy elveszitették. A zuzmok és a mohak altaldban 15 percen beliil
hidratalodnak, 1 6rdn beliil elkezdenek fotoszintetizalni €s alig 24 6ra mulva helyredll a teljes
fotoszintetikus aktivitas (Alpert €s Oechel, 1987; Csintalan és mtsai, 1998, 1999). A
harasztoknak és a zarvatermoknek legalabb 12 6ra sziikséges a rehidratdcidhoz és néhany nap
a fotoszintézis teljes helyreallasdhoz, azonban a Craterostigma plantagineumnak mar 2-3 6ra
is elegendd (6. abra). A leglassabban a poikiloklorofill ndévények regenerdlédnak. A
Xerophyta scabrida kiszéaradt leveleinek rehidratacidja utan 10-12 draval megkezdddik a

tilakoid membranok helyreallitasa és a klorofill szintetizalodas is beindul. A fotoszintetikus
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apparatus Ujraszervezése a rehidraticid6 megkezdése utan 72 oraval befejezédik. A
fotoszintetikus aktivitds is hozzavetdlegesen abban az idében all helyre (Tuba ¢és mtsai.,

1993).

6. abra A Craterostigma plantagineum a mérsékelten kiszaradastiird novényekhez tartozik, ennek
megfeleléen csak a fokozatos kiszaradast képes t0lélni. Laborkoriilmények kozott a
szobahdmérsékleten tomegallandosagig torténd kiszaradas 2 hét alatt ment végbe (A, B, C). A
rehidratacié mar 2 6raval az 6nt6zés utan megindult (D), 2 nappal kés6bb pedig mar hajtasndvekedést
tapasztaltunk (E).
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2.1.5.1.  Sériilések a kiszaradas és az ujranedvesedés alatt

A viz kritikus fontossagu, alapvetd alkotoeleme valamennyi €l61énynek, igy elvesztése
a kiszaradds soran jelentds fizikai és fiziologiai valtozasokat eredményez. A kiszaradas
szamos cellularis és szubcellularis stresszt eredményez:
- -1,5 és -3 MPa vizpotencial értéknél megsziinik a turgornyomas, kb. 50-100
% relativ viztartalom mellett (Iljin, 1957; Vertucci és Farrant, 1995).

- -3 és -11 MPa vizpotencial értéknél (25-45 % relativ viztartalom) a
szabdlyozatlan  metabolikus  folyamatok  kovetkeztében  megjelend
szabadgyokok okoznak oxidativ stresszt (Hendry, 1993; Smirnoff, 1993;
Vertucci €s Farrant, 1995; Navari-Izzo és mtsai., 1997).

- -150 MPa-nal kisebb vizpotencidl értéknél (10 %-nal kisebb relativ
viztartalom) destabilizdlodnak, dezintegalédnak a makromolekulédk (Leopold
¢és Vertucci, 1986, Crowe és mtsai., 1992; Vertucci ¢s Farrant, 1995).

A kiszaradas soran, amikor a vizpotencidl a -3 és -4 MPa értéket eléri, a
fotoszintetikus rendszer hatékonysaga csokkenni kezd (Smirnoff, 1993; Csintalan és mtsai.,
1998, 1999). A fotoszintetikus elektrontranszport rendszer a kiszaradds soran viszonylag
koran ledll, azonban a fotoszintetikus pigmentek még tovabbra is elnyelik a fényenergiat,
aminek eredményeként bekovetkezik a fotooxidativ stressz, ami szabad gyokok
keletkezésével jar.

A vizvesztés a sejtek térfogatanak csokkenésével is egyiitt jar, azonban a sejtfal kisebb
mértékben huzodik O0ssze mint a protoplazma, igy a sejthartya elvalik a sejtfaltol, ami
sériiléseket eredményezhet.

A sejtorganellumok esetében is megfigyelhetd karosodas. A mitokondriumok kettds
membranja szerkeztileg degradalodik (Bewley és Krochko, 1982), ennek foka azonban nem
figg a kiszaradas mértékétdl. Az organellumok 24 oran belill visszanyerték normal
struktarajukat.

A rehidratacio soran a legnagyobb veszélyt az oldott ionok kidramlasa jelenti. Az ion
eflux a sejtmembran karosodasanak csak tiinete, nem pedig oka (Levitt, 1980). Nagy
mennyiségli vizvesztés mellett a kinetika ¢s a membrankomponensek strukturalis
visszaallitasanak mértéke fontos paraméterek a kiszaradastiirés vizsgalatdban. Amikor
hipoozmotikus kezelésnek vetették ala a kiszaradasra érzékeny ¢€s kiszaradastiird fajokat, az
oldott anyag vesztés kisebb volt az 0jjaéledd ndvényekben és nagyobb a szarazsagra érzékeny

fajoknal (Schwab, 1986). A rehidratacid alatti membran permeabilitads valtozas molekularis
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alapjai ma még nem ismertek. Spickett és mtsai. (1992) dehidratalt kukorica gyokércsucs
sejtek *'P-NMR vizsgalatat végezték el. A kiszaradas alatt szervetlen foszfat és foszfokolin
novekedését észlelték. Az utobbit a vizvesztés okozta membran karosodassal magyaraztak.
Emellett a gyokérsejtek citoplazmajanak dtmeneti lagosodasat tapasztaltak. Hasonlo kisérletet
végeztek Chamaegigas intrepidus novénnyel, amelynél nagymértékii vizvesztést kovetden a
szervetlen foszfat és foszfokolin szint nem valtozott (Schiller és mtsai., 1997) jelezve, hogy
membranja erdteljesen védett.

A kiszaradas és az jranedvesedés soran bekdvetkezd szamos probléma lekiizdése a
kiszaradastiiré élolények méretét is korlatozza. Jelenleg nem ismert olyan kiszaradastiiré allat,
amely 5 mm-nél nagyobb. A névények koziil a fas szard Myrothamnus flabellifolius 3 m-es
magassaga a hatar, mivel a gyokérnyomds és kapillaris hatds a xylémben megszakadt

vizoszlopot a rehidratacid alatt ennél magasabbra nem képes visszaallitani (Alpert, 2006).

2.1.5.2. A védekezés és javitas mechanizmusai

Morfologiai, anatomiai valtozasok

A kisszaradas tuléléséhez az 1jjadéledd ndvényekben szdmos morfologiai ¢és
sejtszerkezeti valtozas zajlik le. Kiszaradas hatasara a levél Osszezsugorodik a kisebb
parologtato feliilet kialakitasa végett. A levélzsugorodasban jelentds kiilonbség tapasztalhato
az 0jjacledd novények szaraz levelei €s a szarazsagra érzékeny novények levelei kozott. A
Craterostigma levelének feliilete kevesebb mint 15 %-ara csokken, ha a ndvény viztartalma
az eredeti érték 5 %-ara redukalodik (5. abra). Ezzel szemben a dohany esetében, ha a
viztartalom csokkenés ugyanekkora, a levélfeliilet csak 50 %-ra zsugorodik Ossze. Az
Ujjacledd novények, mint a Ceterach és Craterostigma hervadt leveleinek csokkent mérete
epidermisziik intenziv rdncosoddsaval magyardzhatdo, amit az elektronmikroszkdpos
vizsgalatok alatamasztanak. A kiszaradas ideje alatt a sejt 6sszehizodasa a plazmamembran
¢s a sejtfal kozotti citoplazma hidak kialakuldsat eredményezi. Ezt a jelenséget ,,cytorrhysis”-
nek nevezik. A kutikula erdteljes rancosodasakor ez a jelenség nélkiilozhetetlen a sejtstruktira
funkcionalis megérzéséhez, a plazmodezmalis kapcsolat megdvasahoz. Azokndl a fajoknal,
amelyek kiszaradas esetén kiterjedt plazmolizist mutatnak, de nem alakitanak ki citoplazma

hidakat a plazmamembran ¢és a sejtfal kozott, a plazmodezmalis haldzat visszafordithatatlanul

21



megszakad. A nagymértékben megrongalddott szovetek a rehidrataciot nem €lik tal, hacsak
mas mechanizmus nem biztositja a kiszaradastiirést (Hartung és mtsai., 1998).

Az 0jjééledd novények sejtfala szdrazsdg esetén nagymértékben flexibilissé valik. A
harmonikaszerii 6sszehuzdodas valosziniileg a szokatlan nyomas/térfogat ardny miatt alakul ki
ezekben a fajokban. Amint a szdvet kiszarad, a vakuolumok &sszehuzddnak, a sejtfal
Osszerancolodik, megelozve, hogy a sejtfal és a plazmalemma kozott tulzott fesziiltség
alakuljon ki (Sherwin és mtsai., 1995). A sejtfalak rugalmassd valasaban az ugynevezett
»expanzin”-ok jatszhatnak fOszerepet (Jones és McQueen-Mason, 2004). A sejtfal magas
relativ viztartalom mellett meglehetésen rideg allapotu, alacsonyabb relativ viztartalomnal
rugalmassa valik. A sejtfal jelentds O0sszehuzodasa nemcsak a kiszaradastiirdé novényeknél
figyelhetd6 meg, hanem specializalt sejtekben is, mint példdul a kiszaraddsra érzékeny
Peperomia fajok hydrenchyma sejtjeiben. A hydrenchyma sejtek viztaroloként miikddnek.
Vizvesztéskor a klorenchyma sejtek visszatartjdk a vizet, mikdzben a hydrenchyma sejtek
Osszezsugorodnak, de ha a hidrataltsagi allapot gy engedi, hirtelen kifesziilnek (Schmidt és
Kaiser, 1987).

A morfoldgiai valtozasok tipusat a vizvesztés sebessége is befolyasolja. Korabbi
vizsgélatokban a mérsékelt kiszaradastlirés ,stratégiajat” alkalmazo, Ggynevezett
homoiohidrikus ndvényeknél bizonyitottak, hogy a sejtfal Osszehajtogatddasa, redézddése
fontos szerepet jatszik a mechanikai sériilések elkeriilésében (Vicré és mtsai., 1999; Farrant
2000). Craterostigma wilmsii-vel végzett kisérletekben gyorsan (20 6ranal kevesebb 1do6 alatt)
és a természetest megkozelitd sebességgel (8 nap latt) szaritottdk ki a novényeket. Azt
tapasztaltak, hogy akkor jelent meg eldszor a sejtfak Osszehajtogatddasa, amikor 50 % alé
esett a relativ viztartalom, maximumat pedig 40-25 %-os értéknél érte el. A gyorsan
kiszaritott novényeknél sériilések keletkeztek a sejtfalon és a sejtek belsd strukturija sok
esetben felismerhetetlenné valt. Azonban meglepd modon képesek voltak talélni, ha a gyorsan
kiszaradt névényeknél nem volt nagyfoku a sériilés. Tovabbi vizsgalatok soran a rehidratacios
oldatba distamycin A-t vagy cyclohexamid-ot (transzkripcios €s transzlacios inhibitortok)
adagoltak. A gyorsan kiszaritott ndvények nem ¢élték tul az ilyen rehidrataciot, mig a kontroll
csoportban, ahol csak vizet hasznaltak a rehidratacidhoz taléltek. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a C. wilmsii esetében is mikodhetnek ugyanazok a javitd
mechanizmusok, mint a poikilohidrikus fajoknal (7. abra) (Cooper és Farrant, 2002).

Megjegyzendd, hogy egy novényen beliil is eltérd szintli lehet a kiszaradastlirés
mértéke. Eragrostis ninidensis-sel végzett kisérletek azt bizonyitottdk, hogy sem a fiatal

hajtasok sem a kiilso érett levelek nem kiszaradastliroek, mig a magok és az érett belsd
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levelek azok (Vander Willigen és mitsai., 2003). C. plantagineum esetében a gyokerek
onmagukban is képesek voltak tilélni a kiszaradast levelek nélkiil (Norwood és mtsai., 2003),
mig a hidratalt allapotth Boea hygrometrica ndvényrdl levalasztott levelek ugyancsak talélték

¢s rehidratalodtak a két napos kiszaritas utan (Jiang és mtsai., 2007).

7.abra (A) Craterostigma wilmsii hidratalt mezofillum sejtjei. A sejtet egy nagy vakuolum uralja, a
sejtalkotd kloroplasztizsok és a citoplazma a belsé oldalfalhoz szorul. (B) A 40-25 % relativ
viztartalmu, lassan kiszaradt C. wilmsii mezofillum sejt. Sok kisebb vacuolum és az
Osszehajtogatodott sejtfal figyelhetd meg. (C) A 40-25 % relativ viztartalmu, gyorsan kiszaradt C.
wilmsii sériilt mezofillum sejtjei. A sejtmembran teljesen tonkrement, amit a nyilak mutatnak. (D) A
40-25 % relativ viztartalmu, gyorsan kiszaradt C. wilmsii sériilésmentes mezofillum sejtjei, amelyek
ugyanugy néznek ki, mint a lassan kiszaradt novényeknél: nagyfoku sejtfal red6zottség €s tobbfelé
szeparalodott kozponti vakuolum. (E) A gyorsan kiszaradt C. wilmsii teljesen kiszaradt mezofillum
sejtjei, amelyek szintén ugyantgy néznek ki, mint a lassan kiszaradt névényeknél: nagyfoku sejtfal
red6zottség és tobbfelé szeparalodott kozponti vakuolum. (D) A gyorsan kiszaradt C. wilmsii teljesen
kiszaradt sériilt mezofillum sejtjei, amelyekben szinte teljes mértékben visszahtizodott a sejthartya a
sejtfaltol. Jelmagyarazat: ¢ — kloroplasztisz; v — vakuolum; w — sejtfal. (Forras: Cooper és Farrant,
2002) 23



Az abszcizinsav (ABA), mint a védekezés jelatviteli szigndalja

Az 1jjaéledd novények kiszaradastiirésében az abszcizinsav fontos szerepet jatszik,
elsdsorban a jelatvitelben, azonban egyenlére még kevés informacioval rendelkeziink a pontos
hatasmechanizmusat illetéen. A ndvények egy csoportjanal (Vellozia tubuliflora, Borya
nitida, Xerophyta dasyrioides) két- haromszoros mennyiségii ABA halmozodik fel a levélben
egy kiszaradasi periodust kovetden. Ha a levél vizvesztése tulsdgosan gyorsan kovetkezik be,
akkor az ABA-szint nem ndvekszik, és igy a levél képtelen talélni a kiszaradast (Gaff és
Loveys, 1984).

Néhany fajban négy-, 6tszoros ABA felhalmozddas figyelhetd meg. A poikilohidrikus
Sporobolus stapfianus esetében tobb adat all rendelkezésilinkre az abszcizinsavat illetden. A
leghatarozottabb ABA-szint emelkedés a sértetlen ndvény hajtasdban fordul eld,
hozzéavetdlegesen tizszeres mennyiség. Megnyult levelekben csak kétszeres volt az ABA
novekedés. A gyokérben gyenge valasz mutatkozott a kiszaradasra, a bels6 ABA-tartalom
két-, haromszorosara emelkedett. A levalasztott szervek gyengén reagaltak a kiszaradasra.
Osszegezve elmondhatd, hogy a S. stapfianus-ban az ABA nem gyokér-hajtas stressz
szignalként miikodik, hanem valdjaban a levelekbdl szarmazik. Az ABA felhalmozddast csak
sértetlen novény levelében tudjuk vizsgalni, mivel a levél a szignalt a hajtas mas részébol
kapja (Hartung és mtsai., 1998). Gaft szerint el kell érni a dehidratacid kiiszobét (10 %-os
vizvesztés), hogy az ABA képzddés nodvekedjen. Craterostigma plantagineum héarom-,
hatszoros mennyiséget halmoz fel abszcizinsavbol, a dehidratici6 mértékétdl és
koriilményeitdl fliiggden. Csak két masik poikilohidrikus ndvény, a Craterostigma
lanceolatum ¢és a Chamaegigas intrepidus noveli az ABA tartalmat 20-30-szoros
mennyiségre, amikor kiszarad. A mezofitikus novényektdl eltéréen az ABA—konjugatumok
mennyisége szdmos Ujja¢ledd fajban nagy. A szabad és a kotott ABA aranya 1:2, de a legtobb
esetben 1 alatti. Az ABA—konjugatumok jelenléte a szovetek stresszeltségének indikatora
(Weiler 1980).

Az abszcizinsavnak, mint szigndl transzdukciés molekulanak sok, kifejezetten
kiszaradastiir6 ndvényekben azonositott gén aktivaldsaban van szerepe. A C. plantagineumbdl
azonositottak akvaporin géneket: Cp-PIPa, Cp-PIPb, Cp-PIPc és Cp-TIP (Mariaux ¢s mtsai.,
1998); LEA-szeri fehérjéket kodold géncsaladot: CDeT11-24 (Velasco és mtsai., 1998); a
kiszaradas korai szakaszaban a kloroplasztiszok ujraszerelésében szerepet jatszo gént: CpPTP
(Phillips és mtsai., 2002); a szallitbedénynyalabok specialis védekezésében miikddd gént:

CpEdi-9 (Rodrigo és mtsai., 2004); a LEA fehérjék 4. csoportjaba tartozé gént: CpC2 (Ditzer
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¢s Bartels, 2006); transzkripcios szabalyozé gént: CpHB-7 (Deng és mtsai., 2006), amelyek
mindegyike ABA indukalhatd. Xerophyta viscosa-bol is azonositottak két ABA indukalhato
gént: 1) XvPerl, amelynek szerepe a sejtmagon beliili DNS védelemeben lehet az oxidativ
sériilésekkel szemben (Mowla és mtsai., 2002); 2) XVSAPI, amelynek a vizhidny sordn a
membran stabilizalasdban van szerepe (Garwe és mtsai., 2003).

Ezzel parhuzamosan a kiszaradas alatt olyan gének is aktivizaldédtak, amelyek ABA
hatasara nem indukalodtak. Ez azt erdsiti, hogy az ABA-t6l fiiggetlen jelatviteli utak is
miikodnek a C. plantagineumban (Frank és mtsai., 2000). Tovabba az abszcizinsavnak sok
olyan hatésa is van, amelyek nem kifejezetten a kiszaradastiiréssel kapcsolatosak. Példaul sejt
ciklus gatldé (Wang ¢és mtsai., 1998); szabdlyozza a sztoéma sejtek mozgéasat (Wilkinson és
mtsai., 2002); novekedés gatld (Farnsworth, 2004); szerepet jatszik a ndvény-koérokozd

kapcsolatban (Mauch-Mani és Mauch, 2005).

Oxidativ stressztermékek detoxifikacioja

A fotoszintetizald szdvetek tulzott fényabszorpcidja reaktiv oxigéngyokok
keletkezését idézi elé (Hideg, 1996), amely fokozza a membranfehérjék ¢és lipidek
egyszerien elbontja fotoszintetizalo rendszerét, igy nincs lehetdség a karos fényabszorpciora,
kovetkezésképp nem keletkeznek szabadgyokok ebbdl a forrasbol. A masik lehetdség, hogy
az ujjac¢ledd nodvényekben hatékonyabb az antioxidans védekezd rendszer (glutation,
aszkorbatok, tokoferolok) ¢és aktivabbak a szabadgyok semlegesité enzimek (SOD -
szuperoxid dizmutdz, AP — aszkorbat peroxidaz, GR — glutation reduktaz, katalazok)(Kranner
és Birtic, 2005). A kiszaradastiiré Sporobolus stapfianus a kiszéradas folyaman noveli a GR
mig az AP aktivitds azonos szinten marad, mikozben gluthationt akkumulal (Sgherri és mtsai.,
1994) Szintén glutathiont halmoz fel a kiszaradas alatt a Myrothamnus flabellifolia és a Boea
hygrometrica (Kranner és mtsai., 2002; Jiang és mtsai., 2007). A Xerophyta viscosa AP ¢és
SOD aktivitasa novekszik kiszaradaskor, de a GR aktivitas valtozatlan marad. A
Craterostigma wilmisii AP aktivitasa a kiszaradas alatt emelkedik, mig a SOD ¢és GR aktivitas
a rehidrataci6 alatt emelkedik folyamatosan (Sherwin ¢és Farrant, 1998). A Haberlea
rhodopensis vizsgalat azt mutatta, hogy a SOD ¢és peroxidaz szintjének valtozasa a
kiszaradasra nagyon gyorsan végbemegy, de a novény fejlettségi allapota ezt befolyasolja

(Yahubyan és mtsai., 2009).
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Az oxidativ steresszhatdsok kivédésében kritikus szerepet jatszo glutationnak —
hasonldan az abszcizin savhoz — a sejtekben mas funkcidja is van, mint példaul kén raktarozas
¢s szaéllitas, szabalyozza az enzim aktivitast, transzkripciot, transzlaciot, nehézfém megkoto,

stb. (Grill és mtsai., 2001).

Cukrok szerepe a védekezésben

A novények ozmotikus egyensulyanak fenntartasaban kulcsszerepiik van az egyszerii
cukroknak. A kiszaradds soran ezek az anyagok a viz helyettesitésével stabilizaljak a
membranokat és makromolekulakat.

Az alacsonyabb rendli nOvényi szervezeteknél, gombdkndl, éleszténél ¢és
baktériumoknal a kiszaradastiirésben a kozponti szerepet egy diszacharid, a trehaloz jatsza
(Leprince és mtsai., 1993). Infravords spektroszkopids vizsgalatokkal meghatdroztak a
trehaldéz hatasmechanizmusat, miszerint ez a molekula a sajat hidroxil-csoportjai és a
fehérjékben 1évo polaris gyokok kozott 1étesit H-kotéseket (Crowe €s mtsai., 1992), mintegy
helyettesitve az elparologtatott vizet.

