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1. BEVEZETO

Az elmalt évtizedekben szamos in vitro regenerécids rendszert dolgoztak ki a ndvények
vegetativ szaporitasara. Ezek egy része a szomatikus embridgenezist (SE), mig mas résziik a de
novo organogenezist veszi alapul. Mindkét folyamat torténhet direkt vagy indirekt médon. Ha a
regeneracio indirekt médon torténik, akkor kallusz kialakuldsan keresztiil, mig ha direkt modon,
akkor kallusz kialakulasa nélkiil, egy vagy néhany sejtb6l indul el a folyamat.

A regeneracio sikerességét tobb tényezo is befolyasolja, igymint a megfeleld explantum
megléte, a kornyezeti koriilmények, valamint a taptalaj megfelelé Osszetétele. A stressz és a
novényi hormonok, elsésorban az auxin és a citokinin fontossdgat a ndvényi regeneracios
folyamatokban tobb tanulmanyban leirtdk. Az auxin elsésorban a gy6kér regeneraciojat, a citokinin
a hajtasregeneraciojat  serkenti, kiegyenlitett egylttes hatdsuk folyamatosan 0sztéd6
kallusztenyészetet eredményez.

A szomatikus embridgenezis elinditasaban a hormonok koziil a legjelentésebb az auxinok
szerepe. A citokininek hatasa a folyamatra valtoz6. A legtobb kisérleti rendszerben az alacsony
citokinin koncentracio kedvez a SE-nek, mig mas esetekben a kiils6 citokinin kezelés gatolja azt.

Az elmdlt években szdmos olyan transzkripcids faktort sikerilt azonositani, melyek részt
vesznek az embrioképzodés folyamataban. A LECI1, a LEC2 és a FUS3 transzkripcids faktorok
egymassal kdlcsonhatasban szabalyozzak a mag érése mellett az embrio identitasat és az esetek egy
részében a SE folyamatat is.

A regeneracios folyamatok sebzés hataséra is indukalédhatnak. A sebzés soran az egyik
elsoként aktivalodo transzkripcios faktor a WIND1. A sebzésrdl és a sebzés altal indukalt WIND1 -
rél kimutattak, hogy kOzponti szerepik van a gyokér explantumok megnovekedett regeneracios
potencialjaban.

A ndvényi regenerdcidés folyamatok megértéséhez nagymértékben hozzajarultak és
hozzajarulhatnak azok a kutatdsok, melyeket a modellndvény Arabidopsis thaliana (ladfi)
segitségével végeznek, mivel e ndvény kapcsan nagy mennyiségben allnak rendelkezésre kilonféle
mutans és transzgénikus vonalak, markerek, génkonstrukciok, ellenanyagok és specifikus
informéaciok. Azonban ezek kihasznélasara a SE kutatdsaban eddig korlatozott volt a lehet6ség, mert
nem allt rendelkezésre egy olyan hatékony és rutinszertien hasznalhatd sejt- és szovettenyésztési
Kisérleti rendszer, ami ezt lehet6vé tette volna. Bar az Arabidopsis érett/éretlen zigotikus embriok
tenyésztésén alapulo SE tanulmanyozasa jelentés betekintést nydjtott ebbe a folyamatba, a

megallapitasok altalanositidsa céljabol mas explantumok hasznalata (lehetdleg azok, amelyek a
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zigotikus embrioknal differenciéltabb szovetet tartalmaznak) hasznos lenne. A mult szdzad 90-es
éveinek elején Arabidopsis gyokértenyészeteken végzett munkak eredményeként SE utjan torténd
regeneraciorol vagy legalabbis szomatikus embridszerti struktirak megjelenésérdl szamoltak be.
Mindezek tiikrében munkank soran célunk volt egy olyan hatékony in vitro gyokér alapd
regenerécios kisérleti rendszer kidolgozasa, mely a jelenleg elterjedt zigotikus embridk tenyésztésén
alapulé rendszernél egyszeriibb és megfeleld minéségli, mennyiségli Kisérleti anyagot szolgaltat,
tovabba lehetévé teszi az organogenezis és a SE kezdeti 1épéseinek tanulmanyozasat és

dsszehasonlitasat Arabidopsis thaliana névenyen.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A novények kornyezetiiktol vald fliiggésiik miatt figyelemre méltod fejlodési rugalmassaggal
rendelkeznek, ami elésegiti alkalmazkodasukat a kérnyezeti feltételek valtozasahoz. Folyamatosan
ki vannak téve sériiléseknek egyrészt a kartevok tdmadasai, masrészt a kdrnyezeti artalmak (fagy,
viharok, tliz) révén. Ezek talélését lenyligozo regeneracios képességiik teszi lehetové (Fehér, 2015).
A magasabbrendii novények esetén harom f6 regeneracios folyamatot kiillonboztetiink meg: a
szoveti regeneraciot, ami a sérilt szovet vagy hianyz6 szdévetdarab regeneracidja, a de novo
organogenezist, ami egy teljes szerv fejlédése és a szomatikus embridgenezist (SE), melynek soran
egy vagy tobb testi sejt képes embridva fejlédni, majd kialakitani a teljes ndvényt (Xu és Huang,
2014; Fehér és mtsai., 2016; Fehér, 2019).

2.1 lvaros és ivartalan embridgenezis

A ndveények életciklusanak kezdeti szakasza az embridfejlédés (embridgenezis), mely az
embrid eldre programozott, meghatarozott eseményeket adott sorrendben magaba foglalé fejlodése.
Az embridgenezisnek novényekben két f6 tipusa kiilonboztetheté meg: az ivaros és az ivartalan
embridgenezis.

Ivaros embridgenezis sordn a haploid ivarsejtek egyesutlésenek eredményeképpen kialakul a
diploid zigdta, amely ezt kdvetéen embriova fejlodik. Ezt a folyamatot zigotikus embridgenezisnek
(ZE) is nevezik. Az embriofejlodés aszimmetrikus sejtosztodassal kezdddik. A nagyobb bazalis
sejtbdl alakul ki a szuszpenzor, a kisebb apikalis sejtbdl pedig az embri6 differencidlodik. Az
embrid fejléddése ezt kovetden jellegzetes morfoldgiai stadiumokkal jellemezhets. A gomb
(globularis) stadiumot a sziv, majd végil a torpedd stadium koveti (Capron és mtsai., 2009) (1.

abra).
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1. abra: Zigotikus és indirekt szomatikus embriégenezis névényekben (Solis-Ramos és mtsai., 2012
alapjan).

Novényekben az embridgenezis elinditasa nem korlatozodik a megtermékenyitett petesejtre.
A ndvények ivartalan embridgenezise soran nincs sziikség sem meidzisra, sem pedig a petesejt
megtermekenyitésére (Fehér, 2015). Az ivartalan embriok fejlédése nagyon hasonlit a zigotikus
2012). A

fejl6dé embrio fokozatos szervezddésének eredményeképpen ezekben az esetekben is elébb egy

embriok fejlédéséhez mind morfoldgiailag, mind fizioldgiailag (Solis-Ramos és mtsai.,

soksejtes godmb alak (globuldris stadium) jon Iétre, majd az embrio bipolarissa valik, kialakul a sziv,
2012) (1. dbra). Mind az ivaros,
mind az ivartalan embridgenezisre sor keriilhet természetes (in planta) és mesterséges (in vitro)

majd a torpedd stadium (Heszky, 2003; Solis-Ramos és mtsai.,

korulmények kozott is. A ndvényi embridgenezis kiilonboz6 Gtvonalait a 2. dbra mutatja be
vazlatosan.

Embriogenezis in vitro
novényekben embricgenezis
4 V¥ N 4 \
Zigotikus Apomixis Szomatikus Gametikus
d N
E Pollen | i lnvito |
1 embridgenezis | | fertilizacio '
Megtermékenyitett Embridzsak Izoldk és filzionalt
petesejtbsl nmmﬁh:;wﬂen Testi sejtekbdl Mikrospérakbél ivarsejtekbdl
sejtjei

2. abra: Embridgenezis tipusai ndvényekben (Fehér, 2005 alapjén).
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Az ivartalan embriogenezisnek egyik természetes formaja az apomixis. Apomixisrdl akkor
beszélhetlink, amikor megtermékenyités hianyaban is megindul a magfejlodés, azaz a mag
aszexudlisan alakul ki. Apomixis soran vagy diploid embridzsék jon létre és a diploid petesejt
partenogenetikusan embriova fejlédik vagy a nucellusz diploid sejtjeib6l indul el jarulékos
embriofejlédés (Hand és Koltunow, 2014).

A him gametofiton sejtjeibél kiinduld embriofejlédés (androgenezis) ritkan zajlik le spontan
maddon, Aaltaldban valamilyen kivaltd hatds szilkséges az elinditaséhoz. Ez a hatds az esetek
talnyomo részében valamilyen stresszkezelést jelent, aminek a teljes ndvényt, a viragot, a bimbét, a
portokot vagy az izolalt mikrospdrékat teszik ki (Maraschin és mtsai., 2005). Legelterjedtebb az
izolalt portokok vagy mikrosporak kezelésével kivaltott in vitro androgenezis, melyet elterjedten
hasznalnak a ndvénynemesit6k haploid/dihaploid novény vonalak eléallitasara (Basu és mtsai.,
2011).

A SE jelensége a természetben spontan is eléfordul bizonyos fajoknal, példaul az al-
elevensziild Kalanchoe, Bryophillum fajoknal (Yarbrough, 1932), ahol a levelek szélén fejlédnek
embridk, majd azokbol novények. A folyamat azonban szamos novényfaj esetében csak

mesterségesen, in vitro kérilmények kozott valthato ki.
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2.1.1 In vitro szomatikus embridgenezis jellemzoi

A SE az ivartalan embridgenezis azon forméaja, mely soran kiilonb6z6 indukeios tényezok
(ndvényi hormonok, stressz) hatasara a differencialt testi sejtek embriova fejlédnek. In vitro
embridgenezist el6szor répaban (Daucus carota) irtak le 1958-ban (Steward és mtsai., 1958;
Reinert, 1959), azéta azonban mar szamos mas novényfaj esetében is sikerilt SE elinditasara
alkalmas korulmenyeket kidolgozni. Az in vitro tenyésztési rendszerecknek koszonhetéen olyan
sejtekbdl is kifejlédhetnek embriok, melyekbdl természetes koriillmények kozott sosem fejlddnének
ki. Ezen tenyésztés magaba foglalja a ndvény egy részének (explantum) mesterséges tapkozegbe
valé helyezését, aminek kovetkeztében a sejtek felszabadulnak az addigi differenciacids kényszer
aldl (“dedifferencialodnak™), majd ezaltal képessé valnak szignalokra reagalva 0ij egyedfejlédési
program elinditasara és a kompetensek elindithatjak az embridgenezis programjat (Burgess, 1985).
A tenyészetekbe helyezett explantumok és sejtjeik tobbféle utvonalon fejlédhetnek embriova (Fehér
és mtsai., 2016; Fehér, 2019). Az in vitro SE-nek két f6 formaja kiilonithet6 el. Indirekt, mas néven
kozvetett embridgenezis soran a differencialt testi sejtb6l elészor kallusz szovet (proembriogén
sejttomeg) képzodik, amely megfeleld koriilmények hatasara (hormonalis gradiensek
kialakulasanak eredményekeént) hajtas- és gyokérmerisztémava szervezédve kialakitja a szomatikus
embrio struktarajat (Fehér és mtsai., 2016). Ezzel szemben direkt, mas néven kdzvetlen SE esetén a
differencialt sejtb6l kozvetleniil indul el az embriofejlodés genetikai programja (Gaj, 2004; Fehér,

2015). Ezen Utvonalakat a 3. abra szemlélteti vazlatosan.
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3. abra: Szomatikus embriok kialakulasanak lehetséges Gtvonalai (Fehér, 2019 alapjan).
A szomatikus embriok fejlodése indulhat differencialt testi sejtekbdl (vilagossziirke) vagy periciklusszerii
Ossejtekbdl (sotétsziirke) és végbemehet a folyamat direkt (1, 3) vagy indirekt (2, 4) modon in vitro (1, 2),
valamint in planta (3, 4). In vitro szomatikus embriégenezis (SE) indulhat egyetlen totipotens sejt (sarga)
indukcidjaval, mely proembri6t (s6tétzild) hoz létre az elsé aszimmetrikus osztdddast kdvetden (kozvetlen vagy
direkt SE; 1). Szomatikus embridk alakulhatnak ki in vitro embriogén kallusz felszinén tobb sejtbdl (kozvetett

vagy indirekt SE; 2). In planta SE is elindulhat direkt (3) vagy indirekt (4) mddon bizonyos szabalyzd gének

crer

embriogén sejtben indul (3), akkor ez a sejt is totipotensnek tekinthetd (sarga, sotétzold vonalakkal), de
expresszios mintazata valosziniileg kiilonbozik a hipotetikus zigotaszerii totipotens sejtétél (sarga, 1-eS
folyamatnal). Figyelembe kell venni, hogy sem a differencialt szomatikus sejtek, sem a periciklusszerii
Ossejtek onmagukban nem totipotensek és szomatikus embriok egyetlen totipotens sejt részvétele nélkil is

kialakulhatnak (2-es folyamat), (a rajzok nem méretaranyosak).

Nem minden novenyi sejt totipotens, de egyes sejtek megfeleld koriilmények alatt
totipotenss¢ valhatnak. Egy sejt (és csakis egyetlen sejt) tekinthetd totipotensnek, amennyiben
képes ©nalléan embriogenezisen keresztll egész novénnyé fejlédni. A kozvetett, tobb sejtbol
kiindul6 SE nem fiigg a cellularis totipotenciatol (3. dbra; Fehér, 2019). Az embriogén képesség
vagy potencial egy adott ndvényi genotipus, illetve explantum azon tulajdonsagainak 6sszessége,
amely megfeleld bels6 és kiils6 koriilmények teljesiilése esetén megengedi, hogy differencialt
sejtekb6l embriogén sejtek fejlodhessenek (Fehér, 2005). Ez a kompetencia azonban nem minden
sejtre jellemz6, azoknak csak bizonyos hanyadaban alakul ki. Altalanossagban véve elmondhato,
hogy a differencialt sejtek specidlis funkcidinak elvesztése az embriogén kompetencia
kialakulasanak feltétele. A folyamat soran a sejt képes lesz olyan hormonalis, illetve stressz

tényezOk szignalként valo felfogasara, amelyek az embridgenezis kivaltasahoz vezetnek.
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Az embriogénné valas képességét mas tényezOok, ugymint a kiindulasi allapot (fejlodési
allapot, explantum tipus), stresszkezelések (sebzés, ozmotikus stressz, nehézfémstressz, hideg
stressz vagy magas hémérséklet), a kezelés idGtartama, a kiilsé kornyezet, a mesterséges taptalaj
alkotd elemei, a megvilagitas, illetve az alkalmazott novekedésszabalyozé anyagok (auxin,
citokinin) is meghatarozzék (Ikeda-lwai és mtsai., 2003; Gaj, 2004; Fehér, 2015). A mechanizmus
azonban, ami altal egy sejt az embridgenezisre Ujra képessé valik csak részben feltart és jelenleg is
intenziv kutatasok targyat képezi (Fehér és mtsai., 2003; Jiménez, 2005; Venglat és mtsai., 2005;
Fehér, 2015).

Annak ellenére, hogy a kiilonb6z6 embriogén fejlédési utak soran a fejlédési program
meglehetésen hasonld és az embriok hasonld fejlédési fazisokon mennek keresztil (lasd 1. abra),
kiilonbségeket is tapasztalhatunk. Az in vitro embriok gyakran nagyobbak, tobb sejtbdl allnak és
kevésbé organizalt a felszinlik a zigotikus embridkhoz képest. Ez leginkabb az anyai koérnyezet és
az endospermium hidnyanak koszonhetd. A kornyezé magszovetek hianyaban az in vitro fejlédo
embrid érése szintén eltér a zigotikus embridétol, mivel az el6bbi esetben példaul nem alakul ki
dormancia, azaz nyugalmi allapot (Zimmerman, 1993; Fehér, 2015), tovabba a fejl6dé embrionak
nincs vaszkularis kapcsolata azzal a szovettel, melyen kialakult (Solis-Ramos és mtsai., 2012). Ez
utobbi lényegi kilonbséget jelent az organogenezis soran képz6dott merisztematikus strukturakhoz
képest, mely esetben ez a vaszkularis kapcsolat fellelhetd a regeneratum és a kiindulasi szovet

kozott (Terzi és Lo Schiavo, 1990).
2.1.2 In vitro szomatikus embriogenezis gyakorlati alkalmazasa

A szomatikus, illetve mikrospora-eredetii embriogén tenyészetek elénye, hogy benniik nagy
szamban fejlédhetnek az anyaszervezett6l fiiggetlen, szabadon allé embriok, melyek jol
hasznalhatoak fejlodésbiologiai, biokémiai, élettani és molekularis biologiai kutatasokban. Az in
vitro kornyezetben fejlodé szomatikus embriok morfologiai, citologiai, biokémiai és génexpresszios
vizsgélataval a ZE modellezhet6, ezen feliil Osszevetheték a kiilonbozé sejtekbdl kiinduld
embridfejlodési rendszerek, ami 4altal a ndvényi embridgenezisre, mint fejlddési programra
vonatkozé altalanos kovetkeztetések vonhatok le (Touraev és mtsai., 1995; Kasha és mtsai., 2001;
Fehér és mtsai., 2003; Sprunck és mtsai., 2005; Fehér, 2015). A novények fejlodési plaszticitasanak
jobb megértésére is eszkdzként szolgalhat a SE tanulmanyozasa.