In vitro a szarkoplazmatikus retikulum membranjanak kiszaradasa és rehidratacidja
eredményezi (Crowe és mtsai.,, 1983). Amikor azonban a kiszaradastiiré €16 szervezetben
megfeleld koncentracidoban trehaldz volt jelen, a miikddd vezikulumok megmaradtak és a
Ca®" transzport is zavartalanul miikodott tovabb. A trehaléz altalaban nem fordul el6
novényekben. Harom ujjééledd novényfajban mutattak ki trehaldoz felhalmozodast: a
Selaginella lepidophylla-ban (Adams ¢és mtsai., 1990), a Myrothamnus flabellifolius-ban
(Bianchi és mtsai., 1993; Drennan és mtsai., 1993) és a Sporobolus stapfianus-ban (Albini és
mtsai., 1994).

Mas ujja¢ledé novények nem trehaldzt akkumulalnak, hanem az eltéré szénhidrat
anyagcser¢jilkbdl fakadoan mas anyagot mozgositanak. Az e témdban legjobban
tanulmanyozott Craterostigma plantagineum szachar6z szintdz enzim aktivitdsa a
dehidratacids és rehidratacios allapotnak megfeleléen folyamatosan valtozik (Kleines és
mtsai., 1999). Azonban a C. plantagineum nem szacharézt akumuldl hanem normalis
viztartalom (hidratalt allapotban) mellett egy ritkan eléfordulé monoszacharidot, a nyolc
szénatomos 2-oktulozt tartalmazza, mely szdrazanyaganak 50 %-at teszi ki. A 2-oktulozt
vizvesztés esetén a ndvény gyorsan lebontja és szachardzz4 alakitja at (Scott, 2000; Norwood

¢s mtsai., 2000). Ha ismét megfeleld0 mennyiségli vizhez jut a ndvény, akkor a szachardz
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visszaalakul 2-oktuldzza. Kiszaradas esetén, amikor a sejtek nagy mennyiségli vizet
veszitenek, a szachar6z képes a kilépd viz helyére aramlani €s ott, a szaraz membranok fizikai
tulajdonsagait gy modositani, hogy azok teljesen hidratalt biomolekuldkhoz hasonlitanak
(Ingram ¢és Bartels, 1996). Ramonda ¢s Haberlea fajok esetében is megfigyelhetd a szahardz
szint emelkedés (Miiller és mtsai., 1997). A szachar6znak fontos szerepe van a membran és
fehérje strukturak stabilizaldsaban teljes kiszaradas esetén (Crowe és mtsai., 1987). Kisérletek
bizonyitjak, hogy a pollen (Hoekstra és mtsai., 1989) és embrio talélés (Black és mtsai., 1996)
nagy mennyiségli szachar6z akkumulécioval 4ll korrelacioban.

Strauss ¢és Hauser (1986) a szachar6z védelmi miikodésének vizsgalatdhoz az
eurépium iont (Eu’") hasznaltak. Foszfatidilkolin vezikuldk és szachardz preparatuméhoz
europium iont adtak. Hiitve széritds sordan eurdpium iont juttattak a rendszerbe, aminek
hatdsdra a szachar6zzal stabilizalt liposzomak stabilitdsa csokkent. A szacharéz és az
eurépium ion a foszfolipidek foszfat csoportjaihoz kompetitiven kapcsolddtak. A végséd
kovetkeztetés szerint a szachardz valdszinlileg a szdraz membranban a foszfat csoportok
kozott alakit ki kotéseket.

A szachar6éz védd hatdsat a raffin6z jelenléte erdsiti, amely megel6zi a cukor
kikristalyosodasat és lehetdvé teszi az un. biologiai liveg kialakuldsat (Koster, 1991; Lin és
Huang, 1994; Black és mitsai., 1996). Ezt erdsiti, hogy Xerophyta viscosa esetében mind
szahar6z, mind raffindéz akkumulaciot megfigyeltek (Peters és mtsai., 2007). A kiszaradas
alatti szachar6z kristalyosodast elkeriild hatékony szachardz/raffindz molaris arany kevesebb,
mint 20:1 (Lin és Huang, 1994). A bioldgiai iliveg tulajdonképpen tultelitett cukoroldat
(Koster, 1991), amely amorf, livegszerii tulajdonsagokkal rendelkezik. Ezt az livegszeri
format csirazoképes kukoricaszemekben is kimutattdk és azt is, hogy kapcsolatban van a
szemek életképességével (Williams és Leopold, 1989). A biologiai iliveg kialakitasaért
valdsziniileg a cukrok Osszetétele, nem pedig a mennyisége a felelds (Koster, 1991; Buitink és

Leprince, 2008).

Fehérjék szerepe a védekezésben

A kiszaradas tulélésében az egyszerli cukrok mellett a fehérjék jatszak a legfontosabb
szerepet. A fehérjék két csoportja valt ismerté, mint aktiv komponens a vizdeficitre adott
valaszreakcioban. Az egyik csoport a magok érési folyamatdnak tanulméanyozasakor
azonositott késdi embridgenezis fehérjék (late embryogenesis abundant — LEA — protein), a

masik csoport a hdsokk fehérjék (heat-shock proteins, HSPs).
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A magvak érési folyamataban az utols6 1€pés a vizvesztéssel jaré nyugalmi fazis
elérése. Ilyen nyugalmi fazisban 1év0 gyapot magokat tanulmanyozva irtak le eldszor a LEA
fehérjéket (Galau és Hughes, 1987), amelyek a teljes oldhatd fehérjetartalom 2 %-at, a nem-
raktarozott fehérjéknek pedig 30 %-at tették ki (Roberts és mtsai, 1993). Mara szamos LEA
fehérjét azonositottak, amelyeket szekvencialis hasonléosdguk miatt 6 csoportba osztottak
(Dure és mtsai., 1989; Ingram és Bartels, 1996; Cuming, 1999). A LEA fehérjék sejtes
védekezésben jatszott szerepét bizonyitotta az a kisérlet, amikor az arpabol szdrmazo 3-as lea
csoportba tartozd HVAI génnel transzformaltak rizst és azt tapasztaltdk, hogy a konstitutiven
expresszald gén novelte a vizhidnnyal és sostresszel szembeni toleranciat (Xu és mtsai.,
1996). A LEA fehérjék szintézise erdsen indukalt szinte valamennyi kiszaradastiiré novény
vegetativ szoveteiben a kiszaradas alatt (Bartels és mtsai, 1993; Blomstedt és mtsai, 1998;
Bartels, 1999). Craterostigma plantagineumbdl sikeriilt azonositani €s részlegesen jellemezni
az 5-6s LEA csoportba tartoz6 CDeT27-45, a 2-es csoportba (dehidrinek) tartoz6 CDeT6-19
(Michel és mtsai., 1994), a 4-es csoportba tartozé CpC2 (Ditzer és mtsai., 2001; Ditzer ¢és
Bartels, 2006) valamint a csoportba eddig nem sorolt LEA-szerti CDeT11-24 (Velasco ¢és
mtsai., 1998) és CpEdi-9 (Rodrigo és mtsai., 2004) géneket. A LEA fehérjék felfedezése ota
eltelt tobb mint 20 év alatt egyre gyarapodik szamuk ¢és a kiszdradashoz kapcsolt szerepiik is
egyértelmil bizonyitast nyert, azonban valddi funkciojukat a mai napig nem ismerjiik (Wise és
Tunnacliffe, 2004).

A hoésokk fehérjéknek 5 osztalyat kiilonitik el: Hsp90, Hsp70 (DnaK), GroEL, Hsp60,
Hspl100 (Clp) és sHSP-k (Wang ¢és mtsai.,, 2004). A ndvényekben taldlhaté kis hdésokk
fehérjéket (small HSP, sHSP) génszekvencidjuk hasonlésaga, immunologiai reakcidik és
intracellularis elhelyezkedésiik alapjan tovabbi 6 csoportba soroljak (Waters és mtsai., 1996).
A kiszaradas alatt a sHSP fehérjék fontos szerepet jatszanak a sejtes védekezésben. Sok
ndvényfaj éréd magvaiban felszaporodnak a kiszaradasakor (Vierling, 1991; Wehmeyer és
mtsai., 1996). Alamillo és mtsai. (1995) arr6l szamoltak be, hogy a sHSP-ek expresszidja
folyamatos a Craterostigma plantagineum vegetativ szoveteiben ¢és a kiszaradds soran
novekszik a felhalmozodasuk. A HSP-ek konstitutiv expresszidja vegetativ szdvetekben
szokatlan jelenség ¢és expressziés mintdzatuk a magokéhoz hasonlit. Jelentds szerepet
jatszanak a fehérjék hostabilizalasaban, elsdsorban membrankdtott fehérjék megvédésében
hatékonyak (Jinn és mtsai., 1993). Az élesztobdl szarmazo HSP12, ami nagyon hasonlit a
LEA fehérjékhez, képes a liposzoma membranok védelmére a kiszaradas idején, hasonldan a
trehal6zhoz (Sales és mtsai., 2000). Az organellumba transzportalodé6 HSP22 kimutathat6 volt

a kloroplasztisz grdnum membranjahoz asszociadlodva. Feltehetéen a fotoszintetikus
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reakciocentrumokat védik kiilonbozd stresszhatasok és fotoinhibicid sordn (Adamska és
Kloppstech, 1991). In vitro kisérletek bizonyitjak, hogy a sHSP-ek nemcsak passziv
védofunkciot latnak el, hanem molekuléris chaperone-ként is mitkddnek. Az olyan segitd
fehérjéket, amelyek a fehérjeszintézis €s a fehérjetranszport korrekt menetéhez sziikségesek,
de maguk nem részei a végs6 komplexnek, molekularis chaperone-oknak nevezték el (Ellis,
1990). A feltekeredd fehérjére vonatkozd sztérikus informacdt nem hordoznak. Alapvetd
feladatuk, hogy az 0sszerendezddési folyamatok sordn az energetikailag viszonylag stabil, de
inkorrekt konformdaciok kialakulasanak valdszinliségét a minimumra csokkentsék, azaz a
fehérjéket megovjak a hidrofob oldallancok altal megvaldsuld irreverzibilis denaturaciotol.
Hasonloan a LEA fehérjékhez a HSP fehérjék funkcioit is sokan vizsgaltdk a mai napig, de a
pontos szerepiik még felderitésre var (Kalemba és Pukacka, 2007).

Az 1jjaéledd novények kiszaradasa soran szdmos mas fehérjét is azonositottak, de
szerepliik még nem tisztazott a kiszaradastlirésben (Kuang és mtsai, 1995; Ingram és Bartels,
1996; Blomstedt és mtsai, 1998; Bockel és mtsai, 1998; Neale ¢s mtsai, 2000).

A kiszaradéas alatt nem csak a védd fehérjék, illetve a fehérjéket védé anyagok
keletkezése része a védekezd mechanizmusnak, hanem foszforildciojuk is (Rohrig és mtsai.,
20006), illetve az Oket kodold gének expresszidjanak szabalyozdsa sRNS-eken keresztiil

(Phillips és misai., 2007).

2.1.6. A kiszaradastiirés kutatasaban alkalmazott megkozelitések

A kiszaradastlirés képességét sokféle iranybol igyekeznek felderiteni. A fonalférgek
kozil a Panagrolaimus superbus, mint modell rendszert hasznaljak az anhidrobiozis folyaméan
jelentkezd géncsendesités vizsgalatdban (Shannon ¢és mtsai., 2008). A medveallatkak
(Milnesium tardigradum) tojasokat rakva szaporodnak, amelyek kelési aranyat érettségi
allapotuktol fiiggden befolyasolja a kiszaradas (Schill és Fritz, 2008). A felnétt példanyok
¢lethosszat belsd oOrajuk szabja meg, a kiszaradt allapotban eltoltott id6 ugy tlinik nem
befolyasolja (Hengherr és mtsai., 2008). A kiszaradas alatti cukrok €s poliolok felhalmozasa
jatszik fontos szerepet egyes urovillasok (Cryptopygus antarcticus) tulélésben az anktartiszi
tél alatt (Elnitsky és mtsai., 2008).

A ndvényi szarazsagstressz €s kiszaradastiirés megismerésében harom kiilonbozo
stratégiat alkalmaznak: a.) vizsgaljak a stressz hatdsait az agrondmiailag jelentés ndvényeken,;

b.) kiszaradastlird rendszereket — magokat, 0jja¢ledd novényeket — tanulmanyoznak; c.)
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genetikai modellndvényekb6l mutansokat izoldlnak, majd 0Osszehasonlitd elemzéseket

végeznek (Ingram ¢€s Bartels, 1996).

2.1.6.1. Mezdgazdasagilag fontos novények

Az agrondmiailag jelentds novények esetében a kutatdsok azt a lehetdséget hasznaljak
ki, hogy az intenziv nemesités sordn létrejott fajtak a szarazsagtiirés kiilonbozd fokozataival
rendelkeznek. Ezek a fokozatbeli kiilonbségek vélhetéen megjelennek a szarazsagra adott
molekularis valaszokban is, amelyeket Osszehasonlitdo vizsgélatokban elemeznek ki. Az itt
megszerzett informéaciok mind a klasszikus, mind a molekularis ndvénynemesitésben
hasznosithatok. Emellett a szarazsagtiirésben mar azonositott gének bejuttathatok ezekbe a
ndvényekbe és ott élettani szerepiik tovabb vizsgdlhatd. Késobb, ezek a transzgénikus
novények felhasznalhatok a szarzsagtiirés fokozasaban, mint nemesitési alapanyag (Ingram ¢és
Bartels, 1996).

Osszehasonlitd vizsgalatokat végeztek 9 kiilonbozd rizs hésokk génnel (OsHSP). A
gének expresszidja kiilonbozott az abiotikus stressz hatasokra és az ABA kezelésekben. Ebbol
egyértelmiien arra lehet kovetkeztetni, hogy kiilonb6zé szerepet toltenek be a stresszel
szembeni reakciokban (Zou és mtsai., 2009). Ezzel szemben a rHsp90 gén expresszidjanak
fokoz6dasat egyarant megfigyelték magas sokoncentracid, magas pH, magas hémérséklet és
szarazsag esetén. Ez alapjan kiilonb6z0 stresszahtdsokra ugyanaz a gén expresszidja erésodik
rizsben (Liu és mtsai., 2006). Szant6foldi koriilmények kozott még nem keriiltek kiprobalasra
szarazsagtiirésben szerepet jatszo génekkel transzformalt rizs nodvények, azonban
laboratoriumi  koriilmények kozott mind a LEA, mind a hdsokk géneket tartalmazo
transzgénikus novényeknek javult a szarazsagtlirésiik (Hu és mtsai., 2008; Sato és Yokoya,
2008; Wu és mtsai., 2009).

A 3 napnal nem iddsebb buza csirandvények kiszaradastliroek, mig gyokérzetiik és az
1d6sebb hajtasok nem. Ezt felhasznalva modell rendszert dolgoztak ki a kiszaradastlirés és
érzékenység vizsgalatara (Farrant és mtsai., 2004; Niedzwiedz-Siegien és mtsai., 2004).

Az abszcizin savra adott valasz reakcidok evolucios vizsgalatdban az 1-es csoportba
tartozd LEA gének expressziojat hasonlitottdk 6ssze moha és arpa novényekben (Kamisugi €s

Cuming, 2005).
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2.1.6.2. Kiszaradastiird rendszerek

A jelenlegi kutatasok alapvetden két kiszaradastiird rendszer vizsgalatara iranyulnak: a
magokéra és az 0jjaéledd novényekére.

A magok fejlodésének végso érési stddiuma a kiszaradassal jellemezhetd, ekkor a mag
a teljes viztartalmanak 90 %-t elvesziti és nem detektalhatd metabolizmust, alvd stddiumba
jut. Ez a kiszaradt allapot teszi lehetdvé a magvak szélsdséges kornyezeti feltételek melletti
tulélését és a széles elterjedést. Az embridban a kiszaradéstiirési képesség altalaban mar az
érés eldtt kialakul, de a csirdzas soran fokozatosan elvész. Szamos faj magjat felhasznaltdk
mRNS ¢és fehérje izolalasra, hogy Osszefiiggést talaljanak a kiszaradastiirés képességével. A
helyzet azonban meglehetdsen bonyolult, mert nehéz elkiiloniteni a kiszaradastiirést iranyitd
folyamatokat a fejlédés egyéb utjait irdnyitd folyamatoktol. A legnagyobb eredmény, hogy a
magok molekularis tanulmanyozésa soran azonositottak és leirtdk a fentebb mar emlitett LEA
fehérjéket (Ingram és Bartels, 1996).

Buza magok fejlédése soran 5 LEA gén expressziojanak valtozasat mérték kiszaradas,
hideg, s6 és ABA hatésara, valos idejli kvantitativ RT-PCR segitségével. A gének indukcids
szintje 8-100 000-szer nagyobb volt a normal allapothoz képest. Az 5 gén funkcidjanak
vizsgalatat transzgénikus ndvényekben tervezik elvégezni (Ali-Benali €s mtsai., 2005).

A magok érési folyamatanak szabalyozasahoz térben €s idOben a kiilonbozo jelatviteli
utak Osszehangolt egyiittmiikodésére van sziikség. Errdl az utdbbi idében szamos 11j ismeret
keletkezett (Gutierrez és mtsai., 2007), ugyanakkor az is kideriilt, hogy a magokban
raktarozott anyagok kiilonbozoek, igy feltételezhetden kiillonboznek a szabalyozé utak is az
egyes novényfajokban (Gutierrez és mtsai., 2006).

Az 1jjaéledd novények kiszaradastiird képességiikkel tiinnek ki a zarvatermdk korébol.
A Craterostigma plantagineum kifejlett egyedeit vizmentes koriilmények kozott tartva olyan
transzkripcids €s transzlacios szintli valtozasok kovetkeznek be (Bartels és mitsai., 1990),
amelyek lehetdvé teszik a kiszaradas elviselését. Ez a novény azzal az elényds tulajdonsaggal
rendelkezik, hogy mind a teljes ndvény, mind a dedifferencidlodott kallusz alkalmas a
kiszaradastiirés molekularis mechanizmusanak vizsgalatdhoz. A kallusz fazisban 1évd sejtek
elényds sajatossaga, hogy a bonyolult fejlodési folyamatoktdl mentesen vizsgalhatok,
szemben a magokkal vagy a kifejlett novényekkel.

Osszehasonlité kisérletekben vizsgaltak 4 0jjaéledd novényfaj (Craterostigma wilmsii,
Sporobolus stapfianus, Xerophyta humilis, Xerophyta schlecteri) szakitoszilardasganak

valtozasat a kiszaradas alatt. Kontrollnak kukorica és ludfii ndvényeket hasznaltak. A fajok
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szakitdszilardsaga kiillonbozoképpen valtozott a kiszaradas alatt, ami azt erdsiti, hogy az
ujjaéledod képességiiket mas-mas tton érik el (Hedderson és mtsai., 2009).

A kiszaradas alatti valtozasok egyik legkritikusabb pontja a névények fotoszintetizalo
rendszerének védelme, amit Tortula ruralis, Hymenophyllum wilsonii és H. tunbrigense,
Haberlea rhodopensis, illetve poikiloklorofill novényeknél vizsgaltak (Csintalan és mtsai.,

2000; Proctor, 2003; Georgieva és mtsai., 2007, 2008; Peeva és Cornic, 2009; Tuba, 2008).

2.1.6.3. Genetikai modellrendszerek

A kiszaradastlirés vizsgalatat mashonnan kozeliti meg a genetikai modellrendszerek
felallitasa. A fenti két stratégidhoz képest ebben az esetben részletes genetikai informacidkkal
rendelkeziink a modellnovényrdl vagy olyan molekuléris eszk6zdk allnak a rendelkezésiinkre,
amelyekkel ezek az informacidok megszerezhetdk.

Az utobbi néhany évben a molekularis technikak fejlodésével az emberi DNS teljes
szekvencidjanak megfejtése mellett szamos kultur- (pl.: rizs, kukorica) és modellnovény
(Arabidpsis thaliana) bazissorrendjének leirdsa is megkezdddott vagy mar be is fejezddott. A
szekvenciakon beliil azonban a gének lokalizalasa és funkcionalis analizise még hatra van. A
genetikai modellrendszerekben a tradiciondlis kutatdsi paradigma szerint egy funkciohoz
igyeksziink megkeresni a megfeleld gént. Ezt a megkozelitést elorefele halado (forward)
genetikanak nevezik. Ezzel szemben a visszafelé halado (reverse) genetika az adott géneknek
keresi a funkcidjat (Bouchez ¢s Hofte, 1998).

Az els6 teriilet, ahol az utobbi megkdzelitést sikeresen alkalmaztak az EST-k
(Expressed Sequense Tag) meghatirozasa volt. Az EST-ken a c¢DNS koényvtarakbol
kivélasztott klonok egyik vagy mindkét végének 300-500 bazisparos szekvenciajat értjiik. A
folyamatosan gyarapod6 EST gyiijtemény hasznalataval sok 0j gént sikeriilt azonositani
(Pereira, 2000). A kiszaradastliré Tortula ruralisb6l azonositott 152 EST (Wood ¢és mtsai.,
1999) vizsgalata soran kideriilt, hogy csak 30 %-uk mutat szignifikans homoldgiat a mar
eddig azonositott szekvenciakkal. Erdekes, hogy koziiliik néhany, olyan C. plantagineumbol
izolalt (Bockel és mitsai., 1998) génekkel mutatott hasonlosidgot, melyek funkcioja nem
ismert. Ezek a vizsgalatok aldtdmasztjak azt az elképzelést, hogy a kiszaradastiirésben egyedi
gének jatszanak fontos szerepet, €s egyben jelzik azt is, hogy 1ényeges kiilonbség van a valdodi

kiszaradastiird és a mérsékelten kiszaradastlird novények metabolizmusa kozott.
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Ujabb kutatasokban a rehidratacios folyamatot vizsgalva hoztak létre 5563 EST klasztert T.
ruralisbol, amelybdl 3321 (59,7 %) mutatott hasonlosdgot ismert szekvencidkkal, mig a
maradék 2242 ismeretlen. A 30 legnagyobb mennyiségben megjelend EST koziil 10 nem
mutat hasonldsagot ismert szekvencidkkal, mig 7 koziiliik LEA fehérjéket kodold génekkel
mutat hasonlosagot (Oliver és mtsai., 2004).

A jerikoi rézsan (Selaginella lepidophylla) végzett vizsgéalatokban 1046 EST-t irtak le.
Ebbol 212 (20,2 %) esetében olyan fehérjékkel mutat hasonlésdgot a szekvencia a
Uniprot/TrTEMBL adatbazisdban, amelyeknek csak vélt vagy feltételezett a funkcidja, de
pontosan nem ismert. Tovabbi 181 (17,3 %) esetben semmilyen hasonldsagot nem talaltak,
tehat Osszesen 393 (37,5 %) EST-t azonositottak, amely Uj vagy ismeretlen fehérjét kodol.
Osszehasonlitva a nem kiszaradastiird Selaginella moellendorffii EST szekvenciakkal azt
talaltak, hogy a S. lepidophylla szekvencidk 63 %-a egyedi, nincs hasonlosdg a S.
moellendorffiival (Iturriaga és mtsai., 2000).

A gének felfedezésében és funkciondlis analizisében a génmutaciokat létrehozod és
izolalo technikéknak, ezen beliil is az Agrobacterium tumefaciens segitségével 1étrehozott
inszercidknak és transzgénikus ndvényeknek jut kiemelten jelentds szerep. Az Agrobacterium
T-DNS-e (transzfer DNS) a ndvényi kromoszémak génjeibe integralodva inszercios
mutacidkat okozhat. A T-DNS-sel indukalt génmutaciok genetikai és molekularis azonositasa
egyszert, mivel a T-DNS domindns antibiotikum vagy herbicid rezisztenciagénjeinek, illetve
ismert DNS szekvencidinak segitségével az inszercids mutdcid kromoszomalis helyzete
kénnyen megéllapithato, illetve a muténs gén a ndvénybdl izolalhato.

Jelenleg az Arabidopsis thaliana reverz genetikai vizsgalatok kdzéppontjaban vannak
az ugynevezett T-DNS jelolt (T-DNA tagging) mutansok, amelyekbdl tobb mint 250000
vonal all a kutatok rendelkezésére. Ez a silirliség azt jelenti, hogy kb. 10 T-DNS beépiilés jut 1
génre (Daxinger és mtsai., 2008). Ezt a technikat sikerrel alkalmazzadk mas esetekben is, mint
példaul novénykoérokozd gombak (Meng és mtsai., 2007), vagy rizs (Peng és mtsai., 2005)
vizsgalatakor.

A gének szabalyoz6 elemeinek analizisében is segitségilinkre lehet a transzgénikus
technika, kiilonosen stresszindukalta promoéterek vizsgélatdnal. Olyan riportergéneket
kapcsolhatunk a promoterhez, melynek aktivitdsa konnyen és érzékenyen mérhetd. A
konstrukciot bejuttathatjuk ndvényekbe és ott a stresszhatdsokra adott valaszt a riportergén
aktivitdsan keresztiil tudjuk vizsgalni. Ezzel parhuzamosan konstitutiv promotereket
alkalmazva tultermeltethetéek a funkciondlisan vizsgaland6 gének fehérje termékei. Ezeket a

megkozelitéseket alkalmazva végezték el Craterostigma planatgineum, Xerophyta viscosa,
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Boea hygrometrica ndvényekbdl szarmazé gének funkciondlis analizisét (Deng és mtsai.,
2006; Villalobos és mtsai., 2004; Smith-Espinoza és mtsai., 2005, 2007; Kotchoni €és mtsai.,
2006; Garwe ¢€s mtsai., 2006; Liu és mtsai., 2009).

A novénybe ¢épitett T-DNS kifejezddésekor tapasztalhatd az uGgynevezett
géncsendesités (gene silencing) jelensége. Lényege, hogy ha egy erds konstitutiv promotert
hasznalunk a vizsgalni kivant gén megszolaltatasara, akkor a sejtben 1évO eredeti gén
represszalja a miikodését, ezt homoldgia fiiggd géncsendesitésnek (Homology Dependent
Gene Silencing, HDGS) hivjak. Ez egy 0j technologia arra, hogy a sejtben 1€évo6 eredeti gének
miikodését vizsgalni tudjuk. Az utébbi idében végzett kutatasok eredményeként létrejottek
olyan technikak, amelyek hatékonyan fel tudjdk hasznalni a géncsendesités jelenségét a
funkcionalis analizisben (Cazzonelli és Velten, 2004; 2006). Virus indukalta géncsendesitést
felhasznalva vizsgaltak foldimogyordban (Arachis hypogaea) a lea4 gének funkciojat
(Senthil-Kumar és Udayakumar, 2006).

Az elébb emlitett mddszerek a szensz/antiszensz technikakkal kiegésziilve lehetové
teszik genetikai modell rendszereken keresztiil, hogy kozelebbrél megismerjik a
kiszaradastlirésben szerepet jatsz6 géneket és molekuldris folyamatokat. Azonban az is
egyértelmiien latszik, hogy ezek a moddszerek egy stabilan, jol miikodd genetikai
transzformacios eljaras nélkiil nem alkalmazhatok. A transzformdacios eljarasok koziil
kiemelkedd jelentdsége van az Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett genetikai

modositasnak (8. abra).

Gének felfedezése Nagy skalaju expresszios
(Stressz-specifikus EST vizsgalatok (¢cDNA microarry,
gyljtemények, genom projektek) gene chips)

V

v

Kolcsonhatas vizsgalatok «
(yeast two-hybrid and in vitro binding)

4

Adatbanyaszat, bioinformatika

de ,arget crop sp

8. abra A stressztiiréssel kapcsolatos gének izoldlasa és funkcionalis analizise. A pirossal kiemelt
eljarasokban az A. tumefaciens kozvetitette genetikai transformacio jelentds szerepet jatszik
(forras: Cushman és Bohnert, 2000)
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2.1.7. A kiszéradastiir6 ndévények in vitro technikai

A kiszaradastiirés kutatasaban is, mint a legtobb kutatasban fontos, hogy a vizsgalatok
a lehetd legnagyobb kontroll mellett torténjenek meg. Ezzel lehet biztositani, hogy a kapott
eredmények valoban a feltett kérdésre adjanak valaszt, illetve megteremti az ismételhetdség
feltételeit. Novények esetében, mivel biologiai rendszerekrdl van szo, jelenleg a tokéletes
kontrollt nem lehet megoldani, de labor (in vitro) koriilmények kdzott nagyon sok valtozo
kornyezeti tényezot szabalyozotta lehet tenni, illetve a kisérletezés szempontjabol nagyon
fontos ismételhetdség megteremthetd.

A kiszaradastlird edényes novényeken eddig dontd tobbségében olyan leird jellegli
kutatasokat végeztek, amelyek nem igényeltek in vitro technikdkat. Mara azonban a
kiszaradastiirés funkcionalis analizise keriilt eltérbe, amit tobbek kozott a reverz genetikai
megkozelités megjelenése is tamogat (Toldi és mtsai., 2006, 2009; Moore és mtsai., 2009). A
funkcionalis analizis egyik nagyon fontos eleme a geneteikai transzformacid, amit miikodo
novény-sejt-novény rendszer és transzformacids eljaras birtokdban, azaz in vitro technikak
segitségével, lehet alkalmazni.

Az edényes novények koziil munkank kezdetekor a Craterostigma plantagineum
esetében volt csak egy leirds Agrobacterium tumefaciens kozvetitette transzformdacios
eljarasrol. Ezt Furini és munkatarsai publikaltdk 1994-ben. A moddszer 1ényege, hogy a steril
koriilmények kozott, MS taptalajon (Murashige és Skoog, 1962) nevelt névényekrdl 1 cm-nél
kisebb explantumokat izolaltak. Az explantumokat szike vagy dorzspapir segitségével
sebezték meg, ezt kovette a 20 perces Agrobacterium tumefacienssel torténd egyiittenyésztés.
A kalluszositas, majd novényregeneralas MSAR (Koncz és mtsai., 1990) taptalajon tortént
kiilonb6zé hormonok ¢és antibiotikumok felhasznalasaval. Az egyes 1épéseket az 1. tablazat
tartalmazza. A cikkben leirtak szerint az 1 cm-nél nagyobb explantumok hamar nekrotizaltak,
illetve olyan nagy mennyiségben bocsatottak ki magukbol fenolszdrmazékokat, hogy
antioxidans keveréket kellett a taptalajhoz adni. Az antioxiddns keverék 150 mg/l
aszkorbinsavat és 100 mgl/I citromsavat tartalmazott. A transzformacio bizonyitasdhoz a GUS
aktivitast hisztokémiai festéssel mérték, illetve Southern blot analizist hasznaltak. Ezt a
modszert hasznaltdk késobb a CDT-1 gén funkcionalis analizisében (Furini és mtsai., 1997).

A munkénk kezdetekor a cikkben leirtaknak megfeleléen probaltuk meg reprodukalni
az eljarast. Sajnos mar a kalluszositas sem sikeriilt, gyakorlatilag valamennyi explantum 1-2

hét alatt teljes egészében nekrotizalodott és elpusztult. Ezt kdvetden kezdtiink el kifejleszteni
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sajat modszeriinket, amivel hatékonyan lehet mikroszaporitani, szOvettenyészteni &s
transzformalni a C. plantagineumot. A kifejlesztett eljarast 2002-ben publikaltuk (Toldi és
mtsai., 2002).

Eljaras Taptalaj Ido Fény
levél explantum fertézése MSAR 20 perc sOtét
egyltt tenyésztés MSARI (MSAR ¢és 2 nap sotét
+ 2.0 mg/l IAA
+ 0.5 mg/l 2,4-D
+ 0.2 mg/l kin
+ 0.2 mg/1 9iP)
kallusz indukcio MSAR 10 nap fény*

+ 50 mg/l kanamycin®
(vagy 15 mg/l hygromycin®)
+ 500 mg/l cefotaxim®

kallusz fenntartas uva. mint a kallusz indukci6 | 3 hetente 0j | fény
esetében taptalajra
helyezés

hajtas differenciacio MSARI1a (MSAR ¢és 4-5 hét fény

+ 0.5 mg/l BAP
+ 0.1 mg/l NAA)

gyokereztetés MS 2-3 hét fény
ndvény fejléddés MS 2 hénap fény
edzés vizes homok, amely fél 10-15 nap fény
mennyiség MS sokat
tartalmazott

1. tablazat. A Craterostigma plantagineum transzformacioja soran alkalmazott eljarasok és taptalajok, az egyes
eljarasokhoz sziikséges id6 és fényviszonyok mellett. (Jelmagyarazat: (a) a kanamycin és
hygromycin koncentracié az in vitro tenyésztés alatt valtozatlan volt ; (b) minden 0j taptalajra valo
passzalas utan 100 mg/l-el csdkkent a koncentracidja ; (c) a fény intenzitasa 200 pE/m?/s volt.)

A késobbi kutatasokban felhasznalandé masik nénény, a Ramonda myconi esetében
nem voltak az irodalomban fellelhetdé adatok sem a mikroszaporitasaval, sem a
kutatocsoport altal C. plantagineum esetében kidolgozott eljarast vettiik alapul, amit késébb
tobbszor modositva sikeriilt in vitro koriilmények ko6z¢é bevonni a R. myconit. A
mikroszaporitassal és a szovettenyésztéssel kapcsolatos eredményeinket 2004-ben (To6th ¢és
mtsai., 2004), mig a genetikai transzformaciéval kapcsolatosakat 2006-ban (Toth és mtsai.,
2006) publikaltuk.

A kutatocsoport altal végzett munkdval parhuzamosan, illetve azt kdvetéen harom
kiszaradastiiré edényes novény in vitro modszerét publikaltak.

Az egyik a Haberlea rhodopensis, amelynek mikroszaporitasat és szovettenyésztést

Djilianov és munkatéarsai 2005-ben publikaltadk. A kisérletekben felhasznalt H. rhodopensis
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magokat a novény természetes €l6helyérdl gyljtotték. Felszinsterilizalds utan MS taptalajon
csiraztattadk a magokat, de késdbbi vizsgalatokban a WPM (Lloyd és mtsai., 1980) taptalaj
bizonyult a legjobbnak. A késObbiekben jol fejlett, érett leveleken tesztelték a
novényregeneraciot. Hormonmentes WPM tédptalajon direkt hajtds és gyokér képzddést
figyeltek meg. A fejlédé novénykék 1,5 honap alatt elérték az iiveghazi koriilmények kozé
valo kitiltetéshez sziikséges fejlettséget. A kisérletek azt valoszintisitik, hogy a WPM taptalaj
sikeressége abban rejlik, hogy 0sszsé koncetracidja kb. negyede az MS téaptalajnak. A
kiszaradastlird novények tdpanyagban nagyon szegény kornyezetben élnek, ezért feltehetden a
tapanyagban gazdag kornyezet gatolja fejlodésiiket.

A masik kiszaradastlird edényes novény a Lindernia brevidens, amelynek Agrobacterium
kozvetitette transzformacids modszerét Smith-Espinoza és munkatarsai 2007-ben publikaltak
(Smith-Espinoza és mtsai, 2007). A kisérletekben MS taptalajt hasznaltak, azonban gyokér
regenracidhoz megfelezték az MS taptalaj sotartalmat. A kallusz fazist kihagyva, a

levélexplantumokon direkt reneracioval indukaltak uj novényeket (9. abra).

9. abra Az Agrobacterium tumefaciens kozvetitette genetikai transzformdacid 1€pései Lindernia brevidens
esetében. (a) In vitro levélexplantumokon fejlédé novénykék. (b) A. tumefaciens egyiittenyésztés. (c)
Hygromycin alapt szelekcio ¢és hajtasregenracio. (d) Korai gyokeresedés, a nyil mutatja a
gyoOkérszerkezetet. (e) Transzgénikus ndvény kiiiltetése talajba. (f) A virdgzd L. brevidens.
Jelmagyarazat: a fehér csik 1 cm-t jelent. (Forras: Smith-Espinoza és mtsai, 2007)
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A genetikai transzformacids eljarasban eGFP (enhanced green fluorescent protein; Cormack
¢s mtsai.,, 1996) kodold gent hasznaltak. A transzformécid bizonyitasa tobbek kozott

konfokalis 1ézer mikroszkdp (confocal laser scanning microscopy) segitségével tortént meg

(10. ébra).

10. abra eGFP expresszio a transzgénikus Lindernia brevidens Lb2745proGFP vonalanak kiszaradt
szoveteiben. (a) A hidratalt levelekben alig mutathato ki eGFP expresszio. (b) A kiszaradast koveten a
sztoma zaro6 sejtekben vol megfigyelheté a eGFP expresszio. (c¢) és (d) A vad tipust névényekben sem
hidratalt, sem kiszaradt allapotban nem volt megfigyelhetd eGFP expresszio. Jelmagyarazat: a fehér
csik 50 pm. (Forras: Smith-Espinoza és mtsai, 2007)

A harmadik ndvény a Ramonda serbica, amelyet Sabovljevic és munkatarsainak 2008-
ban sikeriilt szovettenyészteni, mikroszaporitani. Tovabba sikeriilt protoplasztokat izolalni és

GFP konstrukcioval (Esch és mtsai., 2003), PEG segitségével transzformalni.
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2.2. Az Agrobacterium tumefaciens-re alapozott genetikai

transzformacios modszer

2.2.1. Az Agrobacterium torzsek, mint novényi korokozok

A Rhizobiaceae csaladba tartozd agrobaktériumok talajlakd, novénypatogén

baktériumok. Az Agrobacterium alcsaladba tobb, mezdgazdasagi szempontbol is fontos faj

tartozik. Az Agrobacterium rhizogenes hajszalgyokeriiséget okoz, az A. tumefaciens, az A.

rubi és az A. vitis tumorokat okoz a ndvények szaran. Az utobbi faj a sz616t betegiti meg, mig

a tobbi viszonylag széles gazdakorrel rendelkezik. A természetben eléforduld Agrobacterium

fajok koziil nem mindegyik patogén azaz avirulens, mert hidnyzik beldliikk a patogenitasért

felelos géneket hordozo tgynevezett tumorindukald (Ti) vagy hajszalgyokertiséget indukalo

(R1) plazmid.

Fridiano Cavara (1897) volt az elsd, aki azonositotta az A. vitist, mint a sz616

tumorképzddéséért felelés korokozojat (2. tablazat). Tiz évvel késobb leirjadk az A.

tumefaciens tumorindukalé hatdsat a margitviragon (Smith és Townsend, 1907), ma pedig

mar ismerjiik a C58-as torzs teljes genomjat (Goodner és mtsai., 2001).

Ev Felfedezés Hivatkozas
1853 Az els6 irasos beszamolo6 a novényeken képz6d6 tumorokrol. Fabre és Dunal
1897  Azonositottak az A. vitis-t, mint a sz616 tumorképz6 kdrokozojat. Cavara
1907 Azonositottak az A. fumefaciens-t, mint a margitvirdg tumorképz6 kérokozojat. Smith és Townsend
1947 Steril tumor szovetet tudtak hormonmentes taptalajon korlatlan ideig nveszteni. Ugy gondolték,

hogy a tumor sejteket az Agrobacterium-bol szarmazd tumor indukalo6 részecske (TIP, tumor- Braun
inducing principle) alakitotta at.
1956  Kizardlag a tumorszdvetben talalhatd, kis molekulasulyu (opinok) vegyiileteket azonositottak. Lioret
1971 Az A. tumefaciens 37 C°-on elveszti virulenciajat. Hamilton és Fall
A TIP képes atjutni a virulens és avirulens torzsek kozott. Kerr
1974 Az A. tumefaciens virulencia a Ti plazmid jelenlététdl fiigg. A TIP valésziniileg része a Ti plazmidnak. Zaenen és mtsai.
1977 A Tiplazmid T-DNS-e jelen van a tumor sejtek genomjaban: a T-DNS a TIP. Chilton és mtsai.
1980 Az opin elmélet: a transzformalt sejtek altal termelt opin biztositja a tilélést az Agrobacteriumnak. Guyon és mtsai.
1983 Az els A. tumefaciens kozvetitette genetikai transzformacioval el6allitott ndvény. Zambryski és mtsai|
1984 Az auxin ¢és citokinin taltermelésért felelés onkogéneket azonositjak. Klee és mtsai.
1985 A virdnirG két-komponensi jelatviteli rendszer azonositasa. Stachel és Zambryski
1986- Pontosabban megismerték a vir gének kodolta T-DNS transzfert, kiterjesztették az A. Zupan ¢és mtsai.
tumefaciens gazdakorét az egyszikiiekre is, megszekvenaltdk az 4. tumefaciens C58-as Gelvin
torzsének a teljes genomjat. Tzfira és Citovsky

crer

2003)
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2.2.2. Génatvitel az Agrobacterium-bol a gazdanovénybe

Természetes koriilmények kozott az A. tumefaciens fertézésének elsé fazisdban a
novények sériilésekor kibocsatott cukrokat, amindsavakat ¢és masodlagos ndvényi
anyagcseretermékeket — pl. a lignin bontasabol szdrmazé fenolszdrmazékokat —, mint kémiai
szignalokat ismerik fel a baktériumok és azok felé kezdenek el mozogni (Shaw, 1991). A
sérilt szovethez vandorolva megkezdik invaziojukat: a sejtfalhoz  tapadnak,
sejtaggregatumokat képeznek, majd celluloz fonalakat szintetizalva stabilan megkdtddnek a
sejtek felszinén (Binns és Thomashow, 1988). A gazdandvény sejtfelszinéhez kotddésért
szamos kromoszomalis gén felelds. Ezek kozil a chvA, chvB és pscA gének a sejtfelszini
poliszacharidok szintézisében résztvevo enzimeket kodolnak. Ezen gének mutans valtozatait
hordoz6 Agrobacterium térzsek nem képesek stabilan a ndvényi sejtfalhoz tapadni,
rezisztensek bizonyos fagokkal szemben, nem rendelkeznek a mozgast Dbiztositd
flagellumokkal ¢€s igy kevésbé virulensek.