A szomatikus embridk in vitro tenyésztése szamos ndvény ivartalan szaporitasara kinal
megoldast, tovabba a ndvénynemesitésben is jelent6s szerepe lehet. A SE lehetdvé teszi a kivalo

tulajdonsagokkal bird nemesitési alapanyagok, fajtak, hibridek gyors vegetativ felszaporitasat,
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fenntartasat, mely soran valtozatlanul meg6rz6dik a hibridek, fajtak, vonalak genetikai allomanya,
mert kiiktatodik az ivaros keresztezéssel Osszefliiggd genetikai rekombinacio. Erre alapozva
kezddédtek el a “mesterséges magok™ elGallitasat és felhasznalasat célzo kutatasok (Rihan és mtsai.,
2017). Az embriok in vitro elballitasa tehat mind fejlédésbioldgiai, mind gazdasagi szempontbol
fontos (Dudits és Heszky, 2014).

2.2 Organogenezis

Az organogenezis egy teljes ndvényi szerv regeneraciojat jelenti, mely torténhet in planta
vagy megfeleld indukcios koriilmények esetén in vitro. A de novo organogenezis egy altalanosan
hasznalt ndvényi stratégia a talélésre. A természetben de novo organogenezissel altalaban gyokerek
és/vagy hajtasok alakulnak ki, lehetévé téve a karosodott vagy eltavolitott szervek pétlasat.
Szdvettenyészetekben a levalasztott szdvetek, szervek arra alkalmas tapkdzegben elészor altalaban
hegszovetet, “kalluszt” alakitanak ki, melyb6l gyokerek vagy hajtasok fejlédhetnek. Ezt a fajta
organogenezist nevezzik indirekt vagy kozvetett organogenezisnek. Az organogén kallusz sebzés
hatasara testi sejtekb6l (Iwase és mtsai., 2011a; 2011b), illetve exogén auxin és citokinin kezelést
kovetden a periciklus (gyokér) vagy periciklusszerii (hajtas) szovet merisztematikus sejtjeib6l
képz6dhet (Atta és mtsai., 2009; Xu és Huang, 2014). Kozvetlen (kalluszképzédés nélkiili)
hajtasregeneraciot lehet elérni oldalgyokér kezdeményekbdl citokininek magas koncentracioban
torténd alkalmazasaval (Rosspopoff és mtsai., 2017). Az oldalgytkér iniciacié korai szakaszaban a
merisztematikus sejtek a citokinin:auxin aranytol fiiggéen hajtas- vagy gyokérmerisztémava is
fejlédhetnek. A citokininek fontos szerepet jatszanak az in vitro hajtds kialakulasban (Aragdo és
mtsai., 2016; Rosspopoff és mtsai., 2017). A hajtasregeneraciohoz a magas citokinin szint mellett
azonban egy megfeleld auxin gradiens is sziikséges (Negin és mtsai., 2017).

Shin és munkatérsai (2020) szerint a hajtds de novo organogenezisének negy f6 1épése
kiilonboztetheté meg: elsé 1épés a “pluripotencia” megszerzése (Che és mtsai., 2007; Atta és mtsai.,
2009; Kareem és mtsai., 2015; Liu és mtsai., 2018); masodik a hajtds promerisztéma kialakulasa
(Aida és mtsai., 1999; Ikeda és mtsai., 2006a; Gordon és mtsai., 2007; Pulianmackal és mtsai.,
2014; lwase és mtsai., 2017); harmadik a hajtas progenitor kialakulasa (Che és mtsai., 2002; Cheng
és mtsai., 2013; Zhang és mtsai., 2017), majd végs6 1épés a hajtas kiemelkedése (Sang és mtsai.,
2018; Tian és mtsai., 2018; Lee és mtsai., 2019) (4. abra).
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I. Pluripotencia Il. Hajtas IIl. Hajtas | IV. Hajtas

promerisztéma progenitor kiemelkedése

megszerzése

4. dbra: De novo hajtas organogenezis f6 fazisai (Shin és mtsai., 2020 alapjan).
Az 4brén a kék hattér az auxinban gazdag kallusz indukcids médiumot jel6li, mig a zold héattér a citokininben
gazdag hajtas indukcids tapkozeget mutatja.

2.3 A novényi hormonok szerepe a regeneracios

folyamatokban

A novényi regenerdcios folyamatok indukalhatok kiilonb6z6 hormonok vagy
stresszkezelések segitségével, a fajtol és/vagy az explantum tipusatol fliggden. A hormonok koziil a
két legjelentésebb az auxin és a citokinin, melyek direkt modon vesznek részt a regeneralasban, de
egyeb novényi hormonok is szerepet jatszanak ezekben afolyamatokban (Su és Zhang, 2014). A
regenerdcié sikerét az endogén hormonok megfeleld térbeli eloszlasa és megfeleld idében toérténd

alkalmazasa befolyasolja (Jiménez, 2005; Su és Zhang, 2014).
2.3.1 Az auxinok szerepe

Az in vitro regenerécios eljarasokban a hormonok koziil a legjelentdsebb az auxinok
szerepe, ezen belul is a leggyakrabban hasznalt a 2,4-diklérfenoxi-ecetsav (2,4-D) (49%-0s
gyakorisaggal hasznalt), ezt koveti a naftilecetsav (NES) (27%), az indol-3-ecetsav (IES) (6%),
majd az indol-3-vajsav (6%), a pikloram (5%) és a dikamba (5%) (Jiménez, 2001). A 2,4-D egyik
sajatossaga, hogy novényi ndvekedésszabalyzd és stressz indukalé agens is egyben és ezen
ellentmondasos tulajdonsdganak kdszdnheti embridgenezis indukald képességét. Ezt bizonyitja,
hogy Arabidopsis SE kezdeti szakaszaban a 2,4-D altal indukalt transzkripcios faktorok (TF-ok)
kozel fele stresszhez kapcsolt (Gliwicka és mtsai., 2013). 2,4-D kezelés hatdsara megemelkedik az
endogén auxin szint a kompetens sejtekben (Michalczuk és mtsai., 1992; Pasternak és mtsai., 2002).

A belsé hormonszinteket vizsgalva tobb faj, illetve explantum esetében megfigyelték, hogy a
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magasabb endogén auxin szint magasabb szintli embriogén valasszal jar egyiitt (Ivanova és mtsai.,
1994; Jiménez és Bangerth, 2001a; 2001b; 2001c; Jiménez és Thomas, 2006). Azonban az exogén
auxint a tapkozegbdl el kell tavolitani ahhoz, hogy a sejt és/vagy szdvet polaritasa kialakulhasson és
a SE meginduljon (Raghavan, 2004; Jiménez, 2005). A 2,4-D eltavolitasa indukalja az auxin
bioszintézisért felelés flavin monooxigenazokat kodoldé YUCCA (YUC) gének expressziojat
ludfiiben — ennek eredménye a megndvekedett endogén IES szint (Bai és mtsai.,, 2013). A
merisztéma (6ssejt populacid) kialakulasaban fontos szerepe van a lokalis auxin bioszintézisnek és a
polaris auxin transzportnak (Nawy és mtsai., 2008). Bai és munkatarsai (2013) kimutattak, hogy a
2,4-D indukalta SE kezdetén Arabidopsis kalluszban szdmos citokinin, abszcizinsav (ABS),
tovabba etilén szintézisben és jelatvitelben résztvevd gén alulmikodott, mig ezzel pdrhuzamosan
megnétt az endogén auxin szintézisért felelés YUC gén expresszidja. Arabidopsis regeneraciojanak
korai fazisdban az auxin aszimmetrikus eloszlasa - melynek kialakitdsdban fontos a polaris auxin
transzport - jelent6s szerepet tolt be (Su és mtsai., 2009; 2015). Ezen talmenden az auxin polaris
transzportja sziikséges az apikalis-bazalis embriogén tengely és késébb a bilateralis szimmetria
kialakitasdhoz az embridgenezis soran (Woodward és Bartel, 2005). Mindezek alapjan az auxin
transzport gatldsa megzavarhatja az auxin id6beli/térbeli eloszlasat és megakadalyozhatja a
hajtasregeneraciét (Cheng és mtsai., 2013), valamint a SE-t (Elhiti és Stasolla, 2011). Az auxin
poléaris transzportjanak a ndveny fejlédésében betoltott szerepét a transzport gatlasaval
vizsgalhatjuk. llyen gatldszerek példaul a 2,3,5-trijéd-benzoesav (TIBA), valamint a naftilftalsav
(NPA). A TIBA-t el6szor a fotoperiddus viragzasi idére gyakorolt hatdsainak vizsgalatara
hasznaltak (Zimmerman és Hitchcock, 1942) és gyorsan kidertlt a kutatok szamara, hogy a TIBA
kompetitiv mddon gatolja az IES hatasat szdjababban (Galston, 1947). Mivel a TIBA egy gyenge
aromas sav, ugy gondoljak, hogy a protonalt TIBA az IES-hez hasonlé modon diffundal a sejtekbe,
bar élettani korulmények kozott a sejtmembran a TIBA tekintetében 100-szor nagyobb
permeabilitassal rendelkezik (Depta és mtsai., 1983). A NPA-t6l eltéréen a TIBA-r6l Ggy vélik,
hogy az IES-hez hasonl6 médon polarisan szallitédik (Thomson és mtsai., 1973) kozos efflux

hordozékon keresztiil (Depta és mtsai., 1983).
2.3.2 A citokininek szerepe

Novények regeneréacidjara leggyakrabban hasznalt citokinin az N°-benzil-amino-purin
(57%), amit a Kinetin (37%), a zeatin (3%) és a thidiazuron (3%) kdvet (Jiménez, 2001). A citokinin
a hajtds indukcidban feltételezhet6en kulcs szerephez jut, tigymint az auxin a gyokeér indukcidban

(Skoog és Miller, 1957; Duclercq és mtsai., 2011). Pozitiv korrelaciét irtak le a citokinin szintek és
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a hajtads honaljriigyek kialakulasa kdz6tt kiilonb6z6 mutansokban és transzgénikus novényekben
(Chaudhury és mtsai., 1993; Kakimoto, 2001; Catterou és mtsai., 2002; Sun és mtsai., 2003).
Ugyanakkor azok az Arabidopsis mutans névények, melyek auxin vagy citokinin szintézisben
mutansok, képtelenek a de novo hajtas organogenezisre (Hwang és Sheen, 2001; Inoue és mtsai.,
2001; Sakai és mtsai., 2001; Che és mtsai., 2002; 2006; 2008; Pernisova és mtsai., 2009).

Tobb rendszerben az alacsony koncentraciojd citokinin auxinnal egyitt alkalmazva
embridgenezist indukal, ugyanakkor a citokinin kezelés gatlé hatast is gyakorolhat az auxin-
indukalt SE-re (Mujib és mtsai., 2016). Mas esetekben a citokininek énmagukban is hatékonynak
bizonyultak a SE indukcidjaban (Sagare és mtsai., 2000; Gaj, 2004; Chung és mtsai., 2005).

2.3.3 Az etilén szerepe

Az etilén kolcsonhathat az auxinnal a regeneracios folyamatokban (Su és Zhang, 2014). Az
auxin tobblet egyik legismertebb hatasa kétszikiieknél az etilén taltermelddés (Song, 2013). Az
etilén prekurzor 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC) kezelés kdvetkeztében kialakult talzott
mértékii etilén termel6dés gatolja a regeneraciot (Bai és mtsai., 2013). Arabidopsis szomatikus
embriofejlédés indukcidja sordn az etilén szintézis és jelatvitel folyamatosan alulszabalyozott a 2,4-
D eltavolitasat kovetéen. Ugyanakkor Ggy Vélik, hogy az etilén termelédés 2,4-D hatdsara
bekovetkezé atmeneti ndvekedése sziikséges a 2,4-D indukalt SE-hez (Fehér, 2015). Az exogeén
etilén hatasa a SE-re koncentracio és faj/genotipus fiiggd (Zheng és mtsai., 2013a; 2013b). Kisebb
koncentracioban (10-25 puM ACC) indukalhatja a szomatikus embriok kialakulasat (Zheng és
mtsai., 2013a; 2013b).

2.3.4 Az abszcizinsav szerepe

Az exogén ABS képes szomatikus embridé kialakulast indukalni bizonyos fajokban és
explantumokban, példaul Arabidopsis hajtascsicsokban (Nishiwaki és mtsai., 2000; Kikuchi és
mtsai., 2006) és valoszinlileg fontos szerepet jatszik az auxin-indukalt SE iniciacidjaban (Su és
mtsai., 2013; Fehér, 2015). A megfeleld auxin:citokinin arany mellett a gibberellinek szintjének
csokkenése, valamint az ABS szintjének ndvekedése is szilkséges ahhoz, hogy a testi sejtek sorsa
megvaltozzon és a sejtek embridgenezisre alkalmassa valjanak (Xu és Huang, 2014). Az ABS

bioszintézis inhibitor fluridon-A Kkezelés hatasara, valamint az ABS bioszintézis gén ABA
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DEFICIENT 2 (ABA2) muticigjdnak eredményekeént a szomatikus embrioképzédés jelentds

csokkenésérdl szamoltak be (Su és mtsai., 2013).

2.4 Transzkripciés faktorok szerepe az Arabidopsis in

Vvitro regeneraciojaban

Bar az in vitro regeneracio koriilményeit szamos novényfaj esetében kidolgoztak és széles
koérben hasznaljdk is a novények vegetativ szaporitdsdban, a molekuldris mechanizmusokat
részleteiben csak Arabidopsis thaliana modellndvény esetében ismerjik. Mivel magunk is ezt a
novényfajt vizsgaltuk, a tovabbiakban az Arabidopsis in vitro regeneracijaban Kisérletileg

igazoltan szerepet jatszd transzkripcios faktorokat tekintem at.
2.4.1 A SE soran szerepet jatszé fobb transzkripcios faktorok

A legnyilvanvalobb megkozelités a SE-ben részt vevé gének azonositasara a szomatikus
embridk, a kallusz sejtek, valamint a csirandvények génkifejez0dési mintazatanak Gsszehasonlitasa
(Zimmerman, 1993; Lin és mtsai., 1996; Dong és Dunstan, 1999). Ez a megkdzelités azonban nem
ad informaciot arrol, hogy melyek azok a gének, amelyek az embridgenezis kiilonb6z6 fejlodési
szakaszaiban specifikusan fejezddnek ki. Az embriofejlodés genetikai hatterének kutatisaban a
funkciomodosulast eredményezd egyszeres €s tobbszoros ladfii mutansok segitségével érték el ez
idaig a legtobb eredményt (lkeda és mtsai., 2006b). Mindezek eredményeként az elmult években
szamos olyan gént sikerilt azonositani, melyek részt vesznek az embridgenezis szabalyozasaban.
Néhany esetben azt tapasztaltdk, hogy ha az embridgenezis folyamataban aktivalédd TF-okat
ektopikusan kifejeztetik vegetativ sejtekben, akkor azokban a sejtekben embriofejlédés indul el.

Az Arabidopsis éretlen zigotikus embridkban auxin &ltal indukalt direkt SE-t harom
magspecifikus TF expresszidja jellemzi; a LEAFY COTYLEDON 1 és LEAFY COTYLEDON 2
(LEC1 és LEC2), valamint a FUSCA 3 (FUS3) (Gaj, 2001; Gaj és mtsai., 2005; Ledwon és Gaj,
2011). A LECL, LEC2 és FUS3 TF-ok egymassal koélcsénhatasban szabalyozzdk a mag érése
mellett a zigotikus embri6 azonossagot (identitast) és ezzel dsszefiiggésben az esetek egy részében a
SE folyamatat is (Fehér, 2015; Fehér és mtsai., 2016). Azok a mutansok, melyek nem képesek

expresszalni ezeket a géneket, nem regeneralnak direkt embridgenezisen keresztul (Gaj és mtsai.,
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2005), mig a LECl-et és a LEC2-t ektdpikusan expresszald transzgénikus csirandvények
szikleveleinek felszinén szomatikus embriok jelennek meg (Lotan és mtsai., 1998; Stone és mtsai.,
2001).