A kromoszomalis gének mellett a fertdzésben legfontosabb szerepet a baktérium
tumorindukal6 (Ti) plazmidjan kodolt gének jatszdk. A Ti plazmid ugynevezett virulencia

A novényi szignalok érzékelésében és ennek tovabbitasaban a vird gén alapvetd
jelentdségii (Stachel és Zambryski, 1985). A vird gén egy ugynevezett membrankotott kémiai
receptort kodol, amelynek N-terminalis periplazmas és C-terminalis citoplazmas régioit egy
periplazmas hurkon keresztiil két membranba dgyazott hidrofob peptid kapcsolja 6ssze. Az N-
termindalis periplazmas régi6 a cukrok és pH érzékelésében, mig a VirA hidrofob
transzmembran régidi kozotti periplazmas hurok a fenolszarmazékok detektalasaban jatszik
szerepet. Cukor- és fenolvegyliletek hatasadra vagy pH valtozdsok eredményeként, a VirA
fehérje konformacidja megvaltozik. Ez a konformaciovaltozas a C-terminalis régioban
talalhato egyik hisztidin autofoszforilacidjahoz vezet. A foszforilalt VirA fehérje specifikus
kolesonhatasba 1ép egy transzkripcids faktorral, amit a Ti plazmid virG génje kodol. A VirA
fehérje emellett képes aktivalni a CheA protein kinazt, amely a Trg membranfehérje
metilacidjanak szabalyozasa altal reguldlja a kemotaxishoz sziikséges mot (motor) és fla
(flagellum) géneket. A VirA funkcion keresztiil a kemotaxis gének aktivalédnak alacsony
koncentracioju  ndvényi fenolok jelenlétében. A  fenolvegyliletek megemelkedett
koncentracioja indukalja a VirA foszforilacigjat, és ezaltal gatolja a CheA funkcion keresztiil
a kemotaxis gének tovabbi aktivaloddsit. Amint azt a fenti példa is mutatja, a

fenolszarmazékok a VirA kindz legjobb indukal6i. A dohanyban azonositott acetosziringon
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(AS) ¢és hidroxiacetosziringon (HAS) mellett, az acetofenolok, monoligninek, fahéjsav,
kavésav szarmazékok is hatasos VirA aktivalok. Mas fenolvegyiiletek azonban — pl. a
DIMBOA a kukoricaban — effektiv VirA gatloként milkddnek, ami lehetséges magyarazata
lehet annak, hogy csak kevés egyszikli szolgal Agrobacterium gazdaként (Koncz és Rédei,
2001).

A kornyezeti faktorokkal szembeni érzékenységet a VirA altal foszforilalt VirG
fehérje is szabalyozza. A VirG protein a LysR tipust bakteridlis transzkripcios faktorok
csaladjaba tartozik, melyek aktivitdsdt a VirG-hez hasonléan a kétkomponensii bakterialis
szignalatviteli utak érzékeld/szabalyozd proteinkindzai foszforildcioval szabalyoznak. A
foszforilalas konformaciévaltozast okozva stimulalja a VirG fehérje DNS-kot6 aktivitasat. A

vird gén kivételével az aktivalt VirG protein specifikusan kotédik a Ti plazmid

crer

crer

A Ti plazmidon sikeriilt azonositani egy T-régionak nevezett szakaszt is, amely a
tumor fenotipusat (pl. kompakt tumor, illetve hajtas- és gyokérindukalé tumor) meghatarozé
géneket is kodol. DNS hibridizacioval kimutattak, hogy az Agrobacterium-ok éltal okozott
névényi tumorok a Ti plazmidok T-régioival kolinearis DNS szekvencidkat hordoznak
kromoszomalis DNS-iikbe integralva, amelyekrdl a ndvényi sejtekben mRNS szintetizalodik
(Chilton és mtsai., 1977). Roviddel ezutan, a T-régioban DNS szekvendlassal azonositott
génekrdl E. coli-ban fehérjéket szintetizaltak, majd a fehérjék ellen késziilt ellenanyagokkal
kimutattdk, hogy a T-régiokkal komplementer mRNS-ekrdl fehérjék szintetizdlodnak a
tumorsejtekben. A T-régi6 génjeinek vizsgalata azt is kimutatta, hogy a T-régiorél nem, vagy
csak igen kevés RNS és fehérje szintetizalodik Agrobacterium-ban. Ezek az eredmények azt
sejtekbe transzferalédnak, ahol stabilan beépiilnek a novény sejtmagi DNS-ébe (11. abra). A
virulencia génekkel elvégzett hasonld vizsgalatok viszont azt mutattak, hogy a vir gének nem
jutnak at a névényi sejtekbe.

A T-DNS gének olyan fehérjéket kddolnak, amelyek a ndvényi ndvekedési hormonok
— auxinok és citokininek — termeléséért feleldsek, illetve azok szintézisét vagy aktivitasat
szabalyozzak (Klee ¢és mtsai.,, 1984). Ez magyarazhatja, hogy miért lehetett a ndvényekrol
eltavolitott tumorok szdveteit hormonmentes taptalajokon korlatlan ideig szaporitani (Braun,
1947). Emellett a T-DNS génjei sajatos cukor és amindsav-szarmazékok szintéziséért felelds

fehérjéket is kodolnak. Ezek, a csak Agrobacterium-ok altal transzformalt névényszovetekben
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megtalalhat6 vegyiiletek (opinok), a névényi sejtekbdl exportalédnak €s az Agrobacterium-ok
szdmara szén- ¢€s nitrogénforrasként szolgalnak. Emellett, egyes opinok (pl. oktopin,
agrocinopin) kémiai szignalként is szolgalnak és indukaljak az Agrobacterium Ti plazmidok
konjugaciojat. Ezt a jelenséget foglalja 6ssze az opinelmélet (Guyon és mtsai., 1980), amely
szerint az Agrobacterium képes a gazdandvény hormonalis és biokémiai tulajdonagait a T-
DNS transzformacio segitségével megvaltoztatni gy, hogy a megvaltoztatott tulajdonsagu
novényi sejtek az Agrobacterium invaziod folyamatéat fenntartjdk a virulenciaért felelds Ti
plazmidok atvitelét indukdldo és az Agrobacterium-ok téaplalékaul szolgaldo vegyiiletek
szintézisével. A kiilonbozé Agrobacterium torzsek T-DNS-ei kiillonb6z6 opinok szintéziséért
felelos géneket kodolnak. Ezért a kiilonbozé Agrobacterium torzsek altal transzformalt

novényi szovetekben termelddd opinok alapjan a Ti plazmidok kiilonb6zd csalddokba

sorolhatok (oktopin, nopalin, agropin, mannopin, vitopin, stb.).
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11. abra Az Agrobacterium tumefaciens fer6zés folyamata: 1, kotédés a gazdasejt felszinéhez; 2, a szignal
molekulak felismerése VirA/VirG érzékel6-tovabbitd rendszer altal; 3, a vir gének aktivalodasa; 4, a
transzferalhat T-szal szintézise; 5, a T-komplex kialakitasa és a ndvényi gazdasejtbe juttatasa; 6, a T-
komplex bejutasa a sejtmagba; 7, T-DNS integracié a ndvényi sejt kromoszomajaba (Forras: Sheng és
Citovsky, 1996)
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A T-DNS-rdl szintetizalodd ugynevezett T-szal képzodésében és a novényi sejtekbe vald
atjuttatasaban szamos virulencia gén vesz részt. A T-DNS hatarszekvenciait felismerd
fehérjéket a virDI, virD2 és virCl gének kodoljak. A T-szal szintézise a jobboldali 25
bazisparnyi hatarszekvencia als6 DNS szalanak hasitasaval kezdddik, amely utan a pilota
VirD2 fehérje és a T-szal 5’-vége kozott kovalens kotés jon létre (Zambryski, 1992) (11.
abra). A T-szalat letekerd szalpotlo DNS szintézis a jobboldali hatarszekvencidktol halad a
baloldali felé. A DNS szintézist a baloldali hatarszekvenciat hasitd és ott a DNS 5’-végéhez
kapcsolodd VirD2 molekula termindlja, amely az Ujonnan szintetizalt DNS szal 3’-végét a
baloldali hatarszekvencia 5’-végével 6sszekoti. A Ti plazmidrol valod letekeredés soran a T-
szal a VirE2 egyszali DNS koté fehérjével 1ép kapcsolatba. A VirE2 fehérje kooperativ
modon kotddik a T-szdlhoz, azt teljes hosszaban beboritja, levédve annak 3’-végét is. Ezzel a
T-szal nem csak védettséget kap a nukledzokkal szemben, de a pérusokon atvihetd, fonalszer
nukleoprotein-komplex szerkezetét is elnyeri. E komplex 5°-végét védé VirD2 fehérje
kolesonhatéasba tud 1épni a T-szal transzportjat biztositd membranpolusokkal, melyeket a VirB
fehérjék képeznek. A virB operon 11 génje altal kodolt fehérjék koziil 9 hidrofob, a baktérium
belsd és a kiils6 membranjaban taldlhatdo (11. &bra). A T-szal ndvényi sejtekben vald
viselkedésérdl és a kromoszomaba integralddasarol jelenleg kevés az ismeretiink (Zambryski,

1992).

2.2.3. Az Agrobacterium fajok felhasznaldsa novénygenetikai transzformacios
vektorként

Szamos kutatdoban felmeriilt az oOtlet, hogy a fentebb leirt természetes folyamatot fel
lehetne hasznélni idegen gének bejuttatasara ndvényekbe. A Ti plazmid T-DNS-én azonositott
gének mutacios vizsgalata kideritette, hogy egyetlen T-DNS 4altal kodolt gén funkcidja sem
sziikséges a T-DNS transzportjadhoz a novénybe (Leemans és mtsai., 1982; Zambryski és
mtsai., 1983; Hille és mtsai., 1983). A T-DNS hatarszekvenciai kozott talalhatd gének koziil
egyediil az oktopin vagy nopalin szintdz gént megtartva, olyan termékeny és normalis
fejlodést mutatd transzgénikus ndvényeket lehetett eléallitani, amelyek utdédai a T-DNS altal
kédolt oktopin vagy nopalinszintaz géneket hordoztak, stabilan expresszaltdk és orokitették.

Ez a felfedezés hatalmas tavlatokat nyitott a kutatok eldtt. A novényekbe vald idegen
gén bejuttatdsanak kezdeti eljardsai azonban olyan Osszetettek voltak, hogy csak néhany

kifejezetten erre szakosodott laboratdériumban jartak sikerrel. Ezért szamos alternativ
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megoldast dolgoztak ki, amelyek mar lehetévé tették, hogy a nem kimondottan molekularis
szakemberek is egyszertien alkalmazni tudjdk az Agrobacterium-okat, mint genetikai
transzformacios vektorokat. Ilyen eljaras a bindris T-DNS vektorokkal torténd génbevitel
(Hoekema és mtsai., 1983; Framond ¢és mtsai., 1983). Molekularis vizsgalatok kideritették,
hogy a T-DNS hatarszekvenciai a Ti plazmidbdl eltavolithatok és barmely, Agrobacterium-
ban replikalodni képes plazmidba beépithetdk funkcidjuk megvaltoztatasa nélkiil. Igy
kimutattak, hogy a két T-DNS hatarszekvencia koz¢ épitett barmely DNS szekvencia atvihetd
ndvénybe, ha a Ti plazmid virulencia génjei ugynevezett transz helyzetben jelen vannak az
Agrobacterium-ban. A virulencia régid és a T-DNS hatarszekvencidk fizikai elkiilonitése
lehetové tette olyan mesterséges T-DNS-ek elkészitését, amelyeket kis méretii és konnyen
kezelheté plazmidok hordoztak. Azt a rendszert, ahol a virulencia régi6 és a T-DNS kiilon-
kiilon plazmidon taldlhaté kételemi vagy binaris transzformacios rendszernek nevezik. A T-
DNS nélkiili, de vir géneket hordoz6 7i plazmidot segitd (helper) plazmidnak hivjak. A T-
DNS-t tartalmazé plazmidot ,,binaris” vektornak nevezik, amelyet E. coli-ban valé klénozasra
¢s transzformacidra hasznalnak. A binaris vektorokra Koncz ¢s Rédei (2001) szerint jellemzd,
hogy:

1. A vektor egy olyan replikacids origdt hordoz, amely E. coli-ban és Agrobacterium-ban
egyarant mikodik.

2. A vektor tartalmaz egy olyan szelektdlhatdo (vagy azonosithatd) gént, melynek
fenotipusa (pl. antibiotikum rezisztencia) alapjan a vektort hordozd E. coli és
Agrobacterium sejtek szelektalhatok.

3. A vektor Agrobacterium-ba juttatdsdhoz ajanlott, hogy a vektor hordozzon egy nagy
gyakorisagu, baktériumok kozotti konjugaciot biztosito oriT szekvenciat.

4. A vektor T-DNS régigjat két T-DNS hatarszekvencia hatarolja.

5. A vektor T-DNS-én belil egy ndvényben szelektalhatd riportergén (ndvényi
szelektalhato markergén) talalhatdo, amely az Agrobacterium-mal transzformalt
novényi sejtek szelekciojat és felszaporitasat lehetdvé teszi.

6. A T-DNS-en beliil alkalmas restrikcids endonukledz felismerd helyek allnak

rendelkezésre tovabbi gének beépitésére.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felszinsterilizalas

3.1.1. A Craterostigma plantagineum elokészitése in vitro kulturahoz

A kisérletek kiindulasi alapanyagaul szolgaldé C. plantagineum névényeket Prof. Dr.
Dorathea Bartels bocsatotta rendelkezésilinkre (Németorszag, Koln, Max Plank Institute), aki
eredetileg Namibidban gylijtotte azokat. A ndvényeket 10 cm atmérdjii virageserepekben
neveltilk és a keletkezO 1j oldalhajtasokat levagva folyamatosan tovabbszaporitottuk. A
novények 6 honapos korukra érték el az in vitro tenyésztéshez sziikséges fejlettségi allapotot.
Ekkor a fiatal és egészséges leveleket levagtuk az anyandvényekrol, 70 %-os (v/v) ethanollal
lemostuk 6ket majd 5 percig 30 %-os (v/v) Domestosban (Unilever Kft., Budapest) kevertetve
felszinsterilizaltuk. A fert6tlenitészer-maradvanyokat tobbszori steril vizes mosassal

tavolitottuk el.

3.1.2. A Ramonda myconi elokészitése in vitro kultrahoz

A Kkisérletekhez hasznalt R. myconi terméseket disznovénykertészetbdl szereztiik be
Angliabol. Az érett magokat 70 %-os (v/v) ethanolban 1 percig, ezt kovetden 30 %-os (v/v)
Domestos oldatban 30 percig kevertetve felszinsterilizaltuk. A Domestos oldathoz minden
esetben adtunk néhdny csepp Triton X-100 felszinnedvesité detergenst. A fertdtlenitszer-
maradvanyokat tobbszori steril vizes mosassal tavolitottuk el. A felszinsterilizalt magokat
cukor- és hormonmentes (Toldi és mtsai., 1994), 50 % makro- és mikroelem, valamint 10
mg/l thiamine tartalmi MS taptalajon (Murashige és Skoog, 1962) csiraztattuk, amelyhez
autoklavozas utan 0,1 mg/l filter sterilizalt GAs-at adtunk. A pH-t 1 M-os KOH-dal 5,8-as
értékre allitottuk be. A taptalajt milanyag Petri csészékbe Ontottiikk és Petri csészénként 15
magot helyeztiink el. A csiraztatast 23+1 °C-on, 16 h fény / 8 h sotét fotoperiddus

alkalmazasaval végeztiik.
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3.2. Novényanyag

3.2.1. A Craterostigma plantagineum mikroszaporitasa

A felszinsterilizalt leveleket hormonmentes téaptalajt tartalmaz6 miianyag
konténerekbe (Duchefa Biochemie) helyeztiik, amelyeket fényszobaban 16 h fény / 8 h sotét
fotoperiddus mellett 23+1 °C-on tartottuk. A mikroszaporitd taptalaj (CMS téaptalaj) MS
makro- és mikroelemeket (Murashige és Skoog, 1962), 100 mg/l mezo-inozitot, 1mg/l
thiamint, 0,5 mg/l nikotinsavat, 0,5 mg/l piridoxint, 30 g/l szachar6zt ¢és 8 g/l agart
tartalmazott. A pH-t 5,8-ra allitottuk be autoklavozas elétt 1 M-os KOH hasznalataval. A 20
percig tartd autoklavozas utan 1 liter taptalajhoz 10 ml K-foszfat pufferben (3,81 ml 1 M-os
K,;HPOy és 6,19 ml 1 M-os KH,POy4 ) oldott 200 mg glutationt adtunk steril szliréssel, amikor
a taptalaj kb. 60-65 °C hémérsékletiire hiilt.

Harom hét elteltével jol fejlett gyokerli novények differencialddtak a leveleken. Ezeket
levalasztottuk a levelekrdl majd miianyag konténerbe helyeztiik és 3-4 hetente passzaltuk

Oket.

3.2.2. A Ramonda myconi mikroszaporitasa

A magokbdl fejlédé aszeptikus csirandvények képezték a kisérletek kiindulési
anyagat, melyek steril fenntartdsa és szaporitasa volt a kovetkezd feladat. A novényanyagbol
azokat az egyedeket valasztottuk ki mikroszaporitasra, amelyeknek gyokérzete, levelei épek,
egészségesek, a levelek szélei nem barnultak, gyorsan ndvekedtek és nekrotikus foltoktol
mentesek voltak. Az el6z0 szempontok alapjan elkiilonitett egyedeket mikroszaporito
taptalajra (RA taptalaj) helyeztiik. A 8 g/l agarral szilarditott taptalaj a 40 %-os MS makro- €s
mikroelemek valamint a 100 %-os MS vitaminok mellett literenként 30 g szachardzt
tartalmazott. A pH-t 5,8-as értéken stabilizaltuk 1 M-os KOH-val. A kb. 20 percig tartd
autokldvozas utan K-foszfat pufferben oldott 200 mg/l glutationt adtunk a taptalajhoz steril
szlréssel, melyet Vitro Vent konténerekbe (Duchefa) ontottiik ki. A kiindulasi novényanyagot
16 h fény / 8 h sotét fotoperiddus mellett 24+2 °C-on tartottuk. A ndvényeket 3-4 hetente

passzaltuk. Az eloregedett, elhalt részeket a passzalés soran eltadvolitottuk.
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3.3. Novényregeneracios modszerek kifejlesztése

Mindkét ndvény esetében kisérleteink egyik célja egy olyan modszer kifejlesztése volt,
amelynek eredménye egy jol miikodd ndvény-sejt-novény rendszer. Ennek érdekében szamos
paraméter optimalizalasat végeztiik el, amelyeknek bemutatisa az Eredmények fejezetben
torténik. Jelen pontban csak a kisérleteink eredményeként kapott, optimalizalt modszert

ismertetem.

3.3.1. Craterostigma plantagineum ndvények kalluszositasa €s regeneracidja

A gyorsan fejlodd, egészséges mikroszaporitott novényekrdl szarmazo levelekbdl kb.
5x7 mm nagysagu explantumokat vagtunk ki tigy, hogy a levélszegmensnek legalabb harom
vagott ¢le legyen. Ezeket az explantumokat olyan kallusz indukcioés taptalajra (CI, kallusz
indukalo taptalaj) helyeztiik, amely MS makro- és mikroelemeket, 100 mg/l mezo-inozitot, 1
mg/l thiamint, 0,5 mg/l nikotinsavat, 0,5 mg/l piridoxint, 30 g/l szacharézt, 0,2 mg/l 6-
benzilaminopurint (BAP), 2 mg/l picloramot és 3,5 g/l gelrite-ot tartalmazott. A pH-t 5,8-ra
allitottuk be 1 M-os KOH hasznalataval autoklavozas el6tt. A 20 percig tartd autoklavozas
utan 1 liter taptalajhoz 10 ml K-foszfat pufferben (3,81 ml 1 M-os K;HPO4 és 6,19 ml 1 M-os
KH,PO,) oldott 200 mg glutationt adtunk steril sziiréssel, amikor a taptalaj kb. 60-65 °C
hémérsékletiire hiilt. A Petri csészéket fényszobaba helyeztiik, 16 h fény (kb. 1000 1x) / 8 h
sotét fotoperiodus mellett 23+1 °C-on inkubdltuk. Az explantumokat a fejlédé kallusszal
egylitt 2 hetente passzaltuk.