2.4.1.1 A LEC1 szerepe

A LEC1 gén egy konzervalt eukaridta transzkripcids faktor homolégjat kddolja, a CCAAT
box—binding faktornak a HAP3 alegységével mutat hasonldsagot. Fontos szerepet tolt be mind a
SE, mind pedig a ZE alatt (Ikeda-lwai és mtsai., 2002; Zhang és mtsai., 2002; Yazawa és mtsai.,
2003; lkeda és mtsai., 2006b). A LEC1 magspecifikus TF, mely mind a korai, mind a kései
embriofejlodés alatt aktiv. A LEC1 szerepet jatszik az embrid morfogenezisének szabalyozésaban
és az embriogén szervek (pl. a sziklevelek) identitasanak kialakitasaban is (Braybrook és Harada,
2008). A LEC1 gén nem expresszalodik posztembrionikusan, a vegetativ fejlodés elindulasat
(csirazas) lehet6vé tevé kromatin modosulasok hatdsara a kifejezédése megsziinik (Rider és
Henderson, 2003). SE soran fontos szerepet jatszik a szomatikus embriok differencialodasaban és
fejlédésében (Gaj, 2011). Ektopikus expresszdja embrioszerii strukturak megjelenéséhez vezethet
transzgénikus névényekben (Lotan és mtsai., 1998), de ez a hatéas fajspecifikus (Ledwon és Gaj,
2011). Expressziojat az auxin fokozhatja (Gaj, 2011), mig a mag érése sordn az abszcizinsav
regulalt folyamatokban vesz részt (Braybrook és Harada, 2008). A lecl mutans embriok nem
kertilnek nyugalmi allapotba és intoleransak a kiszaradasra (deszikkacidra), valamint defektust
szenvednek néhany - bar nem az 6sszes - embrid érésével kapcsolatos gén expresszidjaban. A
deszikkacio intolerans lecl embridkat “megmenthetjiik” kiszaradas el6tt és in vitro kdrnyezetben
kicsiraztathatjuk, hogy homozigéta mutdns ndvenyeket kapjunk. A mutans sziklevelein
trichomakat, epidermalis széroket talalhatunk, melyek normal esetben csak leveleken és szarakon
alakulnak ki ludfiiben. A mutans embriok tengelye rovid, a sziklevél kerek és a sziklevél cstcsanal
antocianin halmozdadik fel (Lotan és mtsai., 1998). A fontos kiilénbségeket a vad tipusu és a lecl

mutéans embridk és csirandvények kozott az 5. dbra mutatja be.
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5. abra: A leafy cotyledon 1 (lec1) mutansban a mutacié embriéfejlédésre gyakorolt, tébb tulajdonsag

megvaltoztatisit eredményezd hatasa (Lotan és mtsai., 1998 alapjan).

2.4.1.2 A LEC2 szerepe

A B3 domént tartalmaz6 LEC2 TF ektdpikus expresszidja a LEC1-hez hasonléan, szintén
szomatikus embrioszerli, valamint szervszerii struktirak megjelenéset eredmenyezi Arabidopsis
csirandvények sziklevelein, levelein (Lotan és mtsai., 1998; Stone és mtsai., 2001). A @gén
kifejez6dése becdspecifikus és auxin altal kdzvetitett (Santos-Mendoza és mtsai., 2005; Stone és
mtsai., 2008). A LEC2 aktivalja a TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1
(TAAL), valamint a YUCCA 2 és a YUCCA 4 (YUC2 és YUC4) gének expresszidjat, amelyek az
auxin bioszintézis atjdban kulcsfontossagu enzimeket kddolnak (Zhao, 2014). A LEC2 altal
fokozott YUC génkifejez6dés 0Osszefliggésben van annak embriogenezist indukald képességével
(Wojcikowska és mtsai., 2013). A LEC2 taltermelédése kompenzalhatja a 2,4-D szuboptimalis
mennyiségét vagy azon auxinokét, amelyek kevésbé hatékonyak a SE indukcidjaban, ugymint az
IES vagy a NES (Wdjcikowska és mtsai., 2013). Ezzel szemben a LEC2 ektdpias tllzott mértékii
expresszidja a normal 2,4-D koncentracioval kombinalva kdros a SE indukcidja szempontjabdl,
mivel szomatikus embriok helyett kallusz képzédik (Ledwon és Gaj, 2009; Wojcikowska és mtsai.,
2013). A lecl mutans ndvények mellett a lec2 mutansokra is jellemz6 a trichomak megjelenése a
szikleveleken (Stone és mtsai., 2001). 35S::LEC2-GR transzgénikus ludfti gyokerekben a LEC2
aktivacio eredményeként embriogén kallusz alakult ki sebzés-fiiggé modon (Iwase és mtsai., 2015).
Braybrook és munkatarsai (2006) kimutattak, hogy a 35S::LEC2-GR transzgén ektopias
expresszidja aktivalja az INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 30 (IAA30) gén expresszidjat.
Mindezek alapjan feltételezhetd az auxin szignal és a LEC2 altal indukalt SE koz6tti potencialis

kapcsolat.
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2.4.1.3 A FUS3 szerepe

A LEC2 TF-hoz hasonléan B3 domént tartalmazé FUS3 TF-nak fontos szerepe van a
vegetativ-embriogén atmenetben (Suzuki és McCarty, 2008). SE alatt a FUS3 expresszidja auxin
altal stimulalt (Kagaya és mtsai., 2005). Gaj (2011) ezzel szemben azt talalta, hogy az auxin nem
befolyasolja a FUS3 kifejez6dését. Ily modon a lehetséges kapcsolat a FUS3 és az auxin kdzott nem
tisztazott teljes mértékben, tovabbi vizsgalatokat igényel. SE alatt a LEC1 és a FUS3 expresszids
mintazata kil6nbo6z6 volt, igy valdsziniisithetd a két gén eltéré feladata a SE folyamataban (Gaj,
2011). Habar a FUS3 expresszidja nem kothetd a SE egy bizonyos szakaszahoz, kifejez6dése
specifikus az embriogén kultiraban (Gaj, 2011). Funkcidvesztéses (loss-of-function) mutansokkal
igazoltadk, hogy FUS3 hianyaban a hajtasregeneracio hatékonysaga nd, az embridgenezisé pedig
csokken (Gaj és mtsai., 2005). A FUS3 expresszios mintazata kiilonbozé ZE és SE alatt. ZE alatt a
FUS3 expresszidja a megtermékenyitést kovetd 2. héten indukalodik és kifejez6dése a mag
kiszaradasaig tart (Kroj és mtsai., 2003; Wang és mtsai., 2007). ZE-ben a LEC2 részt vesz a FUS3
szabalyozasaban, SE alatt azonban ez a kolcsonhatas nem figyelhetd meg, ami alapjan
feltételezhetd, hogy a LEC2 és a FUS3 gének kozotti kdlcsonhatas fiigg a sejt tipusatol (Gaj, 2011).
ZE alatt a FUS3 expresszidja LEC1 altal is szabalyozott, SE alatt auxin altal stimulalt (Kagaya és
mtsai., 2005). Megfigyelték, hogy a LEC1 (Kagaya és mtsai., 2005), illetve a LEC2 (Stone és
mtsai., 2008) a ZE kiilonb6z6 fazisai alatt indukaljak és szabalyozzak a FUS3 expresszidjat. A
FUS3 negativ szabalyoz6 faktora a gibberellinsav (GS) akkumuléci6janak azéltal, hogy gatolja a
GS bioszintézisben részt vevo géneket, valamint fokozza az ABS akkumul&cidjat (Curaba és mtsai.,
2004; Gazzarrini és mtsai., 2004). A tobbi LEC génhez hasonldan, a FUS3 szintén részt vesz a

magfejlédés érési szakaszanak szabalyozasaban (Kagaya és mtsai., 2005).

2.4.1.4 A WUSCHEL (WUS) szerepe

A WUSCHEL homeotikus transzkripcids faktor hatdrozza meg a hajtdsmerisztéma
identitasat (Mayer és mtsai., 1998). Ennek megfelel6en kdzponti szerepet jatszik a jarulékos hajtas
organogenezisében (Chatfield és mtsai., 2013). Negin és munkatarsai (2017) kimutattdk, hogy
gyokérben a WUS aktivalddasa elnyomja a sejtosztddast, a gyokér identitasi gének expresszidjat és
gatolja az auxinra adott valaszokat, mikdzben az oldalgyokér primordiumok hajtdsmerisztémava
alakulnak.

A WUS gén kifejez6dését leirtdk mind zigotikus, mind szomatikus embridkban. ZE alatt a

16-sejtes proembridban (Mayer ¢és mtsai., 1998), mig SE alatt az embriofejlddés korabbi
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szakaszaban figyelték meg a gén auxin altal indukalt expresszigjat (Su és mtsai., 2009). WUS
tiltermeld Arabidopsis mutansokban ektopikus embridk jelennek meg a sziklevélen (Zuo és mtsai.,
2002).

A WUS fontos szerepet tolt be a kozvetett SE folyamataban. 2,4-D tartalmi téptalajon
kialakult embriogén kalluszt auxinmentes médiumra helyezve endogén auxin szintézis indukalédik
kovetéen a PIN-FORMED 1 (PIN1) auxin transzport fehérje szintézise indukalédik. A YUC és
PIN1 szervezett elhelyezkedése auxin felhalmozodashoz vezet a szélsé sejtcsoportokban (Su és
mtsai., 2009). Kozottik, az auxin minimum helyén indul meg a hajtdsmerisztéma azonossag
szabalyzé WUS gén kifejez6dése (Su és mtsai., 2009). Ebben a korai fazisban a gyokérmerisztéma
kialakulasanak f6 szabalyzoja, a WUS-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5) expresszidja részben
atfed a WUS expresszidjaval (Su és mtsai., 2015). Kovetkez6 1épésben a sziklevél primordium az
auxin maximumok helyein szervezédik a kallusz szélsé régiojaban. Ebben az idépontban citokinin
felhalmozddas detektalhaté a WUS expresszios régid alatt, ahol ekkor a WOX5 kifejezdése is
megfigyelheté. A citokinin termelés és a WOX5 expresszid a gyokérmerisztéma kialakulasanak
helyét jelzi. lly modon a WUS és WOXS kifejezédése elkiiloniil és Kialakul az embrié apikalis-
bazalis (hajtas-gyokér) tengelye, miel6tt a szomatikus embriok maguk lathatéak lennének (Su és
mtsai., 2009; Bai és mtsai., 2013; Su és mtsai.,, 2015). A folyamatot a 6. abra mutatja be

sematikusan.
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Auxin
Citokinin

NUS expresszio

c \96 D % WOX5 expresszi6

* Auxin aramlas

6. abra: Az embriogén kallusz felszinén a tobbsejtli szomatikus embriok kialakulasa
(az abra forrésa: Fehér, 2019).

A) 2,4-diklorfenoxi-ecetsav (2,4-D) jelenlétében kialakult embriogén kallusz fejlédése megall, mig el nem
tavolitjak az exogén mesterséges auxint. 2,4-D jelenlétében auxin a kallusz belsejében mutathatd ki nagyobb
mennyiségben. B) 2,4-D eltavolitisa utin endogén auxin termelédés indul meg. Az auxin a sejtek
membranjaban polarisan felhalmozodd PIN-FORMED 1 (PIN1) auxin efflux transzporterek altal kozvetitett
auxin transzportnak készonhetden a kallusz perifériaja felé aramlik. C) PINI orientdcio valtozasa auxin
felhalmozodast eredményez foltokban a kallusz felszinén. Ezen foltok kdzdtt, az auxin minimumok helyén a
WUSCHEL (WUS) transzkripcios faktor expresszalodik a WUS-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5)-tel
részben atfedve. D) Sziklevél primordium kezd kialakulni az auxin maximumok helyén, mig kozéttik a
hajtasmerisztéma organizalé kozpontia alakul ki azon sejtekbdl, melyek expresszaljak a WUS-t. A
gyokérmerisztéma fejlédése a citokinin felhalmozodas és a WOXS expresszio helyén indul. Su és mtsai., 2009;
2015, valamint Bai és mtsai., 2013 kisérletei alapjan.

24.1.5 A WOUND-INDUCED DEDIFFERENTIATION 1 (WIND1)

szerepe

A regeneracids folyamatok sebzés hatasara is indukalddhatnak. A sebzés soran az egyik
els6ként aktivalodo TF az APETALAZ2/Ethylene Responsive Factor (AP2/ERF)-tipusd WIND1 TF
(lwase és mtsai., 2011a; 2011b; 2015). Sebzés hidnyaban csirantvények gyokerén csak csokkent
mértékd indirekt hajtas organogenezis figyelheté meg (Iwase és mtsai., 2015). A WIND1 ektopikus
expresszidjaval megkerilhet6 a sebzés és az auxin sziikségessége a de novo hajtas indukcidjahoz
gyokér explantumokon, jelezve, hogy a sebzés és az auxin hatadsat a WIND1 kozvetiti (Iwase és
mtsai., 2015). Ugyanakkor a WIND1 taltermel6dés nem vezet emelkedett auxin akkumulaciéhoz, a
sebzés helyén auxin valasz nem figyelhet6 meg, tovabba az auxin jelatviteli mutans solitary root
sebzés altal indukalt kallusz képzdése normalis (Iwase és mtsai., 2011a; 2011b; Ikeuchi és mtsai.,
2017). Mindezek alapjan feltételezhet6, hogy az exogén auxin és a sebzés a kalluszképzOdést

kiilonb6z6 utvonalakon aktivalja. A WIND1 ektopikus taltermelddése feltételezhetden citokinin
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jelatvitel-fiiggd utvonalon (a citokinin valasz pozitiv szabalyzdéin, a B-tipust Arabidopsis Response
Regulator (ARR) géneken keresztul) eredményezi kallusz kialakulasat, majd a hajtasregeneraciot
(Iwase és mtsai., 2011a). A sebzés fellilszabalyozza a citokinin bioszintézist és jelatvitelt, mindezek
a sejtosztodas aktivalodasdhoz, majd kallusz képzddéséhez vezetnek (Iwase és mtsai., 2011a;
2011b; lkeuchi és mtsai., 2017). A WINDI taltermelédése szomatikus embriok kialakulasahoz
vezethet, ez alapjan a sebzés indukalta kallusz bizonyos sejtjei embriogének (Iwase és mtsai.,
2011a; Ikeuchi és mtsai., 2013).

2.4.2 A de novo hajtas organogenezis soran szerepet jatszé fobb

transzkripciés faktorok

2.4.2.1 A hajtasregeneracid kozvetett és kdzvetlen atja

V4

Az Arabidopsis hajtasregeneracidjat elsésorban gyokér explantumokbdl kiindulva
vizsgaltak és mivel a mi kisérleti rendszeriink is gyokér alapu, az alabbiakban az ezzel kapcsolatos
ismereteket tekintem at. Arabidopsis hajtasok in vitro regeneracidja gyokérbol torténhet kozvetve,
kallusz fazison keresztil, illetve kdzvetlenil, oldalgyékér primordiumok atalakulasaval.

A kozvetett de novo hajtds organogenezis folyamatadban a kallusz kialakulasa a xilém-
polust periciklus sejtek auxin-indukalt osztédasaval kezdédik, ez a folyamat az oldalgydker
kialakulasahoz hasonlé (Atta és mtsai., 2009; Sugimoto és mtsai., 2010). Szdmos TF, ami részt vesz
az oldalgyokér kialakulasaban, a kallusz kialakulaséban is jelentds szerepet jatszik. lde tartozik az
ABERRANT LATERAL ROOT FORMATION 4 (ALF4), mely fontos szerephez jut a periciklus
sejtek kezdeti osztddasanal (Sugimoto és mtsai., 2010; Shang és mtsai., 2016). A gyokérmerisztéma
kialakitdsdban szerepet jatsz6 gének expresszidja, dgymint a WOX5, SCARECROW (SCR),
PLETHORA 1 (PLT1), PLETHORA 2 (PLT2), ROOT CLAVATA-HOMOLOG 1 (RCH1) és a
SHORTROOT (SHR) a kallusz kialakulasa soran is megjelenik, de kevéshé szervezett modon (Atta
és mtsai., 2009; Sugimoto és mtsai., 2010). A regeneracios képesség kialakitdsaban szamos, a
gyokér fejlodését szabalyzd faktor jatszik szerepet. llyen a hiszton-acetiltranszferaz fehérje
HISTONE ACETYLTRANSFERASE OF THE GNAT/MYST SUPERFAMILY 1
(HAG1)/GENERAL CONTROL NON-REPRESSED 5 (GCN5), melynek feladata az &ssejt
populacio fenntartasa a gyokérben azaltal, hogy szabalyozza a PLT1 és a PLT2 gének expresszidjat
(Vlachonasios és mtsai., 2003; Kornet és Scheres, 2009; Servet és mtsai., 2010). APLT1ésaPLT2

homeotikus transzkripcios faktorok elengedhetetlenek a gyokérmerisztémanak és a gyokér fejlodési
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mintazatanak kialakitdsaban (Aida és mtsai., 2004; Guillotin és Birnbaum, 2020). Ennek soran a
gyokér auxin gradiense altal szabalyozott kifejez6désiiknek koszonhetden dozis-fiiggé modon
szabalyozzak a sejtek differencialtsagi allapotat a gyokér egyes régiodiban, ami alapvetden
meghatarozza a régiok regeneracios képességét (Durgaprasad és mtsai., 2019). Kimutattak, hogy a
gyokérbdl képz6dott kallusz szovet regeneracids képessége fligg a PLETHORA 3, 5 és 7 (PLTS3,
PLT5, PLT7) faktoroktol is, melyek szintén transzkripciondlisan szabalyozzdk a PLT1, PLT2
géneket (Kareem és mtsai., 2015). Az oldalgyokér kialakulasanak kezdetén a WUS-RELATED
HOMEOBOX 11 (WOX11)-LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN 16 (LBD16)
szabalyoz6 modul, mint a gyokérmerisztéma génexpresszidjanak upstream szabalyozé komplexe,
szintén meghatarozza a kalluszképz6dés kezdeti lépéseit (Liu és mtsai., 2018). A hajtas
promerisztéma kialakuldsa a kalluszban, a késébbiekben targyalt modon, citokinin alkalmazasaval
érhet6 el.

Az oldalgyokér primordiumbdl torténd direkt hajtasregeneraciéhoz a még nem teljesen
elkdtelezett apikalis gyokérmerisztéma 6ssejtek jelenléte sziikséges, igy ez a regeneracios Utvonal
az oldalgyokér fejlodés meghatérozott szakaszaiban indithato el (V1. és VII. fazisok — Rosspopoff
és mtsai., 2017). A kompetens oldalgy6kér primordiumok a pluripotencia fenntartasaban részt vevé
merisztematikus géneket expresszalnak, Uugymint a gydkeérmerisztéma identitasi faktor WOX5-6t,
melynek kifejez6dése megkdnnyiti a sejtek atprogramozasat, hogy a primordium késébb hajtassa
alakuljon (Rosspopoff és mtsai., 2017). Rosspopoff és munkatarsai (2017) kimutattdk, hogy az
oldalgyokér primordiumok fejlédésének programja a fenti fejlédési szakaszokban rendkiviil
plasztikus: ugyanazon sejtcsoport auxin hatdsara gyokérmerisztémava, citokinin hatasara

hajtasmerisztémava fejlédik és ezek a fejlodési utak tobbszor is atkapcsolhatoak.

2.4.2.2 A hajtas promerisztéma kialakulasa

A CUP-SHAPED COTYLEDON 1 (CUC1) és CUP-SHAPED COTYLEDON 2 (CUC2)
fehérjék nélkulozhetetlenek a hajtdas promerisztéma létrehozasandl (Aida és mtsai., 1999),
kifejez6désiik megel6zi mas hajtasmerisztéma gének expressziojat a kalluszban és kijeldlik a
promerisztematikus régidkat (Gordon és mtsai., 2007; Pulianmackal és mtsai., 2014). A CUC-
indukalt PIN1 auxin transzporter fehérje polaris lokalizacidja meghatarozza a hajtads progenitorok
jovobeli elhelyezkedését (Gordon és mtsai., 2007). Ezzel egyidében a hajtasmerisztéma
fenntartasaért felelés f6 szabalyzo, a SHOOT MERISTEMLESS (STM) expresszalodik a
promerisztémaban (Daimon és mtsai., 2003; Hibara és mtsai., 2003; Gordon és mtsai., 2007). A

CUC1 és CUC2 tultermelédés noveli a kallusz regeneracios képességét (Daimon és mtsai., 2003). A
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CUC géneket szamos upstream TF finomszabalyozza, példaul az AP2/ERF-tipust ENHANCER OF
SHOOT REGENERATION 1 (ESR1)/DORNROSCHEN (DRN) és ENHANCER OF SHOOT
REGENERATION 2 (ESR2)/DRN-LIKE (DRNL) TF-ok. Arabidopsis-ban a regeneracios
kompetencia megszerzését kovetéen az ESR1 transzkriptumok gyors felhalmozodasa figyelhetd
meg kallusz indukciés médiumon és az ESR1 fehérje a CUCL1 l6kuszhoz kotve aktivalja annak
expressziojat. Raadasul az ESR2, mely a késébbi szakaszban, a hajtas indukcios médiumon a hajtas
regenerécidjakor atmenetileg indukalodik (Ikeda és mtsai., 2006a; Matsuo és mtsai., 2011), direkt
mabdon szabalyozza a CYCLIN D1;1-et, az ARABIDOPSIS PHOSPHOTRANSMITTER 6-ot (AHP6)
és a CUC1-et (Ikeda és mtsai., 2006a). Az ESR2 a CUCL1 expresszidjanak feliillszabalyzasaval segiti
a hajtas képzOdését (Xu és Huang, 2014). ESR1 és ESR2 tultermelédése de novo hajtasregeneraciot
indukal kalluszbdl (Banno és mtsai., 2001; Ikeda és mtsai., 2006a). Az ESR géneken kivil a PLT3,
PLT5 és PLT7 gének is upstream szabalyz6i a CUC géneknek a de novo hajtas organogenezis alatt

(Kareem és mtsai., 2015).

2.4.2.3 A hajtés progenitorok kialakulasa

A hajtasprogenitorok promerisztémabdl, illetve gyokérprimordiumokbol val6 kialakulasa
soran f6 szerephez jut a WUS, mely a hajtascsucsi merisztéma szdvetének fenntartasaért felel®s,
azaltal, hogy megakadalyozza a merisztémat szervezd kozponti sejtcsoport differencialodasat
(Mayer és mtsai., 1998; Zuo és mtsai., 2002). A WUS tovabbéa elnyomja a gyokér azonossagi gének
auxin indukalt expressziojat, hogy segitse a hajtasregeneraciét (Negin és mtsai., 2017). Ebbdl
adoddan a WUS-t expresszalo sejtek jelolik ki a hajtas progenitor régiojat (Gordon és mtsai., 2007).
A WUS, a leucin gazdag ismétlédéseket tartalmazod receptor kinaz CLAVATA 1 (CLV1), a
CLAVATA 2 (CLV2) receptorszerti, kindz aktivitassal nem rendelkez6 fehérje és a CLAVATA 3
(CLV3) ligand egy jelatviteli komplexet alkotnak, mely a WUS kifejez6désének kontrollalasaval az
6ssejt populacié fenntartasaért felel (Schoof és mtsai., 2000). A wus mutans defektusokat mutat a
kalluszbol torténé de novo hajtds organogenezisben (Gordon és mtsai., 2007), mig a WUS
tultermel6dés fertilis hajtasok ektopikus megjelenését eredményezi, akar gyodkércsicshbol is (Gallois
és mtsai., 2004; Rashid és mtsai., 2007). A WUS-t, illetve a CUC2-t expresszal6 sejtek megfeleld
térbeli szervez6dése lényeges a hajtas progenitor kialakulasa soran; ekkor a CUC2-t expresszalo
sejteket WUS-t expresszalo sejtek veszik koriil. A hajtas 6ssejtek osztoédasa az Gjonnan kialakulo
hajtas promerisztémajanak radialis mintazatahoz vezet, amit tébbek koz6tt a STM expresszié jelez a
merisztéma kozéppontjat 6vezé régidban. Ebben a staddiumban a PIN1 auxin transzporter fehérje is

megjelenik a hajtas promerisztéma felszinén és a kialakulo poléris auxin transzport is szikséges a
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hajtas apikalis merisztémajanak szervezédéséhez és miikodéséhez (Gordon és mtsai., 2007). A
hajtasmerisztéma kialakuldsaban és fenntartdsaban a citokinin hormon is fontos szerepet jatszik. A
citokinin jelatvitelben szerepet jatsz6 B-tipusu ARR-ekr6l, mint példaul az ARR1, ARR2, ARR10
és ARR12 transzkripcionalis szabalyzdkrdl kimutattdk, hogy direkt médon kotnek a WUS gén
promoteréhez és aktivaljak annak expresszidjat hajtas indukcios médiumon (Zhang és mtsai., 2017),
tovabba erésitik a WUS expressziot azaltal is, hogy elnyomjak a YUC-kOzvetitette auxin
felhalmozddast (Meng és mtsai., 2017). A B-tipusi ARR-ek fenntartjak a jelatviteli homeosztazist
azaéltal, hogy direkt médon szabalyozzak a hajtasregeneraciot gatld A-tipusi ARR-eket, melyek a
citokinin jelatvitel negativ regulatorai (Mason és mtsai., 2005). A WUS is represszalja az A-tipusu
ARR5, ARR6, ARR7 és ARR15 gének expressziOjat, tovabb erdsitve a negativ visszacsatolason
alapulé szabalyozast (Leibfried és mtsai., 2005).

2.4.2.4 A hajtés kialakulasa

A hajtds megjelenése és fejlédése az utolso 1épés a regeneracié soran. A hajtas
organogenezis késdi szakaszaban jelennek meg a hajtas és a levelek szervezddéséért felelds
homeotikus transzkripcids faktorok (szervazonossagi gének). Legjellegzetesebbek ezek kdzul a HD-
ZIP 11l géncsalad tagjai, ugymint a PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA (PHV), REVOLUTA
(REV), KANADI (KAN) és ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX GENE 8 (ATHBS8) (Jung és
Park, 2007; Liu és mtsai., 2012; Zhang és Zhang, 2012), melyek a hajtas, illetve a levelek

kiilonb6z6 (adaxialis/abaxialis) régidinak kialakitasaért felelnek.
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2.5 Arabidopsis thaliana, mint a regeneracio

modellnbvénye

A képosztafélék (Brassicaceae) csaladjaba tartozo kétszikii, kistermetli, egynyari viragos
névény kisméretli genommal rendelkezik. Alacsony kromoszomaszama (n=5) is hozzajarult ahhoz,
hogy 2000-ben az Arabidopsis lett az elsé novény, aminek a teljes genetikai allomanyat
megszekvenaltadk. A teljes genom szekvencidja elérhetd a The Arabidopsis Information Resource
(TAIR) weboldalon. Kutatasi célokra tobbféle 6kotipust hasznalnak. Vad, vagy masnéven standard
tipusnak a Columbia (Col) és a Landsberg erecta (Ler) vonalakat tekintik. A ladfii gyors
novekedése, valamint kis mérete miatt konnyen nevelhetd fitotronban és steril koriilmények kozott,
Petri-csészében, mesterséges taptalajon is. A kis novényméret, a rovid életciklus és a kisméretli
genom mind el6nyt jelentenek a genetikai kutatasokban. Ezt a fajt széles korben alkalmazzak a
kutatok fejlédésbiologiai és novénybioldgiai modellndvényként, azonban a SE vizsgalataban ez
ideaig korlatozott volt a lehetéség, mivel nem allt rendelkezésre egy olyan igazan hatékony kiseérleti
rendszer, ami ezt lehet6vé tette volna. Ugyanakkor a gyokérbdl torténé indirekt hajtasregeneracio
rutin eljarasnak szamit Arabidopsis esetében (Feldmann és Marks, 1986; Valvekens és mtsai.,
1988).

2.5.1 Arabidopsis novényregeneralas SE-n keresztil

A novények regeneracidja szempontjabdl azok a rendszerek, melyek a SE-t veszik alapul,
sokkal hatékonyabbnak bizonyultak, mint azok, amelyek kallusz tenyészetbdl kiinduld indirekt
organogenezisen alapulnak, mivel az eldbbi esetekben csokken a szomaklondlis variabilitas
kialakulasanak esélye. Az 1990-es évek Ota tobb olyan rendszert dolgoztak ki, melyek megoldast
kinalhatnak a SE ludfiiben valé tanulmanyozéasahoz.

Huang és Yeoman (1983) érett magbdl inditott kallusz tenyészet esetében figyeltek meg
szomatikus embrioképz6dést Arabidopsis-ban.

Sangwan és munkatarsai (1992), valamint Wu és munkatarsai (1992) éretlen zigotikus
embriokbdl inditott tenyészetben is figyeltek meg SE-t. A rendszer azonban nem bizonyult
hatékonynak. Az éretlen zigotikus embriokbol inditott tenyészetben azt tapasztaltak, hogy a
rendszer nem tarthatd fent hosszU tavon, ami miatt nem alkalmas a szomatikus embridk biokémiai,

illetve molekularis biol6giai vizsgalatara (Pillon és mtsai., 1996). A folyadékkultiraban vald

29



tenyésztés novelte a burjanzasi ratat, valamint a sarga szini embriogén sejtek és szomatikus
embriok szamat (Ikeda-lwai és mtsai., 2002). Az embriogén kompetencia azonban ebben az esetben
is rovid idon belill lecsdkkent és szomatikus embriok helyett jarulékos gyokerek képzodtek. A
rendszer hatékonysaga novelhetd volt, ha ezeket a csokkent embriogén kompetenciaval rendelkez6
sejteket szilard taptalajon, fényen tartottak. Ebben az esetben zold szinli masodlagos szomatikus
embriok alakultak ki. Ezek a masodlagos embriok azokkal az elsddleges embriokkal mutattak
hasonlésagot, melyek éretlen zigotikus embriokbol képzédtek. A sejtek vissza tudtdk nyerni
embriogén potencialjukat és megfelelé mennyiségii embriogén sejt volt fenntarthaté. Gaj (2001)
szintén éretlen zigotikus embridkat hasznalt explantumként SE indukalasara azok felszinén, 2,4-D
alkalmazasaval. Ez a mai napig a legelterjedtebb Kkisérleti rendszer Arabidopsis-ban a SE
tanulmanyozéséra. Hatranya, hogy manuélisan izolalt éretlen zigotikus embridkat igényel, amelyek
szama korlatozott és izolalasuk rendkivil munka- ¢és id6igényes. Megfigyelték, hogy az
embridgenezis hatékonysagat nagymértékben befolyasolja az explantum fejlédési allapota. Wu és
munkatarsai (1992), valamint Luo és Koop (1997) szerint a korai fazisban lev6, mig Pillon és
munkatarsai (1996) és Gaj (2001) szerint a kés6i fejlodési stadiumban (kés6i kotiledon fazis) levo
zigotikus embridk alkalmasak erre leginkabb.

O’Neill és Mathias (1993), majd Luo és Koop (1997) is levél protoplasztokban indukaltak
SE-t, azonban ezek az embriok megrekedtek a korai globularis stadiumban.

Ikeda-lwai és munkatarsai (2003) explantumként Arabidopsis csirandvények hajtdsanak
apikalis merisztémajat hasznaltdk, majd a SE-t kiilonboz6 stresszorok (ozmotikumok, nehézfém,
szarazsag, hideg) alkalmazédsaval indukaltdk. A stresszkezelés dnmagaban azonban nem volt
elegend6 a SE indukciojahoz. A szomatikus embriok képzédéséhez a stresszkezelés mellett szlikség
volt 2,4-D alkalmazasira is. Szomatikus embriok abban az esetben képzddtek, amikor az
explantumot el6szor olyan hormonmentes (HM), szilard B5 taptalajon tenyésztették, mely taptalaj
tartalmazta a stresszt kivalto komponenseket, de fitohormont nem, majd olyan taptalajon, mely a
stressz kivaltasara alkalmas anyagokat mar nem, de fitohormonként 2,4-D-t tartalmazott. Ebben a
Kisérleti rendszerben az el6zéekhez hasonldéan az embridgenezis hatékonysagat nagymértékben
befolyasolta az explantum fejlédési allapota.

Marton és Browse (1991) ludfii gyokerekbdl tenyészeteket hoztak létre. A gyoOkerek IES
kezelésének eredményekeppen jarulékos gyokerek képzédtek. Ezutan a gyokereket magas auxin,
majd magas citokinin tartalmu taptalajra helyezték, aminek eredményeképpen a gyokereken egy id6
utan csirandvények jelentek meg. Feltételezték, hogy a folyamat SE-n keresztil torténik, azonban

ennek bizonyitasara akkor még nem alltak rendelkezésre korszer(i molekularis biologiai eszkdzok.
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2.5.2 Arabidopsis ndovényregeneralas organogenezisen keresztul

Annak a felfedezésnek kdszonhetéen, mely szerint a magas auxin - alacsony citokinin arany
gyokérfejlodést, a magas citokinin - alacsony auxin arany pedig hajtasregeneraciot indukal,
novényfajok szdzain valt lehetdvé in vitro organogenezis rendszerek létrehozasa. Szdmos
tanulmany hasznalta ki az Arabidopsis gyokerek hajtaskialakité képességét, hogy felmérjék
azoknak a mutéans vagy transzgénikus vonalaknak a regeneraciés kapacitasat, melyekben a
hormonszintek vagy a hormon érzékenység megvaltozott (Endrizzi és mtsai., 1996; Kakimoto,
1996; Ozawa és mtsai., 1998; Daimon és mtsai., 2003; Ikeda és mtsai., 2006a; Mahdnen és mtsai.,
2006; Andersen és mtsai., 2008). Arabidopsis explantumok hajtds organogenezisét altalaban
kétlépéses (indirekt) Gton érik el (Feldmann és Marks, 1986; Valvekens és mtsai., 1988): els6
Iépésként kalluszképzddést indukalnak kiegyenlitett hatdsi auxin és citokinin mennyiségekkel
(kallusz indukci6s médium), majd ezt kovetéen a hajtasmerisztéma kialakulasédhoz sziikséges magas
citokinin - alacsony auxin aranyt biztositjak a taptalajban (hajtas indukciés médium).