A ndvényregeneralashoz a fejlédott kalluszokat regeneracios taptalajra (NR, ndvény
regenerald taptalaj) helyeztiik a 4-6. héten, amely MS makro- és mikroelemeket, 100 mg/I
mezo-inozitot, 1 mg/l thiamint, 0,5 mg/l nikotinsavat, 0,5 mg/I piridoxint, 30 g/l szachardzt,
0,2 mg/l 6-benzilaminopurint (BAP), 0,15 mg/l indol-3-ecetsavat (IAA) és 8 g/l agart
tartalmazott. A pH-t 5,8-ra éllitottuk be 1 M-os KOH hasznélataval autoklavozas eldtt. A 20
percig tartd autoklavozas utan 1 liter taptalajhoz 10 ml K-foszfat pufferben (3,81 ml 1 M-os
KoHPOy4 és 6,19 ml 1 M-os KH,PO,) oldott 200 mg glutationt adtunk steril sziiréssel, amikor
a taptalaj kb. 60-65 °C hémérsékletlire hiilt. A Petri csészéket fényszobaba helyeztiik 16 h
fény (kb. 4500 Ix) / 8 h sotét fotoperiddus mellett 23+1 °C-ra. A kalluszok felszinén kb. 1

hénap elteltével hajtasok jelentek meg, amelyekbdl egészséges ndvények fejlodtek.
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3.3.2. Ramonda myconi ndvények kalluszositasa és regeneracioja

A kalluszositasi kisérletek beinditasdhoz a kiindulasi alapanyagbo6l koézépkoru
egészséges leveleket valogattunk, amelyekbdl 4x6 mm nagysagl szegmenseket vagtunk ki.
Ezeket az explantumokat olyan kalluszindukcids taptalajra helyeztiik, amely 40 % MS makro-
¢s mikroelemeket, 100 % MS vitaminokat, 100 mg/l mezo-inozitot, 30 g/l szacharozt, 0,2
mg/l 6-benzilaminopurint (BAP), 2 mg/l picloramot ¢és 8 g/l agart tartalmazott. A pH-t 5,8-ra
allitottuk be 1 M-os KOH hasznalataval autoklavozas elott. A 20 percig tartd autoklavozas
utan 1 liter taptalajhoz 10 ml K-foszfat pufferben (3,81 ml 1 M-os K;HPO4 és 6,19 ml 1 M-os
KH,POy) oldott 200 mg glutationt adtunk steril sziiréssel, amikor a taptalaj kb. 60-65 °C
hémérsékletiire hiilt. A Petri csészéket fényszobaba helyeztiik 16 h fény (kb. 1000 1x) / 8 h
sotét fotoperiodus mellett 24 °C-ra.

A ndvényregeneralds soran a fejlodd kalluszt nem tavolitottuk el a levélkorongokrol,
hanem azokkal egylitt 10 cm atmérdjhi iiveg Petri csészékbe (6 db / Petri csésze) helyeztiik
regenerald taptalajra. A regenerald taptalaj 40 % MS makro- és mikroelemeket, 100 % MS
vitaminokat, 100 mg/l mezo-inozitot, 30 g/l szacharozt, 0,2 mg/l 6-benzilaminopurint (BAP),
1-2 mg/l a-naftilecetsavat (NAA) és 8 g/l agart tartalmazott. A pH-t 5,8-ra allitottuk be 1 M-
os KOH hasznalataval autoklavozads eldtt. A 20 percig tartdé autoklavozas utdn 1 liter
taptalajhoz 10 ml K-foszfat pufferben (3,81 ml 1 M-os K;HPOj4 és 6,19 ml 1 M-os KH,PO4)
oldott 200 mg glutationt adtunk steril szliréssel, amikor a taptalaj kb. 60-65 °C-ra hiilt. A Petri
csészéket fényszobaba helyeztiik 16 h fény (kb. 4500 Ix) / 8 h sotét fotoperiodus mellett 24
°C-ra. A kalluszok felszinén kb. 3-4 hét elteltével hajtasok jelentek meg, amelyekbdl

egészséges novények fejlodtek.

3.4. Agrobacterium torzs

A genetikai transzformdcidhoz hasznalt Agrobacterium tumefaciens GV2260-as
(Deblaere és mtsai., 1985) torzset, amely a p35S::GUSINT binaris vektort (Vancanneyt és
mtsai., 1990) tartalmazta Dr. Reiner Hoefgen (Németorszag, Glom, Max Planck Institute
Molecular Plant Physiology) bocsatotta rendelkezésiinkre. A p35S::GUSINT transzformacios
kazettaja tartalmazta a B-gliikkoroniddz (gus) kodold régiot, amelybe a burgonya st-Is/
génjének masodik intronat épitették be (12. abra). Ez a beépitett intron biztositotta, hogy a gus

gén csak a ndvényekben fejez0djon ki.
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p 35S 35S pA

p 35S GUS
(pBIN 19 derivative)

12. abra Intron kloénozasa a B-gliikkoronidaz (gus) génbe. A kép felsé része mutatja az st-Is/ gén sematikus
abrajat. A téglalapok az exonokat, mig a vonalak az intronokat jelolik. A p35SGUS plazmidba a
mutacios kezeléssel eldallitott PIV2 intron keriilt beépitésre. (Forras: Vanncaneyt, 1990)

3.5. Genetikai transzformacio

A ndvényregeneracios modszerek kidolgozasat kovetden kisérleteink masik célja jol
miikddd genetikai transzformacids rendszer 1étrehozasa mindkét modellndvényiink esetében.
Ennek érdekében szamos paraméter optimalizalasat végeztiikk el, amelyeknek bemutatasa —
hasonldéan a 3.4-es fejezethez — az Eredmények fejezetben torténik. Jelen pontban csak a

kisérleteink eredményeként kapott, optimalizalt modszert ismertetem.

3.5.1. Az Agrobacterium elokészitése €s egylittenyesztése

Mindkét ndvény esetében a transzformacidhoz hasznalt Agrobacterium torzs
elOkészitése ¢s az egylittenyésztés elsd fazisa azonos koriilmények kozott tortént az alabb

ismertetett modon:

50



Az Agrobacterium kozvetitette genetikai transzformacidhoz a Hiei és mtsai. (1997)
altal publikalt modszer tovabbfejlesztett valtozatat hasznaltuk. A —-80 °C-on glicerin
kultaraban tarolt baktériumokbdl a transzformacié eldtt 2-3 nappal 25 mg/l kanamycint és 100
mg/l rifampicint tartalmaz6 szilard YEB téptalajon tenyészeteket inditottunk. A felnovo
telepekbdl steril oltokaccsal nagyobb mennyiségli baktériumot helyeztiink at 250 ml-es
Erlenmeyer livegekbe, amelyek 50 ml folyékony infekcidos CPY taptalajt (1 g/l €lesztékivonat,
5 g/l tripton, 5 g/l szachar6zt, 500 mg/l MgSO4X7H,0, 2 g/l MES, 25 mg/l kanamycin, 100
mg/l rifampicin, pH 5,6) tartalmaztak. A baktérium kulturat egy éjszakan at razattuk (200
rpm) 28 °C-on. Amikor a kulturak elérték a spektrofotométerrel mért ODssp=0,6-0,8 (~10°
baktériumsejt/ml) értéket, centrifugaléassal tilepitettiik a sejteket (10 perc 8000 rpm). A pelletet
makro- és mikroelemeket, 10 mg/l thiamint, 1 g/l kazein hidrolizdtumot, 10 g/l gliikézt és 50
uM acetosziringont (AS) tartalmazott. A pH-t 5,0-re allitottuk. A bakteriumos fertézés
1étrejottéhez a transzformalandd explantumokat egy steril Petri csészébe gyljtottiik, majd
raontottiik a 40 ml Agrobacterium szuszpenzidt. Az explantumokat 20 percig tenyésztettiik
egylitt az Agrobacterium-mal sitétben, lassi (50 rpm) razatas mellett. Az inkubéacié letelte
utan az explantumokat tobbszor lemostuk infekciés MS téptalajjal, majd tovabbi két napos

egylttenyésztésre visszahelyeztiik ugyanarra a taptalajra, amir6l levettiik oket.

3.5.2. A Craterostigma plantagineum genetikai transzformacioja

A transzformaciohoz a kalluszositasnal leirtak szerint inditottunk kultarakat azzal a
kiilonbséggel, hogy az autokldvozast kovetden steril sziiréssel 50 uM AS-t adtunk a
taptalajhoz. A transzforméciora a 2-3. napon keriilt sor a fent leirtak szerint. A 2 napos
Agrobacterium-os egyiittenyésztés utan szelekcios CI taptalajra helyeztiik az explantumokat,
amely 150 mg/l kanamycint és 500 mg/l cefotaximot tartalmazott. Kéthetenként passzaltuk a
explantumokat. A 4-6. héten regenerald taptalajra (PR) passzaltuk a fejlédo kalluszokat,
amely 150 mg/l kanamycint és 350 mg/l cefotaximot tartalmazott. A fejlédé ndovényeket
levalasztottuk az explantumokrol és mikroszaporitd taptalajra helyeztiik at, amely 100 mg/l

kanamycint tartalmazott.
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3.5.3. A Ramonda myconi genetikai transzformacioja

A transzformaciohoz a kalluszositasnal leirtak szerint inditottunk kultarakat azzal a
kiilonbséggel, hogy az autokldvozast kovetden steril sziiréssel 50 uM AS-t adtunk a
taptalajhoz. A transzforméciora a 2-3. napon keriilt sor a fent leirtak szerint azzal a
kiilonbséggel, hogy kiindulasi anyagnak teljes levélkorongokat hasznaltunk, amelyeken
kozvetleniil az egylittenyésztés elott steril injekcios tiivel mikrosériiléseket hoztunk 1étre. A
két napos Agrobacterium-os egyiittenyésztés utan szelekcids kalluszositd taptalajra helyeztiik
az explantumokat, amely 1 mg/l kanamycint és 400 mg/l cefotaximot tartalmazott.
Kéthetenként passzaltuk az explantumokat. A 4-6. héten regeneral6 taptalajra (RA) passzaltuk
a fejlodé kalluszokat a levélkoronggal egyiitt, amely 1 mg/l kanamycint és 200 mg/l
cefotaximot tartalmazott. A fejlédé novényeket levalasztottuk az explantumokrol és

mikroszaporito taptalajra helyeztiik at, amely 1 mg/l kanamycint tartalmazott.

3.6. DNS extrakcio és PCR analizis

A feltételezetten transzformans és kontroll névények totdl DNS-ét Qiagen Plant Mini
Kit-el (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag), mig a plazmid DNS izolalast E. coli-bol Qiagen
Plasmid Mega Kit-el végeztilk a gyartd altal mellékelt protokollt kévetve. A kivont DNS

A C. plantagineum esetében a PCR reakciot egyszeres pufferben (Promega) végeztiik,
ami 2,5 mM MgCl,, 200 uM dATP-t, dTTP-t, dCTP-t és dGTP-t (Pharmacia), 3 U / minta
Taq polimerdz (Promega), 100 ng ndvényi, vagy 10 pg plazmid DNS-t és 1 uM
oligonukleotid primert tartalmazott. Az 1500 bp hosszisagh gus fragmentum

amplifikalasahoz a kdvetkezd primer part hasznaltuk:

gus-specifikus oligonukleotid:
(-) 5’ - CGG TGA TAC ATA TCC AGC CAT-3’
(+) 5’ - GGT GGG AAA GCG CGT TAC AAG -3’

A PCR reakciokat Perkin Elmer Cetus berendezésen futtattuk le a kovetkezd
programot alkalmazva: pre-denaturacié 94 "C-on 4 percig majd 35 cikluson keresztiil 94 ‘C-on

1 percig denaturacid, annealing 55 ‘C-on szintén 1 percig, majd 72 "C-on lanchosszabbitas 1,5
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percig. A végsé lanchosszabitast 72 'C -on 7 percig végeztik. Az amplifikicids
produktumokat elektroforetikusan kiilonitettiik el 1 %-os agar6z / ethidium-bromid gélen.

A R. myconi esetében a PCR reakciokat egyszeres pufferben (Eurobio, Németorszag)
végeztik, ami 1 mM MgCl,-ot, 200 uM dATP-t, dTTP-t, dCTP-t és dGTP-t (Pharmacia), 3 U
/ minta Taq polimerazt (Eurobiotaq), 25 pmol / 25 ul oligonukleotid primert, valamint 100 ng
névényi, vagy 10 pg plazmid DNS-t tartalmazott. Az nptll génre specifikus fragment (750 bp)

amplifikalasara a kovetkezd primerpart hasznaltuk:

nptll-specifikus primer par:
(+) 5’-GGA GAG GCT GCT ATT CGG CTA TG-3’
(-) 5’-CAT GAT ATT CGG CAA GCA GG-3°

A PCR reakciokat Perkin Elmer Cetus berendezésen futtattuk le a kovetkezd
programot alkalmazva: denaturacié 94 "C-on 1 percig, annealing 60 "C-on szintén 1 percig,
majd 72 "C-on lanchosszabbitas 1,5 percig 35 cikluson keresztiil. A ciklusokat megel6zte egy
3 perces 94 'C-os pre-denaturacio, majd kovette egy végsd lanchosszabbitis 72 "C-on 6
percig. Az amplifikacids produktumokat elektroforetikusan kiilonitettiik el 1,5 %-os agaroz-

ethidium-bromid gélen.

3.7. Southern analizis

A Craterostigma plantagineum ¢és a Ramonda myconi esetében is a gus gén
detektalasakor a tisztitott novényi DNS-t (10 pg) egy éjszakan at BamHI és Hindlll
restrikcids enzimekkel emésztettiik. A termékeket elektroforetikusan szétvalasztottuk é&s
nitrocellul6z membranra (Hybond-C, Amersham) kotottiik. A pFF19G plazmidbdl szarmazo,
1,9 kb hosszusadgu Pstl fragment reprezentalta a gus kodold szekvencidt (Timmermans és
mtsai., 1990), amelyhez random priming modszerrel (Feinberg és Vogelstein, 1982) kotottiik
a P*? izotoppal jeldlt dCTP-t. A hibridizaciét és az autoradiografiat a Sambrook és mitsai.

(1989) altal kifejlesztett modszer szerint végeztiik el.
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3.8. A GUS riportergén aktivitasanak hisztokémiai vizsgalata

A GUS riportergén tranziens és stabil expresszidjanak hisztokémiai vizsgalatat a
Jefferson (1987), valamint a Jefferson és mtsai. (1987) altal leirt modon végeztik. A
transzformalt és a kontroll kalluszokat illeve novényeket a GUS gén altal kdédolt B-
gliikoronidaz enzim szubsztratjat (X-gluc) tartalmazo pufferbe helyeztiik. Az enzimreakciot
egy €éjszakan at pufferes vattadugoval lezart Eppendorf csévekben 37 °C-os termoblokkon

inkubélva végeztiik.

3.9. Statisztikai analizis

A vizsgalatokat minden esetben tobb ismétlésben végeztiikk (legtobbszor 3-5-sz0ri
ismétlésben). Egy adott kisérlet leirasakor mindig megadtuk, hogy mit tekintiink statisztikai
szempontbol ismétlésnek. Ez az informacié minden esetben az Eredmények fejezet megfeleld
részében, vagy a kiértékeld tablazat magyardzataban talalhat6. Az adatokat kozépérték
analizissel értékeltiik ki, a szordsokat pedig a kdzépértékek eltérésébdl szamitottuk ki (Svab,

1981).
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4. EREDMENYEK

4.1. A mikroszaporitas kidolgozasa

4.1.1. A Craterostigma plantagineum mikroszaporitasdnak kidolgozéasa

A Craterostigma mikroszaporitdsara, szovettenyésztésére &és Agrobacterium
mtsai, 1994). Ennek az eljarasnak azonban szamos hidnyossidga volt — rossz mindségii
kiindulasi novényanyag a kalluszositashoz, gyenge vdalaszreakcié a kalluszositds soran,
nagyszamu deformalt és hiperhidratalt névény jelent meg a regeneracié soran —, ami miatt
sem nekiink, sem masoknak nem sikeriilt reprodukalni a modszert. A hiperhidrataltsag, mint a

sikeres szovettenyésztés egyik kritikus faktora tulzott etilén fejlédéssel, klorofill hidnnyal,

crer

ey

szoveteknek alacsony a regeneracios képessége €és a regeneralt novények is nagy aranyban
hiperhidrataltak lesznek.

A hiperhidrataltsag egyik oka az in vitro kdrnyezet okozta stressz, amiben jelentds
szerepet jatszik az alacsony pH. Méréseink szerint autoklavozas utan az MS taptalaj pH-ja —
annak ellenére, hogy autokldvozas elétt 5,8-ra bedllitottuk — 4 és 4,5 kozé csokkent. Ezt az
értéket még tovabb csokkentette (3,5 pH-ra), ha a Furini és mtsai. (1994) altal leirtak szerint
autoklavozas utan aszkorbinsavat és citromsavat adtunk a taptalajhoz. Ennek kikiiszobolésére
minden liter taptalajhoz 10 ml K-foszfat puffert adtunk. Ezzel a pH-t 6,6-6,8 koriil tudtuk
stabilizalni.

A C. plantagineum esetében jellemzd a nagymennyiségii polifenol kivalasztas, aminek
az egyik kovetkezménye a toxikus reaktiv oxigéngyokok megjelenése. Ennek kivédésére
Furini és mtsai. antioxidans keveréket (100 mg/l citromsav és 150 mg/l aszkorbinsav)
hasznaltak. Ezek azonban tovabb csokkentették a taptalaj pH-jat, ezért mi ezeket 200 mg/l
glutationnnal helyettesitettilk, amit a fentebb leirt K-foszfat pufferben oldottunk fel és
autoklavozas utan sterilen sziirve adtunk a taptalajhoz.

A fenti modositasokkal elkészitett taptalaj (Toldi és mtsai., 2002) gyakorlatilag

megsziintette a mikroszaporitott novények hiperhidrataltsagat (13. abra).
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13.abra A képen mikroszaporitd taptalajon, steril koriilmények kozott, milanyag konténerben novekvd és
viragz6 Craterostigma plantagineum novények lathatéak. A C. plantagineum ndvények
mikroszaporitasaban kritikus pontnak bizonyult a pH stabilizdlasa €s a nagymennyiségben
kivalasztott polifenolok semlegesitése.

4.1.2. A Ramonda myconi mikroszaporitasanak kidolgozasa

A R. myconi rendkiviil érzékenyen reagalt az in vitro szovettenyésztés koriilményeire.
A taptalaj komponenseinek a legkisebb — nem megfeleld iranyt — megvaltoztatasara is szoveti
nekrozisokkal, polifenol kivalasztassal, a levelek hiperhidrataltsagaval, fokozott
vitrifikacioval €s a novekedés ledllasaval reagalt (14. abra).

Elokisérleteink soran egyetlen olyan ndvényi hormonkészitményt sem talaltunk, amely
a mikroszaporitds hatékonysagat ugy novelte volna, hogy az ne menjen a levelek
mindségének rovasara (ez rendkiviil fontos paraméter abbol a szempontbol, hogy a genetikai
transzformécio kiinduldsi explantumaként csak a levélszegmensek johettek szoba). Ezért a
mikroszaporitas soran hormonokat nem alkalmaztunk. Az is nyilvanvalova valt szamunkra a
C. plantagineum példajan, hogy novényiink preferdlja az alacsony sétartalmu téptalajokat,
amelyek antioxiddnst tartalmaznak. Ezen eldzetes ismeretek alapjan terveztik meg
kisérleteinket. Az altalunk Osszedllitott taptalajok hatdsat a rajtuk inkubdalt ndvényanyag
novekedési ratajan, valamint a ndvények fizioldgiai allapotat jelzé kiilonbdz6 — fentebb mar

emlitett — szimptomak segitségével mértiik.
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genetikai transzformacié szempontjabol a gyors novekedésii, nagy levelii (A) fenotipus a
legmegfelelobb. A késdbbiekben csak ezeket a ndvényeket szaporitottuk tovabb. A kisleveli (B),
hiperhidratalt (C) és lasst ndvekedésii (D) ndvényeket nem szaporitottuk tovabb.

A novények szaporodasi rataja a vizsgalt taptalajokon egyformanak bizonyult — 3-4
hetente dupldazodott az oszthato rozettak szama — ezért a kiértékelés elsddleges szempontjaul a
novények mindségét, egészségi dallapotat valasztottuk. A mikroszaporitd alaptaptalaj
kivélasztasa soran 3 taptalajt vizsgaltunk meg, amelyek egyike sem tartalmazott ndvekedési
hormonokat. Az els6 a Murashige ¢és Skoog (1962) altal Osszeallitott MS taptalaj volt.
Masodikként a Craterostigma mikroszaporitdsdhoz optimalizalt CMS taptalajt valasztottuk,
amely annyiban kiilonbozott az MS-t6l, hogy tartalmazott 200 mg/1 glutationt, ami 10 ml K-
fosztat pufferben volt feloldva. Az eldzetes tapasztalatoknak megfelelden a harmadik (RA)
taptalaj szintén tartalmazott antioxidanst K-foszfat pufferben oldva, de 40 %-ra csdkkentettiik
a makro- és mikroelemek mennyiségét az MS taptalajhoz képest. A taptalajok R. myconi
novényekre gyakorolt hatdsat Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a legmegfelelobb —
nagylevell, gyors ndvekedésti, szoveti nekrozis-, vitrifikacio- és polifenolosodas-mentes —

cre

mikroszaporitott novények atlagosan 65 %-a volt ilyen (To6th és mtsai., 2004).
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Mikroszaporito taptalajok

Hiperhidratalt levelii 25,3 (£9,2) 18,4 (£8,7) 4,7 (£2,7)
névények aranya (%)
Nekrozisos novények 20,1 (£5,4) 28,5 (+10,1) 10,2 (£3,8)
aranya (%)
Polifenolokat kivalasztd 20,5 (£6,4) 14,7 (£7,0) 6,5 (£2,3)
névények aranya (%) ’ ’ ’ ’ ’ ’
Normalis, de kislevell 25,6 (£5,7) 20,6 (+4,5) 15,2 (£3.,3)
névények aranya (%)

Normalis és nagylevelii 10,0 (£2,6) 20,8 (£5,8) 65,6 (£7,6)

névények aranya (%)

3.tablazat A mikroszaporitd taptalajok hatdsa a Ramonda myconi mikroszaporitott novények fiziologiai

crer

szorasokat (+) az atlag sulyozott eltérésébodl szamoltuk. Szignifikans eltérést allapitottunk meg azon
értékek kozott, melyeknél a szoérassal kiegészitve sem volt atfedés.

4.2.Novényregeneracios modszer kidolgozasa

4.2.1. Kalluszindukci6 a Craterostigma plantagineum levélszegmenseken

A kalluszositas kiindulasi alapanyagaul levélszegmenseket (5x7 mm) hasznaltunk,
amelyeket fiatal (<10 mm hosszu, fiatal levél szegmens, fls) €s érett (10-50 mm hosszt, érett
levél szegmens, éls) levelekbdl nyertiink. Kétféle protokollt kovettiink a kalluszositds soran.
Mindkét tipusu (fIs, éls) explantum felét a Furini és mtsai. (1994) altal leirtak szerint
kalluszositottuk, mig a masik felét az altalunk kifejlesztett CI taptalajra (lasd 3.3.1. fejezet)
helyeztiik. A kalluszképzddés mértékében nem talaltunk kiilonbséget az fIs €s az éls tipusu
explantumok kozott, amikor a Furini féle mddszert kovettiik (15. dbra). Az explantumok
kevesebb mint 10 %-a mutatott megfeleld valaszreakciot, 90 %-uk a kalluszositds korai
szakaszaban elpusztult. A hiperhidricitas mar a kalluszfazisban megjelent, az explantumok 80
%-an volt megfigyelhetd. Az ilyen szovetekbdl a ndvényregenerdlds nem lehetséges (16. dbra,
A). Ezzel szemben az éls explantumok kiemelkedd morfogenetikai valaszt mutattak az
altalunk fejlesztett CI taptalajon (Toldi és mtsai., 2002). A vagott élek mentén a kalluszosodas
aranya 90 %-os volt (16. abra, B), a hiperhidricitas pedig 19 %-ra csokkent (15. dbra). Az fls
explantumok is megndvekedett morfogenetikai aktivitast mutattak a Furini modszerhez képest
¢s a hiperhidratéaltsag mértéke is csokkent (15. dbra), de nem volt olyan métékii, mint az éls

explantumok esetében.
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Morfogenetikai valaszok (%)

100 T
- kalluszindukco gyakorisaga
2 - hiperhidratalt kalluszok
- novenyregeneracio gyakorisaga
IR - hiperhidratalt névenyek
- standard hiba
50 1
4
EA 3
S
wtetute
35805
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20
5
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[ ——
fIs+FP éls+FP éls+TP

15. abra A Furini és mtsai. (1994) altal kifejlesztett protokoll (FP) és a sajat fejlesztésii protokoll (TP)
hatékonysaganak  Osszehasonlitisa a  Craterostigma  plantagineum  kalluszindukcidja  és
ndvényregeneracidja szempontjabol. A kiindulasi explatumok fele fiatal levél szegmensbdl (fIs), mig a
masik fele érett levél szegmensbdl (éls) szarmazott.

16. abra A Furini-féle modszer szerint kezelt Craterostigma plantagineum explantumok jelentds része mar
kallusz szinten is hiperhidratalt volt és nekrotikus tiineteket mutatott (A). Ezzel szemben a sajat
fejlesztésti CI taptalajon a vagott élek mentén nagyaranyu kalluszosodas volt megfigyelhetd (B).
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4.2.2. Novényregeneracio Craterostigma plantagineum kalluszbol

A ndvényregeneralds soran szintén két protokoll szerint vizsgaltuk az explantumokat.
Azokkal, amelyeket eddig a Furini-féle modszer szerint kezeltiink, a regeneralas szakaszaban
is az altaluk kozoltek szerint jartunk el, ugyanakkor a CI taptalajon fejlodd kalluszokat a sajat
fejlesztésii NR (lasd 3.3.1. fejezet) taptalajra helyeztiik at. A regenerdlds soran az NR
taptalajon novekvd éls explantumok regeneracidja mutatta a legnagyobb regeneralasi
gyakorisdgot (15. &bra). A regeneralt novények 65 %-a normalis fenotipusl, egészséges
novénnyé fejlédott (17. abra, B), ami lényeges eredmény a Furini-féle modszerhez képest,
ahol dontd tobbségében hiperhidratalt novényeket kaptunk (17. dbra, A). Ezek a ndvények

¢letképtelenck voltak tliveghdzi korilmények kozott, igy ezt a modszert a genetikai

transzformacios kisérletekhez nem lehetett felhasznalni.

17. abra A sajat mddszer szerint végzett ndvényregeneralas esetében normalis fejlodést, ép, egészséges
Craterostigma plantagineum ndvényeket kaptunk (B), mig a mar kallusz szinten is
hiperhidrataltsagot mutat6 explantumokbol csak hiperhidratalt novények differencialodtak (A).

4.2.3. Kalluszindukcié Ramonda myconi levélszegmenseken

A mikroszaporitds soran tapasztaltakhoz hasonléan a Ramonda myconi
levélszegmensek nagyon érzékenyen reagaltak a kalluszositas koriilményeire is. A felhasznalt
novekedésszabalyoz6 anyagok (BAP, 6-benzilaminopurin; 2iP, 2-izopentenil adenin; adenin
hemi-szulfat; picloram; NAA, ao-naftilecetsav; IAA, indol-3-ecetsav) hatdsara a
levélszegmenseken gyokerek, hajtasok vagy kalluszok fejlodtek (4. tablazat). Direkt
hajtasregeneracié jelent meg a legtobb esetben. Kalluszfejlodést csak bizonyos

hormonkombinéciok esetében kaptunk és csak viszonylag sziik koncentracid tartomanyban (4.
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tablazat). A harmadik héten a levelek vagott ¢élei mentén 70 %-ban kalluszok jelentek meg,
amikor az RA taptalaj 0,2 mg/l BAP-ot és 2 mg/l picloramot tartalmazott (18. abra, A). Az
explantumok tuléléséhez és fejlédéséhez az auxin és a citokinin egyiittes jelenlétére volt
sziikség. Citokinin nélkiil valamennyi explantum néhény napon beldl elpuszult (18. ébra, B).
Mas hormonkombinéciok is eredményeztek kallusz-szerii sejtproliferaciot, de ezekben az
esetekben a mikroszkdpos vizsgalatok mindig azt bizonyitottak, hogy csak mikroszkdpikus
méretll hajtasok tomeges differencidlodasarol van szo6. A sikeres genetikai transzformacidohoz
azonban csak a fent emlitett hormon kombinacioji RA taptalajt hasznaltuk. A fejlédod
kalluszokat a levélszegmensekkel egytitt 3 hetenként passzaltuk.

A novényregeneracid szempontjabol igéretes kombinacidk is megjelentek a
kisérletben. Alacsony koncentracioji BAP és NAA (0,2 mg/l BAP, 1-2 mg/l NAA)
kombinacioja kevéssé nekrotikus és hiperhidratalt direkt regeneransokat eredményezett (18.
abra, C). Ezzel szemben az alacsony koncentraciojd BAP (0,2 mg/l) és magas
koncentracioban jelenlévé NAA (5 mg/l) nagyaranyu gyokeresedést idézett el (18. abra, D).
Mas novekedésszabalyozok (adenin hemi-szulfat, 2iP) esetében a regeneralodo hajtasok sok

esetben hiperhidrataltak és nekrotikusak voltak.

Auxinok — Picloram NAA IAA
Citokininek | 02mgl [20mg/ [5.0mgl [02mgl [2.0mg [5.0mgl  [02mg/l [20mg/  |5.0 mg/l
BAP 0.2 mg/l D K N H | HGy Gy H Gy N

20mgl | HH N N H | HGy N HGy | Gy N
5.0 mg/l N N N HH N N HGy N N
hip 0.2 mg/l D Gy Gy | HH | HGy Gy Gy Gy N
20mgl [ HGy | Gy Gy HH | HGy N HGy | HGy N
5.0 mg/l HH | HGy Gy HH N N HGy N N
Adenin 02mgl [ D Gy N D Gy N Gy | Gy N
hemisulphate 575 g/l N N N N N N N N N
5.0 mg/l N N N N N N N N N

4. tablazat A Ramonda myconi levélszegmensek morfogenetikai valasza RA taptalajon a leghatékonyabb
hormonkombinaciok esetében. Minden kezeléshez legalabb 50 explantumot hasznaltunk 5
ismétlésben. Magyarazat: D — duzzadas; N — kiterjedt szoveti nekrozis; HGy — egyszerre jelent meg
hajtas és gyokér; HH — hiperhidratalt hajtas és levél; Gy — gyokérfejlodés; H — hajtasfejlodés; K —
kalluszosodas.
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18. abra A novekedésszabalyozo anyagok vizsgalata soran egyértelmiivé valt, hogy citokinin és auxin egyiittes
jelenlétére van sziikség a Ramonda myconi explantumok fejlédéséhez (A). A csak auxint tartalmazé RA
taptalajon az explantumok elpusztulnak (B). A ndvényregeneralas szempontjabdl fontos eredmény volt,
hogy a 0,2 mg/l BAP, 1-2 mg/l NAA tartalmu taptalajon hajtasok (C), mig a 0,2 mg/l BAP , 5 mg/1
NAA esetén gyokerek jelentek meg (D).

4.2.4. Novényregeneracid Ramonda myconi kalluszbol

Az el6zd kisérlet azt mutatta, hogy a ndvényregeneracido szempontjabol a BAP és az
NAA kombinacidja lehet sikeres. Ennek vizsgalatahoz koncentracidsort allitottunk fel, ahol a
fo értékelési szempont az egy explantumra esd hajtdsok szama volt (5. tablazat). Emellet
figyelembe vettiik a keletkez6 hajtasok hiperhidrataltsagat, az explantumok polifenol
kivalasztasdnak és nekrozisanak mértékét, mert ezek az iliveghazi kiiiltetés soran jelentésen
befolyasoltak a tulélést. A kisérlet igazolta, hogy 6nmagéban az auxin vagy citokinin nem
elegendé az explantumok taléléséhez tovabba, hogy a 0,2 mg/l BAP, 1-2 mg/l NAA
hormonkombinécio eredményezte a legtobb (11,2 — 14,9 hajtas/explantum) egészséges hajtast

(19. ébra).
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A novényregeneracio gyakorisaga (hiperhidratacié és nekrozis mentes hajtasok / levél szegmensek szama)

BAP
koncentracio

(mg/1)

NAA koncentrécié (mg/l)

0.05

0.10

0.20

1.00

0.00

0.3+0.05

0.3+0.04

0

0

0

0.05

5.3+0.4

5.1£0.3

4.1+0.3

4.0+0.3

0.10

5.4+0.5

5.9+0.6

7.3+0.4

7.6+£0.3

0.20

6.0+0.3

6.2+0.5

14.9+1.1

11.2£1.0

1.00

4.1+0.3

6.7£0.4

8.0+0.7

8.1£0.5

2.00

3.840.4

4.2+0.4

6.5+0.4

6.1£0.7

5.00

2.0+0.2

3.1+0.3

3.94+0.2

5.5+0.4

kisérlethez 50 explantumot hasznaltunk 3 ismétlésben (& szoras).

A tovabbi kisérletekben a K-foszfat puffer és az antioxiddnsként hasznalt glutation
hatasat vizsgaltuk a hiperhidricitas és a nekrdzis gyakorisdgara. Amikor a taptalaj pH-jat nem
stabilizaltuk K-foszfat pufferrel, akkor a hormonok nagyobb koncentracidja esetén 40-60 %-

kal csokkent a regeneracios gyakorisag (6. tablazat).

A novényregeneracid gyakorisadga (hiperhidraticié és nekrozis mentes hajtdsok / levél szegmensek szdma)

BAP NAA koncentracio (mg/l)

koncentracio

(mg/)
0.00
0.05
0.10
0.20
1.00
2.00
5.00

0.00 . 0.10 0.20 1.00

Minden kisérlethez 50 explantumot hasznaltunk 3 ismétlésben.
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Abban az esetben, amikor a K-foszfat puffert tartalmazta az RA taptalaj, de nem
tartalmazta a glutationt, 20-25 %-o0s, szignifikins csokkenést tapasztaltunk a

novényregeneralds mértékében (7. tablazat).

A ndvényregeneracid gyakorisaga (hiperhidrataci6 és nekrézis mentes hajtasok / levél szegmensek szama)

BAP NAA koncentracio (mg/1)

koncentracio

(mgl) 0.10 0.20 1.00

0

3.0+£0.5

6.1+0.6

11.2+0.9

6.3+0.6

4.8+0.5

2.8+0.4

50 explantumot hasznaltunk 3 ismétlésben.

A novényregeneracié hatékonysdga abban az esetben volt a legrosszabb, amikor az

RA taptalaj sem glutationt sem K-foszfat puffert nem tartalmazott (8. tablazat).

A novényregeneracid gyakorisadga (hiperhidraticio és nekrozis mentes hajtdsok / levél szegmensek szdma)

BAP NAA koncentracio (mg/l)

koncentracid 0.10 0.20 1.00
(mg/l)

Minden kisérlethez 50 explantumot hasznaltunk 3 ismétlésben.
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A regenerald explantumok (19. abra, B) 60 %-an gyokerek is fejlodtek, azonban ezt az
aranyt sikeriilt 80 %-ra javitanunk azzal, hogy az RA taptalajhoz a regeneracié utolso
fazisaban 0,05 mg/l BAP-ot és 5 mg/l NAA-t adtunk. Két hétig tartottuk a novényeket a
gyoOkereztetd taptalajon majd 3 hétre hormonmentes mikroszaporitd taptalajra helyeztiik at

Oket. A megerdsodott, jol fejlett novényeket tiveghazba tiltettiik ki.

Ezzel szemben morfologiailag teljes értékii ndvényeket regeneraltunk az altalunk kifejlesztett RA
taptalajon (B).

4.3.Genetikai transzformacio

4.3.1. A Craterostigma plantagineum Agrobacterium tumefaciens vektorra
alapozott genetikai transzformacidja

4.3.1.1. Az Agrobacterium-os transzformacié hatékonysaganak névelése
mechanikai és biokémiai modszerekkel

A genetikai transzformdci6 eléréséhez kétféle modszert vizsgaltunk meg. Az ,,A”

modszer esetében a Horsch és mtsai. (1988) altal kétszikliek Agrobacterium-mal vald

crer

g ey

technikat hasznaltuk kis médositasokkal. Mindkét mddszer esetében a levélszegmensek fele

fiatal, masik fele teljesen kifejlett (fIs, éls) levelekbdl szarmazott.
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Az ,A” modszernél az fls és éls explantumokat CI taptalajon inkubaltuk a
transzformacidt megelézden 2 napig. A transzformaciohoz haszndlt Agrobacterium torzset
250 ml-es Erlenmeyer lombikban szaporitottuk fel. A lombikban 50 ml folyékony ABM
taptalaj volt (Chilton és mtsai., 1974), ami 25 mg/l kanamycint és 100 mg/l rifampicint
tartalmazott. A baktérium kulturat egy ¢éjszakéan at razattuk (200 rpm) 28 °C-on. A 2 napig
elokezelt levélexplantumokat 3 kiillonb6z6 modon készitettiik elé a transzformdaciora. Az elsd
csoportban nem alkalmaztunk tovabbi el6készitést, a levélkéket 10 ml folyékony MS taptalajt
tartalmazd Petri csészékbe helyeztiik, amelyekhez 1 ml baktérium szuszpenziot pipettaztunk.
Az egyiittenyésztést 20 percig végeztiik majd steril sziirépapiron széritottuk az explantumokat
¢€s tovabbi 2 napra visszahelyeztiik 6ket ugyanarra a taptalajra, amirdl levettiik. A masodik
esetben hasonldan jartunk el, azzal a kiilonbséggel, hogy kozvetleniil az egyiittenyésztés eldtt
mikrosériiléseket hoztunk létre génpuska segitségével gyorsitott volfram szemcsékkel (Jenes
és mtsai., 1996; Oktem és mtsai., 1999). A harmadik esetben az Agrobacteriumok bejutasat
elosegitendd infiltraltuk a levélszegmenseket 15 masodperc, 3 perc, 10 perc és 20 perc
id6tartamig.

A ,,B” moddszer esetében szintén CI téptalajra preparaltuk a levélszegmenseket a
transzformaciot megelézden két nappal, de a taptalajhoz az autokldvozas utan sterilen sziirve
hozzaadtunk 50 pM AS-t. A baktériumokat szintén 250 ml-es lombikban szaporitottuk fel, de
itt 50 ml CPY infekcids folyékony taptalajt hasznaltunk, ami 1 g/l ¢€lesztOkivonatot, 5 g/l
triptont, 5 g/l szacharozt, 500 mg/l MgSO4x7H,0-t, 2 g/l MES, 25 mg/l kanamycint és 100
mg/l rifampicint tartalmazott. A kultarat egy ¢éjszakan 4t razattuk (200 rpm), 28 °C-on. A
megfeleld denzitdsu baktérium szuszpenziot lecentrifugaltuk (10 perc, 8000 rpm) majd a
pelletet 40 ml folyékony MS infekcids taptalajban reszuszpendaltuk. A taptalaj egyharmad
mennyiségben tartalmazott MS makro- és mikroelemeket, 10 mg/l thiamint, 1 g/l kazein
hidrolizatumot, 10 g/l gliikkézt és az Agrobacterium-ok szamara kémiai szignalnak szamito
fenolvegyiiletet, 50 uM AS-t. A leveleket Petri csészébe gytijtottiik, majd radntottiik a 40 ml
baktérium szuszpenziot. A fert6zés ebben az esetben is 20 percig tortént enyhe razas mellett
majd steril szlirOpapiron lecsepegtettiik az explantumokat és tovabbi 2 napra visszahelyeztiik
Oket ugyanarra a taptalajra, amir6l levettiik. A ,,B” mddszernél is ugyanazt a 3 féle elokezelést
alkalmaztuk kozvetleniil a transzformacio el6tt mint az ,,A” mdodszernél.

A 2 napos inkubaci6 utan valamennyi explantumot azonos CI taptalajra helyeztiik, ami
150 mg/l kanamycint és 500 mg/l cefotaximot tartalmazott. Két hetes periddusokban
passzaltuk a kultirdkat, majd 4-6 hét elteltével regenerdld taptalajra helyeztik at az

explatumokat, ami szintén tartalmazott 150 mg/l kanamycint, de cefotaximbdl mar csak 350
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mg/l-t. A fejlodod, feltételezhetden transzgénikus novényeket 100 mg/l kanamycin tartalmu
mikroszaporito taptalajon tenyésztettiik tovabb.

A két mddszer soran kiilonboz6 fizikai €s kémiai eljarasokat alkalmaztunk a genetikai
transzformacié megvaldsitasdhoz és a hatékonysag noveléséhez. Az eredmények azt mutattak
(20. abra), hogy a fizikai moédszerek — a mikrosebzés és az infiltraci6 — egyarant,
szignifikdnsan csokkentett¢k a transzformacid6 hatékonysagat. Ezzel szemben a
transzformaci6 kémiai koriilményeinek valtoztatasa (AS hasznalata, aldoz tipusu cukor forras,
szerves nitrogén forras, alacsony pH és sokoncentracid) az infekcios taptalajban pozitivan
befolyasolta a transzformaciot a bakteridlis vir gének aktivalasan keresztiil. Példaul a éls
explantumok esetén az ,,A” modszer 13 %-os eredményességéhez képest a modositott B

modszerrel 45 %-os transzformacios gyakorisagot lehetett elérni (20. abra).

A transzformacio gyakorisaga (%o)

o 7T
[ : egyszerl transzformacid
BEER : transzformécio + mikrosebzés
 t
- I anszformacio + infiltracio
- ctandard hiha
0 1
25
1a
fls+A dis+A fis+B éis+B

20. abra A fizikai eljarasok alkalmazasa egyértelmiien rontotta a Craterostigma plantagineum transzformacio
hatékonysagat, mig a novényi sériilések alkalmaval megjelend fenolszarmazékokat szimulalo
acetosziringon — mint a bakteridlis vir gének aktivatora — alkalmazisa szignifikansan novelte a
transzformaci6 sikerét. A kiindulasi explantum kora is fontos tényezé a hatékony transzformacios
eljarasban. Az érett levelekbol nyert szegmensek sokkal jobban viselték az in vitro koriilmények és a
transzformacios eljaras okozta stresszt mint a fiatal levélszegmensek. A kisérleteket 6t ismétlésben
végeztik.
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4.3.1.2.Szelekcios taptalajon regeneralt novények vizsgalata PCR analizissel és
Southern-hibridizaciéval

crer

(21. abra, B). A tisztitott ndvényi DNS-bSl Hindlll ¢és BamHI restrikcios enzimek
emésztésével kapott fragmentumokat hibridizaltuk gus probaval, amely egy 4,3 kb méretii
fragmentumhoz hibridizalt. A PCR reakcio soran gus specifikus primereket alkalmazva (lasd
3.6. fejezet) szaporitottuk fel a transzgén jelenlétét bizonyitd 1,5 kb nagysagl szakaszt. A

kontroll névényekben nem volt amplifikacid (21. abra, A).