Atta és munkatarsai (2009) kimutattak, hogy az indirekt médon regeneralt hajtasok a xilém
polusokkal szomszédos periciklus sejtekb6l szarmaznak. Raadasul a hajtasregeneracio az
oldalgy6kér merisztéma kialakulasahoz részben hasonlonak tint. 2,4-D-ben gazdag kallusz
indukcids taptalajon a xilém periciklus Ujraaktivalodasa kinovéseket hozott létre, melyek nem
valddi kalluszok voltak, hanem az oldalgyokér merisztémak jellemzo6it mutatd sejtburjanzasok.
Citokininben gazdag hajtas indukciés médiumra helyezés ezeknek a speciélis kalluszoknak a
hajtasmerisztémava alakuldsat eredmeényezte. Sokaig ugy gondoltdk, hogy a kallusz kialakulasa
elkertlhetetlen Iépés a hajtds in vitro organogenezise soran. Atta és munkatarsai (2009) a xilém
polus periciklusbol végbemend hajtas direkt modon torténd kialakulasat azaltal érték el, hogy
kihagyték a kallusz indukcios taptalajon torténd elGtenyésztést és a gyokereket kdzvetleniil magas
citokinin tartalmd taptalajra helyezték. Ez azonban nem bizonyult hatékonynak. Az elmult években
azonban sikerllt a modszert tokéletesiteni és Kkimutatni, hogy ebben az esetben a hajtés
regeneracidja kallusz atmenet nélkul, oldalgydkér primordiumokon keresztil torténik. Ez a modszer
a kallusz tenyészetbdl kiinduldé organogenezishez képest rovidebb id6 alatt teszi lehetdvé a hajtas
primordiumok Kkialakulasat és ily modon a névényregeneralast.

Chatfield és munkatarsai (2013) munkajuk soran Arabidopsis csirandvények rovid NES
kezelésével elérték, hogy a ndvények gyodkerének teljes hosszan oldalgyokér primordiumok
képzodtek. Az auxin indukciot kovetden a csirandvényeket citokinin tartalmi taptalajra helyezték,
melynek eredményeképpen az oldalgyokér primordiumok nagy hatékonysaggal hajtasmerisztémava
alakultak.
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Kareem és munkatarsai (2016) ugyanezt a kisérleti rendszert haszndlva azt tapasztaltak,
hogy a kezdeti NES indukci6 fontos az oldalgydkér primordiumok kialakulasa szempontjabél. NES
indukcio nélkil, citokinin jelenlétében kisebb mértékii volt a vagott gyokereken az oldalgyokér
primordiumok megjelenése, mint NES indukcidval teljes csiranévények esetében. Azonban, ha a
NES indukciot 24 o6ranél hosszabb ideig alkalmaztik, csokkent az oldalgyokér primordiumok
citokinin érzékenysége. A citokinin koncentracidja szintén fontos az oldalgydkér primordiumok
hajtassa alakulasaban. Ezen feliil a gyokér fejlédési allapota, illetve a kiilsé kornyezeti hatasok is
befolyasolhatjak ezen primordiumok hajtassa torténé atalakulasat. A regeneracié szempontjabol
leghatékonyabb oldalgydkér primordium fejlédési allapotot Rosspopoff és munkatéarsai (2017)

azonositottak, tovabb ndvelve a mddszer reprodukalhatésagat.
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3. CELKITUZESEK

Napjainkban a névényi biotechnoldgia talan legnagyobb elényét és lehetdségét — az allati és
human kutatasokkal szemben — a kifejlett novényi szervezet regeneralasanak lehetésége jelenti
tenyésztett szomatikus sejtekbdl/szovetekb6l. Annak ellenére, hogy a SE-t széles korben
alkalmazzak in vitro ndvényi szaporitashoz, ennek a ndvény-specifikus tulajdonsagnak a bioldgiai
hattere nem teljes mértékben ismert. Az Arabidopsis kedvez6 tulajdonségainak kihasznalasara a SE
vizsgalatiban ez ideaig korlatozott volt a lehet6ség, mivel nem allt rendelkezésre egy olyan
hatékony sejt- illetve szovettenyésztési kisérleti rendszer, ami ezt lehetévé tette volna. Egy
hatékony Arabidopsis SE rendszer - amely megujuld és szinte korlatlanul rendelkezésre allo
gyokértenyészeteken alapul - a jelenleg elterjedt zigotikus embridk tenyésztésén alapul6 rendszernél
egyszeriibb és megfeleld mindségii, mennyiségii kisérleti anyagot szolgaltathat mind nagy atereszto
képességli, mind egyedi sejt-szintli vizsgalatokhoz. Emellett lehet6vé tenné a SE és a hajtas

organogenezis folyamatanak dsszehasonlitasat ugyanazon explantum esetében.

Mindezek végett munkank soran célul ttiztiik ki, hogy:

e létrehozzunk egy hatékony, gyokér alapl in vitro regeneracios kisérleti rendszert, mely
lehet6vé teszi Arabidopsis thaliana modellnévényen az organogenezis és a SE indukciojat,
valamint a két folyamat dsszehasonlitasat.

e Ennek eléréséhez pedig célul tiiztiik ki, hogy:

o adaptaljuk a Méarton és Browse (1991) altal leirt regeneracios protokollt;
o jellemezzik a Col okotipust a SE/organogenezis kompetencia és hatékonysag
szempontjabal,
o nyomon kovetjuk a sejt- (mikroszképia) és molekula (RT-QPCR) szintii
valtozasokat térben és idében a regeneracios folyamatok indukcids szakaszaban.
Ezen tdl meg kivantuk vizsgalni, hogy:
o mi okozhatja az eltérést a teljes csiranévenyek gyokere, illetve a csirandvényekbol

szarmaz6 gyokér explantumok regeneracios képessége kozott.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

41 A Kkisérleti novény bemutatasa, in vitro

szOvettenyeészetek

4.1.1 Arabidopsis thaliana nevelési korilményei

Kisérleteinkhez Arabidopsis thaliana (L.) vad tipust (Heynh Columbia 6kotipus, Col) és
heterozigéta leafy cotyledon 1 (lecl) egyszeres mutans (AT1G21970) vonalakat hasznaltunk
(Meinke és mtsai., 1994). A ndvények magjait a Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)

bocsatotta rendelkezésiinkre (Scholl és mtsai., 2000).
4.1.1.1 Vad tipusu novények nevelése, elokészitése

A Col magokat elsé 1épésben sterilizaltuk, amihez 70%-0s etanolt, majd 4%-os higitott
natrium-hipoklorit oldatot (4.5% aktiv klorin tartalmi Domestos) hasznaltunk. Ezutéan steril vizzel
mostuk a magokat 6t alkalommal 1-1 percig. A sterilizalt magok csiraztatasa 120x120x17 mm
méretli, négyzet alakl miianyag Petri-csészékben (Greiner Bio-One, International GmbH,
Kremsmuenster, Ausztria) tortént, 1% szacharézt (VWR International LLC, Radnor, Pennsylvania,
Egyesiilt Allamok), 1% plant agart (Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Hollandia) tartalmazo B5
taptalajon (Gamborg B5 Medium Including Vitamins, Duchefa Biochemie) (pH=5.7) steril
kortilmények kozott. 90 magot helyeztiink minden csirdztatd lemezre. 21 °C hoémérsékletii
novényneveld szobdban, folyamatos megvilagitis mellett a lemezeket horizontlisan tartottuk 1
napig, majd fiiggéleges helyzetben tovabbi 6 napig. A fényintenzitas 50 umol m? s volt, melyet
Sylvania Luxline Plus (Feilo Sylvania Europe Limited, London, Egyesilt Kiralysag) fénycsovek
biztositottak.
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4.1.1.2 Mutans novények nevelése, elokészitése

A lecl homozigéta mutans novények elballitasahoz steril koriilmények kozott becékbol
éretlen embridkat preparaltunk, melyeket késébb 1% szacharozt, 0.5% plant agart és felezett
koncentracioju, B5 vitaminokat tartalmaz6 Murashige & Skoog (*2MS) taptalajon (Murashige &
Skoog Medium Including B5 Vitamins, Duchefa Biochemie) (Murashige és Skoog, 1962) (pH=5.8)
csirdztattuk. Szelekciot kovetéen a lecl fenotipust mutatd csirandvényeket a vad tipusndl

alkalmazott koriilményekkel megegyezden neveltiik.

4.1.2 In vitro gyoker alapu regeneracios rendszer

A rendszer elballitasahoz Marton és Browse (1991), Wenck és Marton (1995), Chatfield és
munkatarsai (2013), valamint Kareem és munkatarsai (2016) altal leirt médszereket alkalmaztuk,
kisebb mddositasokkal. A kisérletek soran az egy hetes csirandvényeket 24 6ran at szilard 2 ml/l
vitamix, 3% szachardz, 0.8% plant agar, 2.7 uM naftilecetsav (NES) (Duchefa Biochemie) tartalma,
B5 vitaminok nélkili MS taptalajon (Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture, Duchefa)
(pH=5.8) tartottuk négyzet alaki miianyag Petri-csészékben, fliggbleges helyzetben. A vitamix
Osszetétele az alabbi volt: 555 mM mio-inozitol (Duchefa Biochemie); 14.8 mM tiamin-HCI (B1
vitamin) (Duchefa Biochemie); 2.4 mM piridoxin-HCI (B6 vitamin) (SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Németorszag); 4.1 mM nikotinsav (B3 vitamin) (Reanal, Budapest,
Magyarorszag); 13.3 mM glicin (Molar Chemicals, Halasztelek, Magyarorszag); 0.2 mM biotin
(Reanal). A talzott gyokérszor novekedés elkeriilése érdekében az indukciot 24 oOra elteltével
ledllitottuk és a csirandvényeket hormonmentes (HM) taptalajra (MS Basal Salt Mixture, 2 mi/Il
vitamix, 3% szachardz, 0.8% plant agar) (pH=5.8) helyeztilk 3 napra. A regeneracids folyamatok
indukcidjahoz a novények egy részénél a hajtast eltavolitottuk az epikotil-hipokotil talalkozési
pontjanal, majd a gyokér explantumokat (16 db/lemez) - illetve a késGbbiekben kontrollként
hasznalt vagatlan teljes csirandvényeket (16 db/lemez) - eldszér magas auxin tartalma ARM I
(Arabidopsis regeneration media I; Marton és Browse, 1991), majd 3 nap elteltével magas citokinin
tartalmid ARM Ir taptalajra (Arabidopsis regeneration media Ilr; Marton és Browse, 1991)
helyeztiik. Az ARM | taptalaj az alabbi komponenseket tartalmazta: MS Basal Salt Mixture, 2 ml/I|
vitamix, 3% szachardz, 0.8% plant agar, 17.1 uM indol-3-ecetsav (IES) (Duchefa Biochemie), 0.7
uM 2,4-D (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok), 2.7 uM 6-benziladenin (BA)
(Sigma-Aldrich), 1.5 pM N°(2-izopentenil)-adenin (2iP) (6-(y,y-Dimethylallylamino)purine)
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(Sigma-Aldrich) (pH=5.8), az ARM IIr taptalaj Osszetevdi az alabbiak voltak: MS Basal Salt
Mixture, 2 ml/l vitamix, 3% szachar6z, 0.8% plant agar, 1.1 uM NES, 19.7 uM 2iP (pH=5.8). 4 nap
citokinin indukcid utan a teljes ndvények és a vagott gyokerek egy részét (8-8 db) HM lemezekre
[MS Basal Salt Mixture, 2 ml/I vitamix, 3% szachar6z, 0.8% plant agar (pH=5.8)] tettiik at.

Teljes csirandvények esetén a hajtasbdl szarmazo auxin transzportot 5 UM koncentracioji
2,3,5-trijod-benzoesav (TIBA) (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svajc) segitségével gatoltuk. A
TIBA-t alacsony olvadaspontu agar6z (Sigma-Aldrich) cseppben a hajtas és a gyokér talalkozasi
pontjara helyeztiik az auxin indukcioval egyidében.

Mintakat vettink az ARM IlIr taptalajon 1-4 napja levé gyokér explantumokbodl, 5 napja
HM taptalajon és 9 napja ARM IlIr taptalajon levé citokinin indukalt TIBA kezelt, illetve kezeletlen
teljes csiranovények gyokerébdl, valamint a vagott gyokerekbodl. Kontrollnak a HM taptalajon 5
napja levo, kezeletlen teljes csirandvények gyokerét, abszolit kontrollnak a csiraztat6 taptalajon
levd, egy hetes csirandvények gyokerét tekintettik. A kisérleteket 3 bioldgiai ismétlésben végeztiik
el, legaldbb 3 parhuzamossal. A fent emlitett kisérleti rendszert, a TIBA kezelést és a

mintavételeket a 7. dbra mutatja be.
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7. &bra: Az in vitro gyoker alapu regeneréacids rendszer sematikus abréazolasa.
1 hetes Columbia (Col) 6kotipust csirandvények 1 napos, 2.7 uM naftilecetsav (NES) kezelése (oldalgyokér primordiumok
indukcidja), majd 3 napos hormonmentes (HM) lemezen (Grténé tenyésztése utin a csirandvenyek egy részét az epikotil-
hipokotil talalkozasi pontjan 2,3,5-trijoéd-benzoesav (TIBA) tartalm( agar6z cseppel (piros ellipszis) kezeltik, mésik
részénél a gyokeret (kék vonal) a hajtéasrol (két zold ellipszis) eltavolitottuk (piros szaggatott vonal) és késébbiekben
csupén a vagott gyokér explantumot hasznaltuk. A kontrollként hasznalt teljes névényeket nem kezeltik TIBA-val és a
hajtast sem tavolitottuk el. 3 napos auxin indukcidt (Arabidopsis regeneration media | (ARM 1) taptalaj), majd 4 napos
citokinin indukci6t (Arabidopsis regeneration media llr (ARM 1Ir) tdptalaj) kivetéen HM téptalajon az 5. napon (valos
idejii kvantitativ polimerdz ldncreakcié (RT-QPCR) mintavételi iddpont, kék keret) a TIBA kezelés, illetve a hajtas
eltavolitas eredményeként a gydkerek felszinén sététz6ld morfogén gécok jelentek meg (sotétzdld korok a kék keretben).
10-15 nap elteltével (sztereomikroszkopos vizsgalat, piros keret) ezen gécokbdl trichémdkkal rendelkezd regenerdtumok
(vildgoszold korok, fehér vonalakkal a piros keretben), valamint trichémdkkal nem rendelkezé regenerdtumok (sotétzold
korok a piros keretben) fejlddtek. Amennyiben a teljes novényeket folyamatosan magas citokinin tartalmi ARM Ilr
taptalajon tartottuk, 9 nap elteltével a ndvények gyokere vastagodott, kalluszosodott (vastagitott z6ld vonalak). 10-15 nap

utén a teljes ndvények gydkerén csupan trichomés regeneratumok jelentek meg.
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4.2 Morfologiai vizsgalatok

4.2.1 Sztereomikroszkoppal végzett kisérletek

A gyokeér explantumokon, illetve a teljes ndvények gyokerén a sététzold morfogén gocok
szamat, valamint az elsé leveleken a trichomak jelenlétét/hianyat Olympus SZX12
sztereomikroszkoppal (Olympus Corporation, Sindzsuku, Toki6, Japan) vizsgaltuk fehér LED
fényforrassal (Photonic Optics, Bécs, Ausztria), hétszeres, tizenhatszoros, husszoros nagyitasok
mellett. Fotok készitéséhez Olympus Camedia C7070 digitalis kamerat hasznaltunk (DScaler
szoftver (4.1.15 verzio)).

4.2.2 Pasztazo elektronmikroszkdppal végzett vizsgalatok

Kisérleteinkhez JSM-7100F/LV péasztaz6 elektronmikroszképot (JEOL Ltd., Akishima,
Tokio, Japan) hasznaltunk. Elsé 1épésben a mintakat vakuum infiltraltuk és fixaltuk 100%-0s
metanollal 20 percig, majd viztelenitettiik 100%-0s etanollal 30 percig, friss 100%-0s etanollal egy
éjszakan at. Masnap a mintakat a kritikus ponton Kiszaritottuk, majd az elektronmikroszkdp
mintatartéjan rogzitettik. A bevonat nélkili leveleket és embrioszerii struktarakat visszaver6dé
elektronok detektalasaval vizsgaltuk 15 kV gyorsitdé fesziiltségnél és 35 Pa nyomasnal a

mintakamraban.

4.3 Molekularis bioldgiai médszerek

4.3.1 RNS izolalas

Az 0ssz novényi RNS kivonashoz a Quick-RNA™ Miniprep Kit-et (Zymo Research,
Irvine, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) hasznaltuk, a gyarto altal javasolt protokoll szerint, mely
egyben lehetvé teszi az RNS mintdk genomi DNS szennyezettségétol vald megtisztitasat. Az RNS
mennyiségét a 260 nm-en mért optikai denzitds meghatarozasaval, NanoDrop™ 2000/2000c

spektrofotométeren ellendriztik (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesult
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Allamok). A mintdk tisztasagara és mindségére az OD2so/OD2go € az OD2so/OD2so aranyhol
kovetkeztettlink, illetve elektroforézissel (1%-os agaroz gélben) ellendriztik az esetleges

degradaciot.
4.3.2 cDNS szintézis

Az 500 ng - 1000 ng tisztitott RNS mintdkbdl a komplementer egyszali DNS (cDNS)
szintézisét a Precision nanoScript 2 RT kit (PrimerDesign Ltd., Chandler's Ford, Egyesiilt
Kiralysag) reagenseinek alkalmazasaval végeztik el, a gyartd utasitasa szerint 20 percig 42 °C-on,
majd 10 percig 75 °C-on 20 ul végtérfogatban. Az atirt cDNS-eket kihigitottuk 1:10 aranyban
nukleazmentes AcCUGENE® vizzel (Lonza, Verviers, Belgium). A cDNS minéségének ellendrzését
polimerdz lancreakci6 (PCR) technikdval végeztiik, kontrollként a GLYCERALDEHYDE-3-
PHOSPHATE DEHYDROGENASE gént (AtGAPDH; AT1G13440) hasznaltuk. A PCR reakciéhoz
Fermentas DreamTaq™ DNA Polymerase enzimet (Thermo Fisher Scientific) és Fermentas 10X
DreamTaq™ puffert (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. A reakcio 2 perces 95 °C-0s hevitéssel
kezd6dott, majd 35 ciklus kovetkezett az alabbi paraméterekkel: 95 °C 30 masodperc, 49 °C 30

masodperc, végil 72 °C 30 masodperc. A reakcid 5 perces inkubacioval zarult 72 °C-on.

A hasznélt primerek szekvenciai a kovetkez6k voltak:
AtGAPDH_Fw: 5> ACTTGAAGGGTGGTGCTAAA 3’
AtGAPDH_Rev: 5> ACATTCCGGTCAATTTTCCATT 3’

4.3.3 Valos idejii kvantitativ polimeraz lancreakciéo (RT-QPCR)

A génspecifikus primereket a Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, Egyeslt
Allamok) szoftver segitségével terveztik meg. A hasznalt primerek listajat és szekvenciajat
tablazatban foglaltuk ossze (1. tablazat). A vizsgalni kivant gének (CUC1 (AT3G15170), CUC2
(AT5G53950), ESR1 (AT1G12980), ESR2 (AT1G24590), LEC1 (AT1G21970), LEC2 (AT1G28300),
FUS3 (AT3G26790), valamint a WIND1 (AT1G78080)) relativ expresszidjat RT-QPCR
segitségével, az Applied Biosystems cég ABI PRISM 7900HT Fast Real-Time szekvencia detektalo
rendszerével (Thermo Fisher Scientific), valamint a gTOWER 2.0 (Analytic Jena AG, Life Science,
Jéna, Németorszag) (14., 15. abréakon szerepl6 eredmények) késziilékekkel végeztik. Az adatok
normalizalasahoz az AT2G41960 és UBIQUITIN 1 (UBQL) haztartasi géneket valasztottuk. A “The
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Bio-Analytic Resource for Plant Biology” (bar.u-toronto.ca; (Winter és mtsai., 2007) Arabidopsis
Regeneration eFP browser alapjan ez a két gén konstans médon expresszalddik az Arabidopsis
gyokérbdl torténé novényregeneracioja soran, illetve a ndvény egyéb szerveiben, szdveteiben. A
valos idejii PCR soran a DNS mennyiségének mérése fluoreszcens detektalason alapul, amihez
kisérleteink nagy részében kettés szala DNS-hez kot6dé fluoreszcens festéket, SYBR Green-t
hasznaltunk. A reakcidelegy végtérfogata 14 ul volt, melyben 6 pl higitott ¢cDNS, 7 pul
PrecisionPLUS MasterMix with ROX premixed with SYBRGreen (PrimerDesign Ltd.), 0.5 pl
“forward” primer, 0.5 upl “reverse” primer volt (az egyes oligonukleotidok 0.35 upuM
végkoncentracidban voltak jelen). A reakcié 10 perces 95 °C-os hevitéssel kezdédott, majd 40
ciklus kovetkezett az alabbi paraméterekkel: 95 °C 15 masodperc, 60 °C 1 perc. A RT-QPCR
lefutasat kovetden a termék specifikussagat olvadasi gorbe detektalasaval ellendriztiik az alabbi
paraméterek segitségével: 95 °C 15 masodperc, 60 °C 15 masodperc, 95 °C 15 masodperc.

Harom technikai ismétlést végeztiink templatonként és primerenként, valamint Gn. “non
template control”-t (NTC) is alkalmaztunk kontrollként. Az adatok kiértékelését az SDS 2.3
szoftver (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) segitségével végeztilk. A Cr
értékeket az RQ Manager 1.2 szoftver verzidval (Life Technologies) analizaltuk, majd Microsoft
Excel 2010-be transzportaltuk. Az mRNS relativ transzkript szintjét az AT2G41960 és az UBQ1

(14., 15. brak) génekhez viszonyitva kalkulaltuk a (2)“* modszer segitségével.

4.3.4 Statisztikai kiértékelés

Az adatok statisztikai feldolgozasahoz és kiértékeléséhez a SigmaPlot v.12.0 (Systat
Software Inc, San Jose, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) szoftver programjat hasznaltuk fel. A
feltintetett adatok minden esetben harom fliggetlen bioldgiai ismétlés atlag- és szdrasértékei. A
kontrolltél valé szignifikans kulonbségeket a varianciaanalizist (egyszempontos Analysis of
variance (ANOVA)) kovetden a Duncan-féle teszttel (Duncan's new multiple range test (MRT))
allapitottuk meg. Az azonos betiivel nem jelolt atlagok szignifikansan kiillonboznek egymastol

P<0.05 szinten.
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Primer szekvenciak

Gén neve/AGI kaod

F:5 -TTCTCTTGTGCCGCCATTTC - 3
R:5 -GCTTCTGTTGCTCTGTTCGT -3

AtCUC1 (AT3G15170)

F:5 -CTCCTTCCTCCGTCTCACTC - 3'
R: 5" - GGGACAGTGGAGAAACAGGA - 3

AtCUC2 (AT5G53950)

F:5' -TCCTCCTTCTCCACCAACAC - 3
R:5' - AACGATAAACCACCGTCTGC - 3

AtESR1 (AT1G12980)

F:5' - GCTGACTTCCATGTCGAAGGA - 3

AtESR2 (AT1G24590)

R:5' - TCTGCTGCATCTTAGCTGAATC - 3'
F:5 - GTTATGGTATGTTGGACCAATCC -3

AtLEC1 (AT1G21970)

R:5' -TTCATCTTGACCCGACGAC - 3'
F: 5 - CGCCATGAATGGAAATTCGG - 3’
R: 5’ - CCACGTACGCGTGATCCTGA -3’

AtLEC2 (AT1G28300)

F:5' - TGATACTCCCGAAGAAAGCC - 3
R:5' - CTATACTTGAAGGTCCAAACGTG - 3

AtFUS3 (AT3G26790)

F:5° - TGGCGGAGACTCAGAAACAG - 3’
R: 5’ - GGCGACGAAACCTTCTTCTCA -3’

AtWIND1 (AT1G78080)

F:5° - TTCAATTAAAAGAGGGGAATGC - 3’

R: 5’ -CTTTGTCTATCAGGACTTCATCCTC -3’

AT2G41960

F:5° - CGCAAGTGCTATGCTCGTCTT -3’
R: 5’ - GCCTCAACTGGTTGCTGTGA - 3’

UBQL (AT3G52590)

1. tAblazat: A RT-QPCR soran a transzkripcids szintek meghatarozasahoz hasznalt primerek jegyzéke.
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5. EREDMENYEK

5.1 Arabidopsis in vitro gyoker alapu regeneracios

rendszer

5.1.1 Kisérleti elozmények

Avrabidopsis gyokér alapu szovettenyészetekkel végzett munkak soran korabban mar
megfigyelték a SE indukciojat, vagy legalabbis embridszerii struktirak megjelenését (Marton és
Browse, 1991; Mathur és mtsai., 1995; Wenck és Marton, 1995). Ebben a rendszerben az elézetesen
folyadékkulturaban tenyésztett Col gyokerek felliletén auxin indukciét (ARM 1 taptalaj) kovetSen
magas citokinin tartalmd (ARM IIr) taptalajon a gyokerek feliiletén embridszerii struktirak
képzddtek. A rendszer adaptilasa soran azonban ettdl eltéré reakci6t tapasztaltunk: az auxin
indukcidt kovetéen ARM IlIr taptalajra helyezett gyokereken embrioképzédés helyett kezdetben

intenziv gyokérfejlodés, majd zold kallusz megjelenése volt megfigyelhetd (8. abra).

8. dbra: Columbia (Col) gyokeér explantumok valasza Arabidopsis regeneration media llr (ARM IIr)
taptalajon Marton és Browse (1991) alapjan.
Col gyokér explantumok sztereomikroszkopos képei ARM lir taptalajon a 4., 8., 10. napokon (mérce: 1 mm).

Tovabbi 1 hét elteltével az explantumok felilletén regenerdtumok jelentek meg, melyek
trichdmaval rendelkeztek (9. abra). Miutan az organogenezis, illetve a SE morfoldgiai markereként
gyakran hasznalatos az elsé levélszerti strukturdkon a trichdmak meglétének (valodi levél, hajtas
organogenezis), illetve hidnyanak (kotiledon, SE) vizsgalata (pl. Horstman és mtsai., 2017),

feltételeztiik, hogy a képzddott regeneratumok indirekt hajtas organogenezisb6l szarmaztak.
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9. abra: Col gyokér explantum valasza ARM llIr taptalajon Marton és Browse (1991) regeneracios
protokolljat alkalmazva.

Col gydkeér explantum sztereomikroszkopos képe ARM IIr taptalajon a 18. napon (mérce: 1 mm).

5.1.2 A rendszer optimalizalasa

Kezdetben folyadékkultdrat hasznaltunk a gyokértenyészetek létrehozasara, azonban
miutan folyadékkultaraban a gyokerek kora eltér6 és ez a rendszer hatékonysagat,
kiszamithat6sagat is negativ modon befolyasolta, tovabba mivel ezekben a kultdrakban fokozottan
fennall a kiilonboz6 fert6zések kialakulasanak esélye, a tovabbiakban szilard taptalajok hasznalatara

tértink at. Az alkalmazott rendszer bemutatasat a 4.1.2 fejezet tartalmazza.

5.1.3 A citokinin megfelelo idében torténé eltavolitasa két

regeneracios utvonal megjelenését indukalja

5.1.3.1 Sztereomikroszkdppal végzett morfoldgiai vizsgalatok

Miutdn egyes esetekben az exogén auxint a tdpkozegbdl el kell tavolitani ahhoz, hogy a SE
meginduljon (Raghavan, 2004; Jiménez, 2005), megnéztik, hogy mi torténik akkor, ha az auxin,
majd citokinin indukciot kovetden a gyokér explantumokat hormonmentes tdpkozegre helyezziik.
Azt is megvizsgaltuk, hogy van-e szerepe az id6zitésnek, azaz annak, hogy mikor torténik meg az

explantumok atrakésa citokinin tartalma ARM llr taptalajrol HM taptalajra. Vizsgalataink alapjan a
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leghatékonyabbnak a 4 napos citokinin indukcié bizonyult (10. &bra, piros keret). A 4 napos
citokinin indukci6 utdn HM lemezen a kalluszképz6dés korlatozodott és a gyokerek feliiletén zold,
globularis strukturdk jelentek meg. Tovabbi 6 nap elteltével ezek némelyike szomatikus

embrioszer(i strukturava fejlédott (10. dbra, fehér nyilak).

Napok szama magas citokinin tartalmu taptalajon HM taptalajra helyezés el6tt
1 2 3 4 5 6 7

Napok
szama
HM
taptalajra 4
helyezést
kovetden g

10. dbra: Elézetesen ARM IIr taptalajon 1-7 napig tenyésztett, majd hormonmentes (HM) lemezekre
athelyezett Col gyokeér explantumok kalluszképzédése és regeneracioja.
A képek a HM lemezre helyezést kovetden 0. napon, valamint 2, 4, 6 nap elteltével késziiltek. Fehér nyilak
jelzik a regenerdlodott szomatikus embrioszerii strukturdkat, melyek 4 napig magas citokinin tartalmu
médiumon (piros keret), majd 6 napig HM lemezen tenyésztett gyokér explantumokon jelentek meg

(sztereomikroszkopos képek, mérce: 1 mm).

Tovabbi 2 hét elteltével a gyokér explantumok felllletén regeneratumok alakultak ki (11.
abra C, D). A regeneralodott novények kozel fele feltételezhetéen embriogén eredetti volt, amit

jelzett a trichdmak hianya a sziklevelek felszinén (11. abra C, D; 12. abra A; 2. tablazat).
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N&vényi anyag Regeneracios Regeneracio Trichoma Trichdmas
gocok gocokbol nélkdli regeneratumok
szama/gyokeér?® (%)° regeneratumok (%)°
(%)°
Col gyokeér
8+0.8 65.6+3.7 56.9+4.7 43.1+4.7
explantum

2. tblazat: Vad tipusu Col gyokér explantumok regeneréacios hatékonysaga és tipusa.

°Z6ld morfogén gocok gyokér explantumonként (hormonmentes lemezen 5. nap utan szamolva). Atlag

standard hibaja.

b , . Y ” . .. "y .
A potencidlis morfogén gocok azon szdzaléka, melyekbdl teljes novény regeneralddott explantumonkent.

Atlag standard hibaja.

‘Azon regeneralodott novények szazaléka, melyek valodi levelekkel/sziklevelekkel  rendelkeztek

trichémaval/trichdma nélkiil. Atlag standard hibéja.

Ugyanebben a rendszerben, ha a gyokér explantumokat folyamatosan magas citokinin
tartalmi ARM lIr taptalajon tartottuk, kezdetben intenziv kalluszképz6dés volt megfigyelhet6 (11.
abra E, F). Tovabbi 2 hét elteltével trichomakkal rendelkez6 hajtasok jelentek meg az explantumok

felszinén (11. &bra G, H; 12. 4bra B), utalva azok hajtas organogenezis eredetére.
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11. dbra: Col gyokér explantumok regeneracioja.

Novények regenerdcidja HM lemezeken 4 napos citokinin indukciot kovetden (A-D), illetve magas citokinin
koncentracio folyamatos megléte mellett (E-H). Az dimeneti 4 napos citokinin indukciot kovetéen HM
lemezeken 5 napig (A, B), valamint magas citokinin/alacsony auxin tartalmi ARM lIr taptalajon 9 napig (E,
F) tenyésztett gyokér explantumok (A, E) valamint azok morfogenikus régidinak képe (B, F). A
regeneratumok leveleinek képe 2 héttel késébb (C, D, G, H). A képek sztereomikroszkoppal (A, C, E, G),

illetve pasztazo elektronmikroszképpal (B, D, F, H) késziltek. A mércék 1 mm-t (A, C, E, G), valamint 100
um-t (B, D, F, H) mutatnak.
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12. abra: Col regeneralt névényeinek sziklevele (SE) és valddi levele (hajtas organogenezis).
HM lemezeken 4 napos citokinin indukciét kovetden Col gyokér explantumon megjelend, SE eredményeként
kialakult trichoma nélkili sziklevél (A), illetve magas citokinin koncentracio folyamatos megléte mellett
hajtas  organogenezis utvonalon keresztiil  kialakult  trichdmaval —rendelkez6 valodi levél (B)

sztereomikroszkopos képei (nagyitas: 16x).