A mm k tr tr vt pGUSINT mm vt pGUSINT tr vt
“’ -

1,5

21.abra Az 1,5 kb hosszisagl gus specifikus szakasz a transzgénikus Craterostigma plantagineum
novényekben amplifikalodott, mig a vad tipustt kontrol novényekben nem (A). A Southern
hibridizaci6é eredményét mutaja a B kép. Magyarazat: tr — transzgénikus, vt — vad tipus, mm —
molekulars méret marker, k — kotrol.

A transzgénikus és vad tipust névények T, generacidjat is teszteltiik, hogy megorzik-e
a transzgénikus ndvények utddai az idegen géneket. A 150 mg/l kanamycint tartalmazo
taptalajon a transzgénikus névények normadlis fejlddést mutattak, mig a vad tipusti ndvények

kifehéredtek (22. abra).
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22.abra A trnszgénikus Craterostigma plantagineum ndvények (tr) masodik generaciodja is tilélte a 150 mg/l
kanamycin antibiotikum kezelést, mig a vad tipusu névények (vt) jol lathatoan kifehéredtek, ami a
klasszikus tiinete a kanamycin hatasanak.

4.3.1.3.A feltételezhetden transzgénikus kalluszok €s novények vizsgalata GUS
festéssel

A transzformacié soran hasznalt p35S::GUSINT plazmid konstrukcié sok elényds
tujadonsaggal birt. Ezek egyike, hogy a novényi sejtekbe atjutd és ott a kromoszomaba
beépiild T-DNS-ben a gus gént kodold szekvencia tartalmaz egy intront. Mivel a bakterialis
transzkripcid soran az intron nem vagodik ki, a transzlacid sordn olyan hibas fehérje
keletkezik, amely nem képes funkciojat ellatni. A hisztokémiai vizsgdlat soran ez azt
eredményezi, hogy ha a baktériumban torténik is az intront tartalmaz6é gus génrol
fehérjeképzddés, akkor sem fogunk — a szubsztratként hasznalt X-Gluc hozzaaddsa utan —
kékiilést tapasztalni, mivel a hibas fehérje nem tudja bontani ezt a vegyiiletet. Azaz, ha a
festési eljaras soran kékiilést tapasztalunk, akkor azt csak a novényi sejtek kromoszomajaba
integralddott gus gén fehérjeterméke eredményezhette.

A szelekcios eljards soran a folyamatos szelekcids nyomas hatdsara a 6. hét végére a
keletkezett kallusz sejtek 70-80 %-a mutatott kék szinezddést (23. abra, A). A regeneralt

novények esetében elvégzett festés is egyértelmiien bizonyitotta a gus gén sikeres

crcr
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kontroll

nyomas hatdsara, a 3. passzalds utana a Craterostigma plantagineum kallusz sejtek 70-80 %-a
festodott, mig a kontroll kalluszok egyaltalan nem szinezddtek el (A). A bizonyitottan
transzgénikus novények festddése is igen erételjes volt (B).

4.3.2. A Ramonda myconi Agrobacterium tumefaciens vektorra alapozott
transzformacigja

4.3.2.1. Az Agrobacterium tumefaciens eldlésére és a transzgénikus explantumok
szelekciojara hasznalt antibiotikumok hatasa a névényregeneraciora

Az aminoglikozid tipusu antibiotikumok széles korben elterjedt szelekcios agensek,
melyeket a molekularis genetikaban transzgénikus baktériumok, gombak, névények és allatok
szelekciojara hasznalnak. Az aminoglikozid tipust antibiotikumok kapcsolodva a sejt
riboszomaihoz megakadalyozzak a normadlis fehérjeszintézist, aminek kovetkeztében a
rezisztencia gént nem expresszalo sejt elpusztul az adott antibiotikum jelenlétében.

A legismertebb aminoglikozid tipust antibiotikumok:

- Kanamycin

- Neomycin

- Geneticin (G-418)

- Gentamycin

- Paramomycin

- Vistamycin

- Neamine
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A ndvénybiotechnoldégidban harom neomicin-foszfotranszferaz gént hasznalnak
szelekcios markerként: ntpl, ntpll és niplll. Ezek koziil a neomicin-foszfotranszferaz II (ntpll)
a legelterjedtebb. Az nitpll-t az Esherinchia coli Kl12-es torzsének Tn5-0s transzpozonjarol
izolaltak. A gén az aminoglikozid-3'-foszfotranszferaz (aph(3')-1I) enzimet kodolja, ami ugy
semlegesiti az antibiotikumot, hogy ATP jelenlétében foszforildlja azt (ATP + Kanamycin =
ADP + Kanamycin 3’-foszfat). Ezéltal a megvaltozott szerkezetli antibiotikum nem képes a
sejt riboszomdjahoz valod kapcsolodasra. Itt azonban rogton utalnunk kell arra a tényre, hogy
az antibiotikumoknak a ndvényi sejttenyészetek esetén is vannak nem specifikus
mellékhatasai, amelyek csokkentik a transzgénikus ndvények eldallitasanak hatékonysagat
sikeres transzformacid esetén is. Ilyen példaul a fenti reakcidegyenletbdl kovetkezd tény,
hogy az npt gének altal kodolt enzimek az antibiotikumok semlegesitésére a novényi sejtek
ATP-jét hasznaljak fel, csokkentve azok energiatartalékait. Ezért, valamint a R. myconi
szovettenyészetek extrém érzékenysége miatt sziikség volt az A. tumefaciens elolésére és a
transzgénikus szovetek szelekcidjara hasznalt antibiotikumok morfogenetikai hatdsanak
tesztelésére.

Elséként az A. tumefaciens transzformacioé utani eldlésére hasznalt baktérium-sejtfal
szintézis gatlokat teszteltiik a R. myconi levélszegmens explantumok in vitro morfogenezisére
gyakorolt hatasukon keresztiil.

Eldkisérleteinkbdl tudtuk, hogy a timentin esetén legalabb 150 mg-ot, a cefotaxim
esetén legalabb 350 mg-ot kell tartalmaznia 1 liter tdptalajnak ahhoz, hogy a transzformalt
szoveteket A. tumefaciens mentesiteni tudjuk. Ugyanakkor azt is tapasztaltuk, hogy a timentin
koncentracioja nem lehet tobb 300 mg/l-nél, a cefotaximé pedig 500 mg/l-nél, mert e folott
mar sulyos széveti nekrozist okoznak. Tehat viszonylag sziik koncentraciotartoméanyon beliil
kellett keresniink a legmegfelel6bbet, azt ami a 2 x 2 hetes inkubaci6é alatt (2 hét volt a
passzalasi idéintervallum) minimalis mortalitas (max: 15%) mellett megfeleld A. tumefaciens
elleni védelmet is biztosit. A timentin esetén a mortalitasi rata alapjan megfeleld legmagasabb
koncentracio sem jelent biztos antibakterialis védelmet, mig a cefotaxim esetén a mortalitasi
rata alapjan optimalis koncentracio egyben az A. tumefaciens elleni védelem szempontjabol is
megfeleld. Ezért a transzformacidé soran 400 mg/l cefotaximot hasznaltunk a fentebb
részletezett célra.

Kovetkezo 1épésként kivalasztottuk az aminoglikozid tipust antibiotikumok koziil azt,
amelyik a legkevesebb karos mellékhatassal rendelkezik a stressz-érzékeny R. myconi

levélexplantumokra nézve, masrészt toxikus hatdsa iddben elnytjtva jelentkezik (9. tablazat).
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Szelekcios Koncentraciok (mg/1)

agensek 0,2 0,5 1,0 2,0

87,3+11 | 82,1+14 |78,9+5 |75,1+7
89.8+7 [79,2+7 [73,6+9 [60,3+7
78,5£8 [63,0+£9 |40,2+8 |20,9+5
79.9+£8 67,249 |50,5+9 |33,5+4

9. tablazat Az aminoglikozid tipusu szelekciés agensek kiillonbozé koncentracidinak hatasa a nem
transzformalt Ramonda myconi levélszegmensek talélésére. Az explantumokat - kéthetente
passzalva — egy honapig inkubaltuk RA kalluszindukciods taptalajon, majd jbol egy honapig RA
regeneracios taptalajon. Az dsszes taptalaj tartalmazott 400 mg/1 szlrve sterilizalt cefotaximot és a
tablazatba foglalt szelekcios dgensek egyikét kiillonbozd koncentraciokban. A tablazat adatai a 2
honapos inkubalast talélé explantumok szazalékat adjak meg az Osszes explantumot 100%-nak
tekintve. A vastagitott szamok azt jelzik, hogy az explantumok nem csak egyszertien tuléltek,
hanem névényregeneracio is megfigyelheté volt rajtuk. A nem vastagitott szamok a nem
regeneralo, de taléld explantumokat reprezentaljak.

Az elnyUjtott hatds azért nagyon fontos szempont, mert a R. myconi
ndvényregeneracios rendszere a konnyen szovettenyészthetd novényekhez képest 1ényegesen
lassibb (Toth és mtsai., 2004), igy id6t kell biztositanunk a transzgénikus sejtvonalak
elégséges felszaporoddsdhoz. Az A. tumefaciens eldlésre hasznalt antibiotikumokhoz
hasonléan a szelekcios agenseknek is kettds célnak kellett megfelelni a kiértékelés soran.
Lehetdleg minél nagyobb legyen a taléld explantumok ardnya egy adott antibiotikum
koncentraci6 mellett, ugyanakkor a novényregeneracidé mar nemkivéanatos a transzgénikus

szovetrészek majdani szelektalhatosaga miatt (24. abra).

kontroll .~ 02mg 0,5 mg/l~
> @ /RN Z

v
¥ = m -. F Q | ( “

morfogenezisére.
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4.3.2.2. Az Agrobacterium tumefaciens sejtek penetraciojat eldsegitd mikrosebzés
hatésa a transzformacié hatékonysagara

A genetikai transzformacid eredményessége szempontjabol fontos kérdés, hogy az A.
tumefaciens sejtek célszovetbe vald bejutdsa hatékonyan torténik-e, sebzett feliiletek mérete
ehhez megfeleld-e és, hogy az itt elhelyezkedd novényi sejtek rendelkeznek-e gyogyulasi és
regeneracios képességgel.

Eldkisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a stressz-érzékeny R. myconi
levélszegmens explantumainak vagott szélei fokozatosan elbarnulnak, elhalnak és emiatt a
regeneracio a vagott szélektdl — ami az A. tumefaciens elsédleges infekcios zonaja — tavolabb
valosul meg. Ezért a transzformaci6 soran a levélszegmensek belsd részeit steril injekcios ti
segitségével 3-5 helyen atlyukasztottuk és vizsgaltuk a sebzett teriiletek morfogenezisét (25.
abra).

A steril tlvel vald atlyuggatds olyan mechanikai sériiléseket eredményezett,
amelyeknél az egységnyi sebfeliiletre esd egészséges szovettomeg aranya joval nagyobb, mint
a levélszélek szikével vald eltavolitdsa esetén. Valosziniileg ez vezetett a lyukasztasos
modszer esetében a seb kornyéki fokozott morfogenetikai aktivitdshoz. A transzformécio
soran ezért ezt a technikat alkalmaztuk az A. tumefaciens sejtek célszovetbe jutasanak

elOsegitésére.

-

25. abra A Ramonda myconi levelek alternativ sebzése (steril injekcios tiivel vald atlyuggatas) erételjes
sejtosztodast eredményezett (A) a sebzett feliileten (fehér nyilakkal jelolve). Ezzel szemben a
nagyfeliileti szikével vagott sebek mentén a levéllemez legtobbszor elhalt (piros nyillal jel6lve). A
késobbiekben a mirosebzések mentén keletkezd kalluszokbdl tudtunk legnagyobb valdszintiséggel
transzformans egyedeket nyerni (B).
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4.3.2.3. Kanamycin hatdsa a regeneral6é ndvények morfogenezisére

A transzformacidt kovetd szelekcids fazisban jelentds kiilonbségek mutatkoztak a
regeneralddd novények morfogenezisében. A megel6zd kisérleti szakaszban kialakitott nem
letalis szelekcids rendszerben hasznalt 1 mg/l kanamycin jellegzetes morfoldgiai hatasokat
idézett eld. Ezek alapjan vizualisan is konnyen el lehetett kiiloniteni a feltételezhetéen
transzgénikus regeneransokat. Ezek a novények (26. abra, B) gyorsabban fejlodtek, ép,
egészséges leveleket fejlesztettek. Ezzel szemben a morfoldgiailag abnormalis (26. adbra, A)
novények lassan €s korlatozott méretig ndvekedtek, a levelek az éleiktdl indulva kifehéredtek
(klasszikus kanamycin hatds). A vizudlis szelekcidval kivalasztott regeneransok nagy
aranyban transzgénikusnak bizonyultak. A fentebb leirtakkal kapcsolatban azonban nem

végeztiink statisztikai analizist.

végezhetd a transzformaciot kovetden a fejlédé Ramonda myconi névények kozott. A normalis (B)
morfologiaju regeneransok nagy aranyban transzgénikusnak bizonyultak, mig az abnormalis (A)
fenotipusuak soha.

4.3.2.4. Feltételezhetden transzgénikus novények PCR és Southern-blot vizsgalata

A feltételezetten transzgénikus novényekben molekularis modszerekkel vizsgaltuk a
transzforméacios kazettak jelenlétét. Az nptll génre tervezett primerpar egyértelmi specifikus
fragmentumot amplifikdlt a vart mérettartomanyban a szelekcios téptalajon regeneralt
Ramonda novények DNS mintéaibol (27. dbra, A). A Southern-blot analizis (27. dbra, B) is

megerdsitette, hogy a PCR pozitiv ndvények tartalmazzak a transzgént.
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a vad tipusu (vt) Ramonda myconi ndvények tisztitott teljes DNS-€bo6l. A tisztitott p3SSGUSINT
binaris vektort hasznaltuk pozitiv kontrollnak (k+). A molekularis markernek (mm) a A fag Pstl
restrikcios endonukleazzal emésztett DNS-ét alkalmaztuk. Southern blot analizissel (B) bizonyitottuk a

s

vizsgaltuk tovabb, pozitiv kontrollnak (k+) a BamHI és HindllI restrikcids endonukledzokkal emésztett

p35SGUSINT plazmidot hasznaltuk, mig negativ kontrollnak a vad tipust (vt) Ramonda myconit.

Miutdn bizonyitottuk, hogy sikeriilt genetikailag transzformalni a Ramonda myconi
novényt, megvizsgaltuk a transzformdacios gyakorisdgot, és a gyakorisdgot befolyasold
tényezOket. Azt tapasztaltuk, hogy azoknak a levélexplantumoknak a jelentds tobbsége,
amelyeknek a széleit szikével levagtuk, a transzformaciot kovetben — mar a 2 napos
egylittenyésztés alatt — a vagott szélektdl indulva nekrotizalodtak. Ezzel szemben a steril
injekcids tlvel atszart, ép szEéli levélkorongokon a sériilések mentén kalluszfejlédés indult
meg. Ezekbdl a kalluszokbdl regeneraldodd novények koziil keriiltek ki a hisztokémiai
festéssel, illetve a molekularis modszerekkel is bizonyitott transzgénikus ndévények (10.

tablazat).

Az A transzformaci6 gyakorisaga
explantumok

tiousa o Regeneracios Ebbdl PCR pozitiv Ebbdl Southern ebbdl GUS pozitiv
P AtalelSk|  gvakorisag (%) * %) pozitiv (%) (%)

esa | aranya

transzforrlzlalmos (%) * | Norm** | Abnorm** | Norm** | Abnorm** | Norm** | Abnorm** | Norm** | Abnorm**

protoko

A mddszer| 11.542.1 0.0 8.312.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
B modszer| 13.943.5 0.0 7.5%1.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
A modszer| 65.3£9.4 | 17.3£3.1 | 10.3£2.6 |13,5£3.0 0.0 10.1£1.9 0.0 10.1£1.9 0.0
B modszer| 62.849.2 130.146.9 | 20.444.3 |23.74£5.8 0.0 21.4£2.6 0.0 21.412.6 0.0

vis

mls

* a talélés és a regeneracio gyakorisagat szelekcios koriilmények kozott mértiik

w% a regeneralt novénvek morfologiailag normalis és abnormalis feilddést mutattak

10. tablazat A transzformacio szempontjabol alapvetd jelentdségiinek bizonyult a mikrosebzések hasznalata illetve a
vir gének indukalasa acetosziringon hasznalatdva. A kisérletet harom ismétlésben végeztiikk, minden egyes
kezeléshez 100-100 explantumot hasznaltunk. Magyarazat: vls — vagott szEélii levélszegmens, mls —
mikrosebzett levélszegmens, A modszer — Horsch és mtsai (1988) altal kifejlesztett mddszer, B modszer —
az altalunk kifejlesztett modszer.
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4.3.2.5. Szelekcids taptalajon regeneralt ndvények vizsgalata GUS festéssel

A regeneralt novények koziil az ép, egészséges, normalis fejlédést mutatdé novényeket
valasztottuk ki a GUS festés végrehajtasdhoz. Megel6z6 kisérleteink soran azonban kidertilt,
hogy a Ramonda myconi névények — lassii anyageseréjiik miatt is — egyfel6l nagyon nehezen
¢s lassan reagdlnak a hisztokémiai festésre, masfeldl nagyon gyorsan és érzékenyen reagalnak
a vizsgalo oldat okozta stresszre, azaz hamar elpusztulnak. Emiatt igyekeztiink infiltralassal
meggyorsitani a festék szovetek kozé jutdsat, illetve a mikroszaporitdo taptalaj pH-jat
stabilizadlo K-foszfatra cseréltiik a vizsgdld oldatban eredetileg hasznalt Na-foszfatot. A
transzgénikus novények kékiilése a jarulékos gyokerek differencialédasi alapjanal volt a
legerdsebb (28. dbra, A), ahol a legintenzivebb a sejtosztodas. A kontroll névények esetében

nem tapasztaltunk kék elszinezddést (28. abra, B).

28. abra A Ramonda myconi lassu anyagcseréje miatt viszonylag lassan reagalt a GUS festésre (A) és a festodés
intenzitasa is kisebb volt, mint a Craterostigma plantagineum esetében, de a kontroll ndvény esetében

semmilyen elszinez6dést nem tapasztaltunk (B).
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4.4. Uj tudomanyos eredmények

1., Modszert dolgoztunk ki a Craterostigma plantagineum és a Ramonda myconi

mikroszaporitasara, amelyen beliil:

megsziintettiik az alacsony pH okozta hiperhidrataltsagot K-foszfat pufferrel,
csokkentettiik a ndvények polifenol kibocsatasanak karos hatdsait a glutation, mint
antioxidans alkalmazasaval,

a R. myconi esetében a mikroszaporitd taptalajpban harmadara csokkentett MS sok
koncentracidja bizonyithatéan ndvelte — a késdbbi transzformaciohoz hasznalhatd — a

nagylevelli, gyorsan n6v0 ndvények szamat.

2., Modszert dolgoztunk ki a C. plantagineum és a R. myconi kalluszbdl valé ndvény

regeneraciora, amelyen beliil:

78

kifejlesztettiik mindkét ndvény kalluszindukcios taptalajat;

bizonyitottuk, hogy megfelelé hatékonysagu kalluszindukcié csak citokinin €s auxin
egylttes jelenlétében lehetséges, meghataroztuk optimalis koncentraciojukat;
kifejlesztettiik mindkét ndvény ndvényregeneracids taptalajat;

optimalizaltuk a ndvényregeneralashoz illetve a gyoOkereztetéshez sziikséges

hormonkombinaciokat.

Kidolgoztuk a C. plantagineum és a R. myconi genetikai transzformacios moddszerét,

amelyen beliil:

bizonyitottuk, hogy az érett levélszegmensek (éls) hasznalata ndveli a transzformacios
hatékonysagot;

a R. myconi esetében bizonyitottuk, hogy a mikrosebzések alkalmazasa kritikus
fontossagu a sikeres transzformaciohoz;

a R. myconi esetében optimalizaltuk az Agrobacterium elolésére és a transzgénikus

crer



5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kiszaradastlirés kutatasanak két modellnévénye koziil a Craterostigma
plantagineum esetében kidolgoztunk egy valdban reprodukdlhatd, hatékony genetikai
transzformacios modszert. A Ramonda myconi esetében pedig elséként irtunk le modszert a
szovettenyésztésére, valamint kifejlesztettik e novény Agrobacterium tumefaciens-re
alapozott genetikai transzformaciojat is.

A kiszaradastiirés, és ezen keresztiil valamennyi, a vizhidny okozta abiotikus
stresszfolyamat megértésében a molekulédris biologiai ismeretek alapvetd fontossdguak. A
modern biotechnologia tobbek kozott az egyes novényekre kidolgozott genetikai
transzformécios modszerek kifejlesztésével tudja segiteni ezeknek az ismereteknek a
megszerzését. A C. plantagineum molekularis tanulmanyozasa két évtizede kezdddott, de a
jol mikddod transzformacids rendszer hianya jelentOsen gatolta az ismereteink bovitését.
Kisérleteinket megel6zéen mar leirtak egy moddszert (Furini €s mtsai., 1994), azonban ezt a
laboratériumunkban nem sikeriilt megismételni. Kisérleteink soran tobb, a szovettenyésztés €s
a genetikai transzformécido sordn felmeriild problémat (hiperhidrataltsag, gyenge
kalluszosodas, életképtelen regeneransok) sikeriilt  kikiiszobolniink.  Munkédnknak
koszonhetden lehetdség nyilik szamos, az utobbi idoben izolalt, a kiszaradastiirésben fontos
szerepet jatszo gén funkciondlis analizisére. Hiszen mind a szensz/antiszensz, mind a ,,knock
out” technikék alkalmazasahoz nélkiilozhetetlen a genetikai transzformacios modszer.