5.1.3.2 Génkifejezodési vizsgalatok

Annak bizonyitasara, hogy az elézetesen auxin és citokinin indukalt, HM lemezen levd
gyokér explantumok felliletén képz6dé trichdma nélkili regenerdtumok SE eredményeképpen
jottek létre, megnéztiik, hogyan valtozik az embridgenezis marker gének koziil a LEC1, a LEC2 és a
FUSS3 relativ expresszios szintje (13. dbra). Azt tapasztaltuk, hogy a kontrollhoz képest mindharom
vizsgalt gén expresszidja megemelkedett.

Azonban, ha a gyoker explantumokat folyamatosan magas citokinin tartalma taptalajon
tartottuk, a vizsgalt embriogén gének kozil egyiknek sem ndvekedett az expresszios szintje, mely

arra utal, hogy ebben az esetben nem SE, hanem hajtas organogenezis tortént (13. abra).
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13. 4bra: LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1), LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2), FUSCA 3 (FUS3)

gének kifejezodése.
A LEC1, LEC2, FUS3 gének expressziojat 9 napja magas citokinin tartalmu lemezen levé (ARM IlIr),
valamint 5 napja HM lemezen levd, eldzetesen 4 napig citokinin indukalt (ARM 1lr + HM) Col gyokér
explantumokban, 1 hetes kezeletlen csirandvény gyokeréhez viszonyitva (abszolUt kontroll=1) néztik. Az
oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist kovetden a Duncan-

Jéle tesztet alkalmaztuk, a szignifikancia szintje P<0,05-ben lett meghatérozva.
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Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a citokinin indukcio els6 4 napjaban hogyan valtozik az
organogenezisben részt vevé gének kozil a CUC1, CUC2, ESR1, ESR2, illetve az

embridgenezisben részt vevé LEC1, LEC2 és FUS3 expresszios szintje. Azt tapasztaltuk, hogy mig

a hajtas organogenezisben szerepet jatsz6 gének expresszios szintje emelkedett (14. dbra), addig az

embridgenezisben szerepet jatszo gének csdkkent expresszids szintet mutattak (15. abra).
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14. dbra: CUP-SHAPED COTYLEDON 1, 2 (CUC1, CUC2), ENHANCER OF SHOOT
REGENERATION 1, 2 (ESR1, ESR2) gének kifejezddése.
A CUC1, CUC2, ESR1, ESR2 gének expresszidjat 1-4 napja magas citokinin tartalmii ARM IIr lemezen levd

Col gyokér explantumokban, 1 hetes kezeletlen csirandvény gydkeréhez viszonyitva (kontroll=1) vizsgaltuk.

Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist kévetden a

Duncan-féle tesztet alkalmaztuk; a szignifikancia szintje P<0,05-ben lett meghatarozva.
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15. abra: LEC1, LEC2, FUS3 gének kifejezddése.
A LEC1, LEC2, FUS3 gének expresszibjat 1-4 napja magas citokinin tartalmii ARM IIr lemezen levd Col
gyokér explantumokban, 1 hetes kezeletlen csirandvény gyokeréhez viszonyitva (kontroll=1) néztik. Az
oszlopokon a hibasavok a standard hibdt mutatjak. Az egyszempontos varianciaanalizist kovetéen a Duncan-

féle tesztet alkalmaztuk, a szignifikancia szintje P<0,05-ben lett meghatarozva.

5.1.3.3 lecl mutans vizsgéalata

Kivancsiak voltunk arra is, hogy mi torténik abban az esetben, ha lecl mutans csirandvény

gyokereit tenyésztjik a fent bemutatott kisérleti rendszerben (16. dbra A, C; 3. tablazat).
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N&vényi anyag Regeneracios | Regeneracio Trichdma Trichdmas
gocok gocokbal (%)° nélkili regeneratumok
szama/gyoker® regeneratumok (%)°
(%)°
Col gyokeér
8+0.8 65.6+3.7 56.9+4.7 43.1+4.7
explantum
lecl gyoker
3.9+0.4 23.8+6.9 0.0£0.0 100+0.0
explantum

3. tablazat: Vad tipusu Col és lecl mutans gyokér explantumok regeneracios hatékonysaga és tipusa.
°z6ld morfogén gocok gyokér explantumonként (hormonmentes lemezen 5. nap utan szamolva). Atlag

standard hibaja.

A potencialis morfogén gocok azon szazaléka, melyekbdl teljes novény regeneralodott explantumonként.

Atlag standard hibaja.

‘Azon regeneralodott novények szazaléka, melyek valodi  levelekkel/sziklevelekkel  rendelkeztek

trichdmaval/trichdma nélkiil. Atlag standard hibaja.

Lecl gyokeér explantumokat folyamatosan citokinin tartalmd taptalajon tartva (16. abra A)
a vad tipushoz (16. &bra B) hasonl6 valaszt kaptunk, azaz zoldulést, kalluszképzédést, vastagodast,
majd késébb organogenezis eredetli hajtasok megjelenését. Amennyiben a citokinin indukciot
kovetd 4. napon HM taptalajra helyeztik a lecl gyokér explantumokat, a kallusz képzbdése
korlatozodott és a potencidlisan morfogén lékuszok szdma a vad tipushoz (16. abra D) képest kozel
50%-kal kevesebb volt (16. abra C; 3. tablazat). Mindemellett lecl gyokerekb6l csupan

trichomaval rendelkez6 regeneratumok képzddtek HM téptalajon (3. tablazat).
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16. abra: Lecl mutans és vad tipust Col gyokér explantumok regeneracioja.
Az abra a lecl gyokér explantumok (A, C), valamint a vad tipusi Col gyokér explantumok (B, D)
regeneracios hatékonysagat mutatja folyamatos magas citokinin koncentracié (A, B) esetén, valamint 4 napos
citokinin indukciot kévetéen HM koriilmények (C, D) alatt. A képek ARM Ilr taptalajon 9 napig (A, B),
valamint 4 napos citokinin indukciot kovetéen HM tdptalajon 5 napig (C, D) tenyésztett gyokér
explantumokrdl késziiltek (sztereomikroszkopos képek, mérce 1 mm).
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5.1.4 A hajtaseredetii auxin hatasa a gyoker regeneracios

folyamataira

5.1.4.1 Sztereomikroszképpal végzett morfoldgiai vizsgalatok

Erdekes modon, ha Kisérleti rendszeriinkben teljes csirandvényeket hasznaltunk gyokér
explantumok helyett, elmaradt a regeneratum-képz6dés. Ha a teljes novényeket folyamatosan
magas citokinin tartalmu taptalajon (ARM IlIr) tartottuk, azok gyokerei megvastagodtak, zéldiltek,
de sem KkalluszképzOdést, sem hajtasképz6dést nem tapasztaltunk (17. dbra A). Ha ezeket a
ndvényeket HM téptalajra helyeztiik a citokinin kezelést kovetd 4. napon, a vastagodas és a zoldulés
is elmaradt (17. 4bra B; 4. tablazat).

Novényi anyag | TIBA | Regeneraciés | Regeneréacid Trichoma Trichdmas
g6cok g6cokbal (%)° nélkli regeneratumok
szama/gyokeér® regeneratumok (%)°
(%)°
Col teljes novény - 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0
Col teljes novény + 6.8+0.8 43.8+4.5 48.3+3.9 51.7£3.9

4. tdblazat: Vad tipusi Col teljes névények gydkereinek regeneracids hatékonysaga és tipusa TIBA

hozzaadéasa nélkul (-) vagy TIBA kezeléssel (+).

°z6ld morfogén gdocok gyokér explantumonként (hormonmentes lemezen 5. nap utdn szamolva). Atlag
standard hib4ja.

A potencidlis morfogén gocok azon szdzaléka, melyekbdl teljes novény regenerdlodott explantumonként.

Atlag standard hibaja.

‘Azon regeneralodott novények szazaléka, melyek valddi levelekkel/sziklevelekkel —rendelkeztek

trichémaval/trichdma nélkiil. Atlag standard hib4ja.

Megfigyeléseink alapjan feltételeztiik, hogy a hajtashdl a gyokérbe transzportal6do
auxinnak hatasa lehet az embrioképzédés, illetve a hajtds organogenezis indukcidjara. A

hajtaseredetli auxin regeneracios potencialra gyakorolt lehetséges hatdsanak vizsgalatara auxin
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transzport inhibitort, TIBA-t hasznaltunk. A gatldszert alacsony olvadaspontu agar6z cseppben, 5
MM koncentracioban helyeztiik az epikotil-hipokotil talalkozasi pontjara.

TIBA kezelés hatasara helyreallt a regeneréacios potencial (17. dbra C, D; 4. tablazat). A
gyokér explantumokhoz hasonléan (17. dbra E, F) a TIBA kezelt csirandvények gyokerei csupan
trichdmaval rendelkez6 hajtasokat regeneraltak magas citokinin tartalma ARM IIr lemezeken.
Amennyiben a TIBA kezelt névényeket az atmeneti 4 napos citokinin indukciot kovetéen HM
lemezeken tenyésztettilk, a gyokerek felszinén kifejlédott regeneratumok megkozelitéleg 50%-a

trichdma nélkili volt (4. tablazat).

ARMIIr 9. na

.2

Kezeletlen
teljes novény

TIBA kezelt
teljes novény

Vagott gyokér

17. abra: Col kezeletlen teljes novenyek, TIBA kezelt teljes ndvények és gyokér explantumok
valaszai ARM llr és HM taptalajokon.
Col teljes novények gyokerének (A-D), valamint kontrollként hasznalt vagott gyokerek (E, F)
névényregeneracidja magas citokinin koncentracoju ARM lIr taptalajon (A, C, E), illetve &tmeneti 4 napos
citokinin indukciot kovetéen HM tdptalajon (B, D, F). Teljes ndvények egy részét 5 uM TIBA-val kezeltiik
agardz csepp segitségével a hajtas és a gyokér talalkozasi pontjan (C, D). A képek ARM IlIr taptalajon a 9.
napon (A, C, E), valamint 4 napos citokinin indukciot kovetéen HM tdaptalajon az 5. napon (B, D, F)

késziiltek (sztereomikroszkopos képek, mérce: 1 mm).
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5.1.4.2 Genkifejezddési vizsgalatok

Ezutan megnéztiik, hogy TIBA kezelés hatasara hogyan alakul az embridgenezisben részt
vevl gének koziil a LECL, a LEC2 és a FUS3 expresszios szintje a gyoker explantumokhoz képest.
Ezen markerek génekexpresszios szintje a vagott gyokér explantumokhoz hasonlé mértékben
megemelkedett (18. &bra), igazolva, hogy a hajtaseredetii auxin gyokérbe irdnyuld transzportjanak
gatlasa elegend a csirandvény gyokerében a regeneracios képesség kialakitasara és hogy a
keletkezett regeneratumok egy része SE eredményeképpen jott létre. Ez utobbit az is jelezte, hogy a
regeneratumok kozel 50%-anak az els6 levelei nem rendelkeztek trichdmékkal (4. tablazat).

A sebzésrol és a sebzés altal indukalt WINDI1 transzkripcids faktorrdl kimutattak, hogy
kdzponti szerepiik van a gyokér explantumok (vagott gyokerek) regeneracios potencialjaban (lwase
és mtsai., 2015). Az intakt csirandvények vagatlan gyokerei, ahogy azt a fentebbiekben mi is
bemutattuk, nem regeneralnak hajtast auxin és citokinin indukciot kovetéen. A WINDI1 TF
tultermelése a csirandvények gyokerében is lehetdvé teszi a regeneracios folyamatok elindulasat,
hasonl6an a vagott gyokerekhez (lwase és mtsai., 2015). Ezért megvizsgaltuk, miként valtozik a
WIND1 expresszios szintje TIBA Kkezelés nélkali teljes ndvények gyodkereiben, gyokeér
explantumokban, illetve TIBA kezelt teljes novények gyodkereiben. A sebzéshez hasonldan (gyokeér
explantumok), a TIBA kezelés altal gatolt auxin transzportnak kdszonhetGen is magasabb WIND1
expresszios szintet figyeltink meg teljes ndvények gyokerében - a TIBA kezelés eredményeként
megnovekedett regeneracios potencidlnak megfeleléen (18. abra). Megfigyeléseink arra engednek
kovetkeztetni, hogy mind a hajtas, mint auxin forras eltavolitasa, mind a hajtas-gyokér irdnyd auxin
transzport TIBA altali  blokkolasa megndvekedett WIND1 expressziot és fokozott

kallusz/hajtas/embridképz6dést eredményez megfeleld induktiv koriillmények mellett a gyokérben.
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18. abra: LEC1, LEC2, FUS3, WOUND-INDUCED DEDIFFERENTIATION 1 (WIND1) gének
kifejezodése.

Vizsgaltuk a LEC1, LEC2, FUS3, WINDL1 gének relativ transzkript szintjeit a citokinin indukcidt kdvetden 5

napja HM lemezen levé TIBA kezelt (TIBA (+)) teljes ndvények gyokereiben, valamint a kezelés nélkili vagott

gyokerekben (gyokér explantum), a HM lemezen 5 napja levd kezeletlen teljes novények gyokereibdl vett

mintahoz viszonyitva (TIBA (-)=1). Az oszlopokon a hibasavok a standard hibat mutatjak. Az egyszempontos

varianciaanalizist kovetéen a Duncan-féle tesztet alkalmaztuk; a szignifikancia szintje P<0,05-ben lett

meghatarozva
5.1.4.3 lecl mutans vizsgéalata

A TIBA kezelt lecl csirandvények gyokerei citokinin indukcios ARM IIr lemezeken,
valamint az atmeneti 4 napos citokinin indukciot kovetben HM lemezeken is csupédn trichdmaval
rendelkez6 ndvényeket regeneraltak (5. téblazat), TIBA kezelés nélkil pedig a vad tipushoz

hasonl6an elmaradt a regeneracid. A lecl mutanssal kapott eredmények megerésitették, hogy a
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hajtas eltavolitasa (“sebzés”) és a lokalis TIBA kezelés, vagyis a hajtas-gyokér auxin transzport

megakadalyozasa hasonlé mddon javitja a gyokeér regeneracios kepesseget, fliggetlenil attol, hogy a

regenerécié SE-t vagy hajtas organogenezist jelent.

Novényianyag | TIBA | Regenerédciés | Regeneracio Trichoma Trich6mas
gocok g6cokbol (%)° nélkili regeneratumok
szama/gyokeér® regeneratumok (%)°
(%)°
lecl teljes novény - 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0
lecl teljes novény + 3.310.4 15.045.1 0.0£0.0 100.0+0

5. tAblazat: lecl mutans teljes ndvények gyokereinek regeneracios hatékonysaga és tipusa TIBA

hozzaadasa nélkul (-) vagy TIBA kezeléssel (+).

°z6ld morfogén gocok gyokér explantumonként (hormonmentes lemezen 5. nap utan szamolva). Atlag

standard hibaja.

A potencialis morfogén gocok azon szazaléka, melyekbdl teljes novény regeneralodott explantumonként.

Atlag standard hibaja.

‘Azon regeneralodott

trichdmaval/trichdma nélkiil. Atlag standard hibaja.

novények szazaléka,

melyek valédi
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6. EREDMENYEK ERTEKELESE

6.1 A citokinin megfelel6 idében torténo eltavolitasa két

regeneracios utvonal megjelenését indukalja

Mig a szomatikus embridgenezis (SE) legelterjedtebb indukaldszere az auxin, kiilondsen a
mesterséges auxin (2,4-diklorfenoxi-ecetsav (2,4-D)) (Overbeek és mtsai., 1951), a citokininek SE-
re gyakorolt hatdsa valtozd (példaul Mujib és mtsai., 2016). A legtdbb rendszerben alacsony
citokinin szintet alkalmaznak auxinnal egyiitt az embri6 indukcidjanak eldsegitése érdekében, mig
mas esetekben az exogén citokininek gatoljak az auxin altal indukalt SE-t. Néhany rendszerben a
citokininek hatékonynak bizonyultak az embrioképzédés egyetlen indukaldjaként (Sagare és mtsai.,
2000; Gaj, 2004; Chung és mtsai., 2005). Arabidopsis-ban ugyanakkor még nem szamoltak be a SE

A citokinineket (auxinnal vagy auxin nélkul) széles korben alkalmazzak de novo
hajtasmerisztémak indukcidjara in vitro. Az endogén citokinin szint névekedését eredményezd
mutéaciok vagy transzgének is segitik a hajtas kialakulasat (Chaudhury és mtsai., 1993; Kakimoto,
2001; Catterou és mtsai., 2002; Sun és mtsai., 2003), mig a csokkent citokinin szintézishez vezet6
mutéciok gatoljak ezt a folyamatot (Cheng és mtsai., 2013).

Rendszerunkben az auxin (ARM 1), majd citokinin (ARM 1Ir) indukciot kovetéen egy
megfelelé idbintervallumban (4 napos citokinin indukcid) HM tépkozegre kerllt Col gyokér
explantumok felliletén regeneralodott névények kozel 50%-a trichoma nélkiili, kotiledonszerti elsé
levelekkel rendelkezett (2. tablazat), mely feltételezi azok embriogén eredetét. A trichdma hianya
az els6ként megjelend leveleken gyakorta hasznalt morfolégiai markere a SE-nek, bar ez a marker
félrevezeto is lehet, ha a levélszorok késve jelennek meg (Horstman és mtsai., 2017).