Europaban az edényes kiszaradastiiré novényeket a Gesneriaceae csaladba tartozd
Haberleae és Ramonda fajok képviselik. Ezeket a fajokat csak az utobbi idoben kezdték
tanulmanyozni. Az altalunk kifejlesztett szovettenyésztési eljarasokkal a steril laboratériumi
koriilményeket kivand vizsgalatokba is bevonhatéak. Emellett, mostmar rendelkezésiinkre all
a R. myconi genetikai transzformacioés modszere, amivel 6sszehasonlité funkcionalis genetikai
analizisek is elvégezhetéek mas kiszaradastiird fajokkal, mint példaul a C. plantagineummal.

A két ndvény szovettenyésztésében ¢&s transzformdacios eljardsdban tapasztalt
hasonlésagokbol arra kdvetkeztethetlink, hogy mas, rendszertanilag tavol esd kiszaradastiird
ndvények esetében is sikerrel alkalmazhatoak lesznek ezek a modszerek, vagy a mddszerek
egyes részelemei.

Mindkét ndvény esetében tervezziik az ozmotikus stressztolerancia mechanizmuséanak
¢lettani vizsgalatdt a kifejlesztett transzformacios eljaras felhasznalasaval. Részletes

biokémiai vizsgalatok alapjan feltételezik, hogy ezeknek a ndvényeknek a fokozott ozmotikus
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stressz-tolerancidja elsOsorban kiilonleges cukoranyagcseréjiiknek koszonheté (Schwall és
mtsai., 1995, Scott, 2000). Laboratoriumunkban rendelkeziink olyan génkonstrukciokkal,
melyek segitségével a novényeket extrém mértékli keményitdakkumulaciora, vagy szacharéz
tultermelésre  tudjuk serkenteni. Modszeriink a  frukt6z-2,6-difoszfat  (Fru-2,6-P2)
szignalmetabolit keményitd-, illetve szachardzszintézisre gyakorolt hatasan alapszik. A
létrehozott transzformdacios technikékkal ezek a konstrukciok bevihetok a ndvényekbe és

igazolhatjuk, illetve kizarhatjuk a koréabbi feltételezéseket.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Fold népessége folyamatosan novekszik, azonban ezzel parhuzamosan a miivelésbe
vont teriiletek nagysaga inkabb csokken. Ennek egyik oka az utobbi idében egyre erdsodd
iiveghazhatds. Ez sok mas, mérsékeltovi orszagban is szélsOséges iddjarast eredményez,
amelynek kovetkezménye a sokszor éveken keresztiil elhuzodd aszaly. Sajnos ennek
kikiiszobolése ontdzéssel egyre nehezebb, hiszen a rendelkezésre all6 édesviz készletek egyre
jobban fogynak és a meglévd készleteket inkdbb ivovizként hasznaljuk fel, mint
ontozoviznek. Ha olyan kulturndvényeket tudndnk termeszteni, amelyek képesek tolerdlni a
nagyobb mértékii vizhidny okozta karos stresszfolyamatokat tigy, hogy kézben nem csokken
tulzottan a termésmennyiségiik, akkor jelentdsen enyhithetnénk a ndvekvo élelmiszerigény ¢€s
a fogyatkozo terméteriiletek kozotti egyre er6sodo fesziiltséget.

A ma termesztett novényeink is igyekeznek elkeriilni a vizdeficit okozta
karosodasokat morfoldgiai €és fiziologiai valtozasokkal, amelyek ereddjeként lényegesen
csokken a leveleken keresztiili vizparologtatds. A legdrasztikusabb ¢és leggyakrabban
megfigyelhetd reakcio, hogy a ndvény megszabadul levelei egy részétdl. Az erds napsiités és
a magas homérséklet egylittes hatasara a megmaradt levelek gazcserenyilasai zdrva maradnak
¢s fokozodik a viz altal nem atjarhato viaszanyagok kivalasztasa a levél kiilso feliiletére. Ezek
azok az ¢élettani alapmechanizmusok, amelyekkel a vizdeficitre érzékeny ndvények is
rendelkeznek, de ezek csak arra elegenddek, hogy a viztartalmuk 10-15 %-o0s csdkkenését
képesek legyenek tulélni. Ennél komolyabb vizhidny esetén elpusztulnak.

A virdgos novények egy kiilonleges csoportja azonban képes toleralni extrém mértékii
vizveszteséget is. Ezt a csoportot a kiszaradastlird novények alkotjadk. A kiszaradastiird
novények friss tomegének 70 %-at alkotja viz, de ha megsziinik a vizellatas, akkor ennek 90
%-at képesek elvesziteni tigy, hogy a rehidrataci6 utan 48 draval mar 4jbol elérik a kiszaradas
elotti metabolikus aktivitasukat. Természetesen az ilyen fok vizhiany taléléséhez sokkal
hatékonyabb védekezd mechanizmusra van szlikség, mint a vizdeficitre érzékeny
novényeknél. Ez egyben azt is jelenti, hogy ennek a védelmi rendszernek az egyes tagjait
valésziniileg joval konnyebb megtalalni és a védekezés egész folyamatat is konnyebb
felderiteni. Nem csoda hat, ha ezen novénycsoport ismert képviseldi a Craterostigma
plantagineum és a Ramonda myconi a ndvényi szarazsagtlirés molekularis genetikai és

biokémiai vizsgéalatdnak kisérleti modellndvényeivé valtak. Az utobbi években szamos olyan
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gént, illetve genetikai szabalyozéelemet (transzkripcids aktivator-, promoter €s un. enhancer
elemek) izolaltak beldliik, melyek specifikus aktivitassal rendelkeztek a dehidraticido és
rehidratacid sordn. Az izolalt gének funkciondlis analizise, és a szabalyozas 0sszefliggéseinek
kideritése azonban még hatra van. Ennek egyik oka volt, hogy ezen ndvények genetikai
transzformécios rendszere nem allt rendelkezésre. Ezért célul thztik ki, hogy a C.
plantagineum és R. myconi transzformacios eljarasat kidolgozzuk.

A Craterostigma esetében mar publikaltak egy modszert (Furini és mtsai., 1994), de
azt eddig sehol, senkinek nem sikeriilt megismételni. Mi is megprobaltuk reprodukalni a
leirtakat, de sajnos eredményteleniil. Ezt kovetden kisérleteket terveztiink egy jol miikodo,
reprodukalhato, hatékony szovettenyésztési ¢és transzformacidés rendszer kifejlesztésére
mindkét ndvény esetében. A kezdeti tapasztalatok azt mutattdk, hogy a névények egyforman
érzékenyek a szovettenyésztési manipuldciokra. Szuboptimalis koriilmények kozott lassan
néttek, gyakori volt a szoveti nekrozis, sok ndvény hiperhidratalt lett és jelentés mértékii volt
a polifenol kibocsatasuk. Ezekben hasonlitottak egymdasra a Craterostigma és Ramonda
novények, de a mikroszaporitasukhoz, kalluszositasukhoz ¢€s a regeneraciojukhoz kiilonb6zé
taptalajokra volt sziikség. A C. plantagineum egy sivatagi novény ¢€s az életstratégiaja ehhez
alkalmazkodott, azaz a hosszi ideig tartd szaraz iddszakok kozott a rovid ideig tartd
csapadékos idoben kell gyorsan és hatékonyan felhasznalni a rendelkezésre allo tapanyagokat
¢s a vizet. Ez indokolta, hogy az in vitro tenyésztés alatt megmaradjon az MS taptalajban 1évo
magas asvanyianyag tartalom. Ezzel szemben a R. myconi hegyvidéki kdrnyezetben ¢él, ahol a
szikds asvanyianyag forrdsokhoz alkalmazkodva egy sokkal lassabb fejlodési program és
metabolizmus alakult ki. Emiatt hasznaltuk az MS sokat csak 40 %-os koncentracioban a R.
myconi in vitro kultardiban. Ennek helyességét igazoltak az optimalizalds soran elvégzett
kisérletek eredményei.

A genetikai transzformacié elofeltétele egy hatékony ndvény-sejt-ndvény rendszer,
aminek els6 1épése a kalluszindukci6. Ebben a fazisban a két ndvény hasonlé mdédon reagalt a
kisérletekben. A kalluszosodds meginditasdban mindkét esetben egy szintetikus auxin, a
picloram bizonyult a legmegfelelobbnek, de az is kideriilt, hogy 6énmagédban nem elegendd.
Ha a piclorammal parhuzamosan nem tartalmazott a taptalaj kis koncentracidban citokinint,
akkor az explantumok a kalluszositas kezdeti stddiumaban nekrotizalodtak, elpusztultak.
Kisérleteink bizonyitottdk, hogy az auxin (picloram) jelenléte mellett nélkiilozhetetlen
citokinin (BAP) adagolasa a taptalajhoz.

Tovabbi hasonlésag volt a két kiszaradastlird ndvény in vitro kultirajaban, hogy a

mikroszaporitas, a kalluszositds és a novényregeneralas hatékonysagat alapvetden novelte,
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amikor K-foszfat pufferrel stabilizaltuk a taptalaj pH-at illetve glutationt adtunk hozza, mint
antioxidanst. A glutation csokkentette a nekrozisok ¢€s a hiperhidratalt névények aranyat, a pH
stabilizalas pedig hosszabb ideig tette lehetdvé a novények tdpanyagfelvételét az eloregedd
taptalajbol. Jol ismert, hogy a kiilonbdzd asvanyi anyagok felvételéhez az optimalis pH 6-6,5
kozott mozog. A taptalajban, ahol a kezdeti pH-t 5,8-ra allitjuk be a szovettenyésztés elso par
napja alatt 4-5 kortli értékre csokken, ami alapvetden befolyasolja az anyagok oldhatosagat és
felvehetdségét, ezért rovid 1don belill relativ dsvanyianyag hidny alakul ki. Valdsziniileg ez
volt az oka, hogy a pH stabilizalds mindkét névénynél 10-40 %-kal javitotta a mikroszaporitas
¢s a novényregeneracié hatékonysagat.

Ezen a szovettenyésztési alapon kezdtiik el a transzformacios kisérleteket. A
transzformécio kiindulasi explantumdnak valasztott levélszegmensek a két ndvény esetében
teljesen eltéréen viselkedtek. A C. plantagineumnal a kalluszositasi kisérletekben kifejlesztett
modszer valtoztatds nélkiil alkalmazhatd volt. A levélszegmensek vagott élei mentén
nagymennyiségli kompakt kallusz keletkezett a transzformacié utan. A dediferencialodott
kalluszsejtek koziil szelekciods taptalajon sikeriilt a transzformdnsok aranyat megndvelniink és
beldliikk transzgénikus novényeket regenerdlnunk. Bebizonyosodott, hogy az alkalmazott
fizikai eljardsok (infiltracié és mikrolovedékekkel okozott sériilések) nem javitottdk a
transzformacio hatékonysagat, ellenben a kémiai stimulacié (alacsony pH, aldoz tipust
szénforras, szerves nitrogénforras, acetosziringon) az egylittenyésztés alatt jelentdsen novelte
a transzformdécios gyakorisagot. Az is nyilvanvaldéva valt, hogy a Furini-féle modszerben
alkalmazott fiatal levelek sokkal rosszabb kiindulasi explantumok a transzforméciohoz, mint a
kifejlett, érett levelek.

A R. myconi transzformacié kezdetén azt tapasztaltuk, hogy a transzformaci6 soran
alkalmazand6 valamennyi anyag és eljaras erds stresszreakciokat valt ki a ndvénybdl, ami
gyors pusztulashoz vezet. Emiatt optimalizalni kellett a baktérium eldlésére szolgélo
antibiotikum tipusat €s mennyiségét. Meg kellett hataroznunk a transzformans kalluszok
felszaporitasdhoz hasznalhatd antibiotikum mennyiségét is. A tapasztalt erdteljes
stresszreakciok megjelenését megprobaltuk csokkenteni azzal, hogy nem-letdlis szelekcios
eljarast alkalmaztunk 1 mg/l kanamycin hasznalataval. E médszer elénye, hogy a regeneracio
soran normalis és abnormalis fenotipust transzformansok jelennek meg, amelyek kozott
vizualis szelekcio végezhetd. A megel6zo kisérletekben kifejlesztett kalluszositasi eljarast
azonban nem tudtuk alkalmazni, mert az 4. tumefacinssel valo egyiittenyésztés utan a vagott
¢lek mentén induld nekrézis kdvetkezett be minden esetben, ami révid idén beliil valamennyi

explantum pusztulasat eredményezte. Ennek elkeriilésére a transzformacidhoz teljes
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levélkorongokat hasznaltunk, amelyeket kozvetleniil az egyiittenyésztés el6tt steril injekcios
tiivel perforaltunk. A mikrosériilések mentén kallusz képzddott, amelyekbdl a szelekcid utan
transzformans novényeket tudtunk regeneralni. A C. plantagineumnal alkalmazott kémiai
stimulaciodt a R. myconindl is eredményesen tudtuk alkalmazni.

Mind a C. plantagineum mind a R. myconi esetében hisztokémiai festéssel, PCR
analizissel és Southern-blot analizissel igazoltuk a transzgén jelenlétét és miikodését.

A két modellndvény szovettenyésztésének és A. tumefaciens kozvetitette genetikai
transzformacios rendszerének kidolgozédsaval megnyilt az ut a kiszaradastird névényekbdl
izolalt gének funkciondlis analiziséhez. Ezaltal pontosabban megérthetjiik, nem csak a
novények, hanem valamennyi mas €16 szervezet valaszreakcioit a vizhiany okozta karosodas
elkeriilésre, amit késdbb kultirndvényeink abiotikus stressztolerancidjdnak javitdsdban is
felhasznalhatunk. A kiszaradastiirésben szerepet jatsz6 anyagok és folyamatok pontosabb
megismerése révén megtudhatjuk, hogyan védik ezek a ndvények az életmitkddéshez

nélkiilozhetetlen sejtstrukturakat, fehérjéket, 6rokité anyagot.
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7. SUMMARY IN ENGLISH

The world’s population is continuously growing, while cultivated land surface is more
likely to decrease. One of its reasons is the greenhouse effect, which has become more
intensive lately. It causes extreme weather in many countries of temperate climate as well,
often resulting in drought lasting for years. Its equilibration with irrigation is becoming
unfortunately more and more difficult, because the earth is running out of fresh water supplies
and the available supplies are rather used as drinking water. If plants able to tolerate negative
stress resulting from an increased water shortage could be cultivated without a significant
decrease in the yield, the tension resulting from a more intense food demand and a decreasing
surface of cultivation could be mitigated.

Through physiologic and morphologic changes, plants cultivated today are trying too
to avoid damages caused by water deficit, as a result of which evaporation through the leaves
decreases significantly. The most drastic and most frequent reaction is when the plant gets rid
of a part of its leaves. As a result of strong sunshine and high temperature, the stomata of the
remaining leaves stay closed and non-water permeable wax is more intensively secreted to the
surface of the leaves. Plants sensible to water deficit operate these basic physiologic
mechanisms as well, but they can only survive a 10-15 % decrease of their water content. In
case of a more severe water shortage, they die.

However, a special group of the flowering plants is able to tolerate an extreme level of
water loss as well. This group is made up of the desiccation tolerant plants. The fresh mass of
desiccation tolerant plants is made of 70 % water, but if water supply is cut, they are able to
lose 90 % of it and after 48 hours following rehydration, they reach their original metabolic
activity again. Naturally, a much efficient protection mechanism is needed to survive such
water shortage compared to plants sensible to water deficit. This also means that it is much
easier to find the different elements of this protection mechanism and to explore the whole
protection process. Thus, it is not surprising that the popular representatives of this group of
plants, Craterostigma plantagineum and Ramonda myconi has become molecular genetic and
biochemical models of drought resistance experimentation. During the past few years, a
number of genes and genetic control elements (transcription activators, promoters and
enhancer elements) have been isolated from them which have got a specific activity during
dehydration and rehydration. Functional analysis of isolated genes and the exploration of

regulation relations still remain to be done. One of its reasons is that the genetic
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transformation system of these plants is not yet known. Our objective is therefore to elaborate
the transformation method of C. plantagineum and R. myconi.

A method has already been published for C. plantagineum (Furini et al., 1994), but no
one has ever been able to repeat it. We also tried to reproduce it according to the description,
unfortunately without success. Than we planned the experiments to develop a well
functioning, reproduceable, efficient system of tissue reproduction and transformation in case
of both plants. The initial experiences showed that both plants were equally sensible to tissue
culture manipulations. Under suboptimal conditions, they grew slowly, suffered often from
tissue necrosis, many of them became hyperhydrated, having elevated polyphenol emission.
This was the case both with C. plantagineum and R. myconi species, but their
micropropagation, callus induction and regeneration required different culture mediums. C.
plantagineum is a desert plant, its life strategy has been adapted to such conditions, that is to
say, long dry periods interrupted by short periods with precipitations, when the available
nutrients and water have to be used quickly and efficiently. This justified to preserve a high
MS culture medium mineral substance content in the in vitro culture. R. myconi, on the other
hand, lives in an upland environment, where a much slower development and metabolism has
emerged because of the restricted mineral substance resources. Therefore we used MS salts
only in 40 % concentration in the R. myconi in vitro cultures, justified by the results of the
experiments during optimisation.

A prerequisite of genetic transformation is an efficient plant-cell-plant system, having
the starting point of callus induction. In this phase, the two plants have reacted in a similar
way in the experiments. In callus induction a synthetic auxin, picloram has been found the
best at both plants, but it was not sufficient alone. If besides picloram, the culture medium had
not contained any cytokinin in low concentration, explants necrotised and died in the initial
phase of callus induction. The experiences have justified that besides the presence of auxin
(picloram), the dosage of cytokinin (BAP) to the culture medium was indispensable as well.

There were further similar elements in the in vitro cultures of the two desiccation
tolerant plants: their efficiency of micropropagation, callus induction and plant regeneration
increased when the pH of the culture medium had been stabilised with K-phosphate buffer
and an antioxidant, glutathione had been added. Glutathione has decreased the proportion of
necrotic and hyperhydrated plants and pH stabilisation allowed a longer lasting nutrient
absorption from the aging culture medium. It is known that the ideal pH to the absorption of
mineral substances is between 6 and 6,5. In the culture medium, if the initial pH is set to 5,8,

it falls approximately to pH 4-5 during the first days of the tissue culture, basically affecting
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substance solubility, therefore a relative mineral substance shortage appears within a short
period. This is probably the reason why pH-stabilisation has improved by 10-40 % the
efficiency of micropropagation and plant regeneration at both plants.

We have started transformation experiments on the basis of these tissue cultures. The
leaf segments selected to be the initial explants of transformation have behaved completely
differently. In case of C. plantagineum, the method developed in the callus induction
experiments could be applied without any change. An important quantity of compact callus
has been formed along the cut edges of the leaf segments after the transformation. From the
dedifferentiated callus cells, we have increased the proportion of transformants on a selection
culture medium and we could regenerate transgenic plants from them. It has been proven that
the applied physical methods (infiltration and injuries caused by microbullets) has not
increased transformation efficiency, while chemical stimulation (low pH, aldose-type carbon
source, organic nitrogen source, acetosyringon) has significantly increased transformation
frequency in the co-culture. It has became evident as well that the young leaves used in the
Furini method are much worse initial explants of transformation than the developed, mature
leaves.

At the beginning of the transformation of R. myconi, we have found that all material
applicable in the transformation and in the method have induced strong stress reactions of the
plant, leading to quick death. Therefore we had to optimise the type and quantity of the
antibiotics used to kill the bacteria. We had to define the quantity of antibiotics needed to
reproduce transformant calli as well. We tried to decrease the strong stress reactions by
applying a non-lethal selection method using 1 mg/l kanamicyne. The advantage of this
method is that transformants of normal and abnormal fenotypes are created and a visual
selection can be done. However, we could not apply the callus induction method developed in
the pre-experiments, because after co-culture with A. tumefaciens, cut edges had necrotysed in
any case, which caused the death of all explants within short time. To avoid this, we have
used complete leaf discs for the transformation which had been perforated with a sterile
syringe right before the co-culture. Calli have been formed along the microinjuries and after
selection we could regenerate transformant plants from them. The chemical stimulation
applied in the case of C. plantagineum could be applied successfully in the case of R. myconi
as well.

The presence and functioning of the transgene has been justified at C. plantagineum

and at R. myconi as well by histochemical painting, PCR analysis and Southern-blot analysis.
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The elaboration of the tissue culture and the genetic transformation system transmitted
by A. tumefaciens of the two model plants has opened the opportunity for the functional
analysis of genes isolated from desiccation tolerant plants. Through this, reactions to avoid
damages caused by water shortage of not only the plants but any other living organism can be
better understood, that may be used in the future in the improvement of the abiotic stress
tolerance of cultivated plants. Through a better knowledge of the material and processes of
desiccation tolerance, it can be discovered how these plants defend their cell structures,

proteins and hereditary material indispensable for the vital functions.
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