Gyakran hasznaljak az embriogén fejlédési ut markereként a LEC1 (Gaj és mtsai., 2005),
valamint a LEC2 géneket (Wdjcikowska és mtsai., 2013). A FUS3 expresszidja nem kotheté a SE
egy bizonyos szakaszéhoz, kifejezOdése azonban specifikus az embriogén kultarakban (Gaj, 2011).
FUS3 hidnyaban a hajtasregeneracio hatékonysaga nd, mig az embriogenezisé csokken (Gaj és
mtsai., 2005). A citokininrél kimutattak, hogy gatolja a SE-ben kulcs szereppel biré LEC2 és FUS3

TF-ok expresszigjat (Casson és Lindsey, 2006; Horstman és mtsai., 2017).
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c ey

atkapcsolast indukalt a két regeneracids Gtvonal kozott. Erre utalnak a génexpresszids adatok,
melyek alapjan a citokinin az organogenezis géneket (CUC1, CUC2, ESR1, ESR2) indukalja (14.
abra), mig az embridgenezis-kapcsolt gének (LEC1, LEC2, FUS3) kifejez6dését csak az exogén
citokinin eltavolitasa utan lehet kimutatni (13. abra). Mindezek alapjan az a hipotézisiink, hogy
kezdetben hajtasregeneracié indukalodik, majd a citokinin eltavolitasat kdovetéen a hajtas
primordium embridszeri struktarava (szomatikus embrid) transzdifferencialodik, am az
atalakulasoknak csak egy része (kozel fele) torténik, ami magyardzza a hajtas
primordiumok/embriok vegyes megjelenését.

Kisérleteink soran a trichdéma nélkiili levelekkel rendelkez6 regeneratumok csupan olyan
korulmények kozott jelentek meg, amikor az embriogén marker gének is indukalddtak, a direkt SE-
defektiv homozig6ta lecl mutans (Gaj és mtsai., 2005) gyokeér explantumok felliletén ugyanakkor
nem jelentek meg. Azon megfigyelés, miszerint a lecl mutansok esetén képzddott regeneracios
gocok szama lecsokkent a vad tipushoz képest - a regeneratumok szama csak kozel fele volt a vad
tipus esetén megfigyeltnek (3. tablazat) - azt jelzi, hogy a hajtasregeneraci6 - SE atkapcsolas
gyorsan megtorténik és a LEC1 kifejezédését megeldzi. Feltehetéen a kiils6 citokinin eltavolitasa
hatdssal volt az endogén citokinin vagy auxin szintézisre és/vagy transzportra, befolydsolva a
regeneracids Utvonalat.

A szomatikus embridk nem mutattak egyértelmiien bipolaris strukturat rendszeriinkben,
melynek oka feltehetéen az ARM Ilr taptalajban talalhaté magas kezdeti citokinin szint és ezaltal a
gyokér morfogenezis (gyokérmerisztéma-képzédés) gatlasa. Ugy tiinik, a citokinin eltavolitasaval
ez a folyamat mar nem fordithato vissza az embridgenezis-kapcsolt transzkripcids faktorok (LECL,
LEC2, FUS3) altal sem.

A két regeneracids Gtvonal (hajtas organogenezis és SE) parhuzamos megjelenését leirtak
kordbban alacsony koncentracioju benziladeninnel kezelt Solanum carolinense explantumoknal,
mig magasabb koncentracié alkalmazasakor csupan hajtas organogenezist figyeltek meg (Reynolds,
1986). Napraforgd (Helianthus annuus L.) szdvettenyészetben a magas cukor koncentracié idézte
el6 a hajtas organogenezis - SE koz6tti atkapcsolast, melyet részben a tapkozegbdl torténd csokkent
citokinin felvételnek tulajdonitottak (Charriere és Hahne, 1998). Ezeket a megfigyeléseket
magyarazhatja a citokinin SE-re gyakorolt gatl6 hatasa.

Feltételezhet6en az indirekt hajtas organogenezis €s az indirekt SE ugyanazokkal a kezdeti
Iépésekkel rendelkeznek, legalabbis a hajtdsmerisztéma kialakulasat illetéen (Su és mtsai., 2009;
Cheng és mtsai., 2013; Su és Zhang, 2014; Su és mtsai., 2015). A hajtas primordium és a

szomatikus embriok ugyanazon sejttipusbol torténd eredetét bizonyitottak mar szamos rendszerben,
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alatdmasztva azt a tényt, mely szerint a két utvonal kezdeti Iépései hasonldsagokat mutatnak
(Bronner és mtsai., 1994; Yumbla-Orbes és mtsai., 2017). Az exogén/endogén hormon szintek
idébeli valtozasa lehetévé teheti mindkét Gtvonal parhuzamos megjelenését kiilonbozo, vagy akar
ugyanazon regeneracios gocokban.

Szamos fejlédésbiologiai rendszerben kimutattak, hogy a citokinin és az auxin kdlcsondsen
szabalyozzdk egymas szintjeit, tovabba megfigyelték, hogy a citokinin gatolja a polaris auxin
transzportot (Pernisova és mtsai., 2011; Schaller és mtsai., 2015). Mivel a citokinin eltavolitasaval
indukalt hormondlis valtozas térben és iddben nem egységes, igy kerllhet sor a két regeneracios
utvonal parhuzamos jelenlétére. Feltételezheté, hogy ha a megfeleld endogén hormonalis
valtozasokat nagy hatékonysaggal és egységesen tudnank el6idézni (pl. a citokinin és/vagy auxin
szintet szabalyozé megfelelé génkonstrukciok kifejeztetésével), akkor az atkapcsolas is nagyobb
hatékonysaggal torténhetne meg.

Eredményeink tovabba arra is utalnak, hogy az Arabidopsis gyokér explantumok
novényregeneracidja meglehetésen rugalmas és még ismeretlen kisérleti korlmények kozott is
kdonnyen megvaltoztathatd (Kareem és mtsai,. 2016). Ez megmagyardzhatja a Kkiilonb6z6
laboratériumokban tapasztalt valtozé hatékonysagokat és eltéré6 megfigyeléseket (Marton és
Browse, 1991; Park és mtsai., 1993; Valvekens és mtsai., 1995; Kareem és mtsai., 2016 és a jelen

munka).

6.2 A hajtaseredetii auxin gatlé hatassal van a gyoker

regeneracios folyamataira

Napraforgd zigotikus embriok esetén vizsgaltak a magas citokinin koncentracionak és a
polaris auxin transzport gatlasanak in vitro ndvényregeneraciéra gyakorolt hasonlé hataséat. Ezek az
explantumok 3%-o0s szachardzt tartalmazd citokinin tartalma taptalajon hajtasokat regeneraltak, mig
12%-o0s szachardzt tartalmazo citokinin tartalmu indukcids taptalajon szomatikus embriok jelentek
meg (Bronner és mtsai., 1994). Kimutattak, hogy a megnovekedett szachar6z koncentracidénak
koszonhetden csokkent a citokinin felvétele és megndvekedett az endogén auxin/citokinin ardnya -
mindezek Osszefiiggésben alltak az embriogén valasszal (Charriére és mtsai., 1999). Az auxin
transzport gatlasa magas koncentraciéju szacharézt tartalmazo6 indukcios taptalajban gatolta a SE-t,
ugyanakkor a hajtas morfogenezist eldsegitette (Charriere és Hahne, 1998), mintegy utanozva az
alacsony exogén szachardz és magasabb endogén citokinin koncentraciok hatasat. Mas kisérleti

rendszerekben, a polaris auxin transzport gatlok alkalmazédsa gatolta a SE-t vagy morfogenikus
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rendellenességekhez vezetett (Schiavone és Cooke, 1987; Grzyb és mtsai., 2018), habar specialis
esetekben ezek alacsony koncentracidja a folyamat el6segitését is eredményezheti (Chen és Chang,
2004). A hajtasbol szarmazd auxin valamilyen modon megzavarja tehat a gyokérben a kiilsé
citokinin kezeléssel kivaltott indirekt regeneraciés folyamatokat.

Az auxin transzport gatloé 2,3,5-trijod-benzoesav (TIBA) SE-re gyakorolt hatdsa fligg a
genotipustol, az explantum tipusatél, a fejlédés stadiumatdl és az inhibitor dézisatol. Alkalmazésa
egy széles korben hasznalt megkozelités, amellyel a hajtas eredetii auxinnak a gyokér funkcidkra
gyakorolt hatasat vizsgaltak (példaul Reed és mtsai., 1998; Guo és mtsai., 2005). Rendszeriinkben
az ép gyokerek a kiilsé citokinin kezelésre differencialodassal valaszolnak (vastagabb, zoldebb
fogyokér; 17. dbra A), am az el6bbi megkozelitést alkalmazva, a gatloszert agardz cseppben az
epikotil-hipokotil talalkozasi pontjara helyezve azt tapasztaltuk, hogy a sebzés nélkili Arabidopsis
teljes novények gyokerébdl folyamatos citokinin kezelés hatasara hajtasregeneracio indukalddott.
Amennyiben a TIBA kezelt névényeket az atmeneti 4 napos citokinin indukciot kovetéen HM
lemezeken tenyésztettlik, a gyokerek felszinén regeneratumok fejlédtek ki, melyek megkozelitSleg
50%-a trichdma nélkili volt. Ezen TIBA kezelt névények gydkerében a LEC1, a LEC2 és a FUS3
embridgenezis marker gének expresszids szintje a gyokér explantumokhoz hasonlé mértékben
megemelkedett (18. &bra), igazolva, hogy a hajtaseredetii auxin gyokérbe iranyuld transzportjanak
gatlasa rendszerlinkben elegend6 a csirandvény gyokerében a regeneracios képesség kialakitasara és
hogy a keletkezett regeneratumok egy része SE eredménye. Intakt névények gydkerei ugyanakkor
TIBA kezelés nélkil nem mutattak regeneraciot sem HM lemezeken, sem citokinin folyamatos
megléte mellett.

Az indirekt hajtasregeneracio érdekes sajatsaga Arabidopsis-ban, hogy csupan véagott
gyokerekbdl hatékony, teljes novények esetén elmarad a regeneracio (Iwase és mtsai., 2015) (17.
abra A, B). Ugyanakkor az oldalgytkér primordium hajtasmerisztémava torténd direkt konverzidja
magas exogén citokinin koncentracié mellett megfigyelhetd teljes novények gyodkerénél is
(Chatfield és mtsai., 2013; Rosspopoff és mtsai., 2017). Tovabba, magas endogén citokinin
koncentracidval biré mutans vagy transzgénikus névények intenziv hajtasregeneraciét mutatnak in
vitro gyokér explantumokban, de teljes névények gyodkerében nem (Chaudhury és mtsai., 1993;
Kakimoto, 2001; Catterou és mtsai., 2002; Sun és mtsai., 2003). Mindez 6sszhangban allhat azzal,
hogy az atmeneti kalluszképz6dés els6é 1épései az indirekt regeneracid soran megegyeznek az
oldalgyokerek képzddésének kezdeti 1épéseivel (Atta és mtsai., 2009), amihez pedig sziikséges a

hajtascsticsbol a gyokér felé torténd auxin transzport megléte (Reed és mtsai., 1998).
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A stresszkezelések - beleértve a sebzest - szorosan Osszefuggnek az in vitro
ndvényregeneracio hatékony indukcidjaval (Zavattieri és mtsai., 2010; Iwase és mtsai., 2011a;
2011b; lkeuchi és mtsai., 2013; Fehér, 2015; Ilwase és mtsai., 2015; Sugimoto, 2015; Ikeuchi és
mtsai., 2016). A sebzésrdl kimutattak, hogy a WINDI transzkripcids faktor aktivalasan keresztiil
regeneraciora képes kallusz kialakulasahoz vezet Arabidopsis gyokerekbdl (Iwase és mtsai., 2011a;
2011b; 2015; lkeuchi és mtsai., 2016). A sebzés és a sebzés altal indukalt WIND1 TF, valamint a
regeneracioban fontos két fitohormon (auxin, citokinin) kapcsolatat vizsgalva megallapitottak
tobbek kozott, hogy az endogén auxin szint nem valtozott jelentGsen sebzett Arabidopsis
hipokotilokban (Iwase és mtsai., 2017) és a WINDI taltermelésnek sem volt megfigyelhetd hatasa a
bels6 auxin szintre (Ikeda és Ohme-Takagi, 2014; Iwase és mtsai., 2017). Ugyanakkor kimutattak,
hogy a WINDL1 tultermelés aktivalta a citokinin szintézist és valaszokat (Iwase és mtsai., 2017).

Nemrégiben bebizonyosodott, hogy a WIND1 ektdpias expresszidja fokozta a gyokér
explantumokbol torténd de novo hajtasregeneraciot. Ezenkiviil a WIND1 expresszidja megkerilheti
a sebzés és az auxin elbkezelés sziikségességét: a WINDI-et kifejezé intakt novények gyokerei
reagalhatnak a hajtas kialakulasat kivalto koriilményekre (Iwase és mtsai., 2015). A sebzésrél ezért
azt allitottak, hogy ,,elengedhetetlen a hajtasok gyokerekbol torténd regeneralodasdhoz Arabidopsis
thaliana szovettenyészetekben” (Iwase és mtsai., 2015).

A HM lemezre helyezett intakt ndévények gyokerében az endogén citokinin
szintézist/jelatvitelt szabalyoz6 WIND1 gén nem aktiv (18. bra; Iwase és mtsai., 2017), a gyokérbe
irdnyulo auxin transzport gatlasa viszont kivaltja a WIND1 kifejez6dését (18. dbra) HM kozegben,
ami feltehetéen az endogén citokinin szint/érzékenység szabalyozasan keresztiil regeneraciot tesz
lehet6vé atmeneti kiils6 citokinin kezelés hatasara. Kisérleteink arra is ravilagitottak, hogy a
WINDL1 transzkripcios faktor génjét a sebzés feltehetéen éppen az endogén auxin transzport, illetve
auxin szint megvaltoztatasaval indukalhatja.

Osszességében elmondhatjuk, hogy rendszeriinkben a hajtds, mint f6 auxin forras
eltavolitdsa vagott gyokerek esetén, valamint az auxin transzport gatlasa teljes névények esetén
WIND1 expresszio emelkedését idézte elé (18. abra), aminek eredményeképpen megnétt a
hajtas/kallusz/embrié regeneracié hatékonysadga (4. tdblazat). A sebzés gyokér explantumok
citokinin-indukalt hajtas/embri6 regeneracidjara gyakorolt hatasa utdnozhat6 a hajtasbol a gydkérbe
irdnyuld auxin transzport gatlasaval intakt névények gyokereiben. A hajtasbol szarmazd auxin
valamilyen mdédon megzavarja tehat a gyokérben a kiilsd citokinin kezeléssel kivaltott indirekt
regenerdciés folyamatokat, valamilyen mdédon csokkenti az intakt ndvények gyokerének

regeneracids képességét, illetve ezirdnyd citokinin valaszat. Mindezen megfigyelések segithetnek
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abban, hogy meghatarozzuk azokat a kondicidokat, melyek segitik a gydkerekbdl kiindulo

ndvenyregeneracio indukciojat mas fajok esetén is.
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OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran célunk volt egy olyan in vitro gyokér alapt regeneracids kisérleti rendszer
kidolgozasa, mely lehetové teszi az organogenezis és a SE kezdeti 1épéseinek tanulmanyozasat és
dsszehasonlitasat Arabidopsis thaliana névényen. Ebben a rendszerben a regenerécios folyamatok
vizsgalatdhoz teljes csirandvényt, illetve gyokér explantumokat hasznaltunk, melyeket szilard
taptalajon tenyésztettiink. Az oldalgyokér képzOdést auxinnal, a hajtasmerisztéma képz6dést pedig
citokininnel indukaltuk. Ha auxin indukciot kovetéen a gyokér explantumokat magas citokinin
tartalmd taptalajon tartottuk, hajtas organogenezis tortént. Ha azonban az auxin, majd citokinin
indukciot kovetéen egy megfeleld id6 intervallumban (4 nap) a gyokereket hormonmentes
tapkozegre helyeztilk, a gyokerek feliiletén kdzel 50-50%-ban embriogén, illetve organogén eredetii
regeneratumok is megjelentek. A SE folyamatat a trichdmak meglétének hianya az elsé leveleken
(SE morfoldgiai markere), illetve az embridgenezisben részt vevé gének (LECL, LEC2, FUS3)
megnovekedett expresszidja tdmasztotta ala. A SE tovabbi bizonyitékaként emlitend6, hogy a SE-
ben gatolt lecl homozigéta mutans gyokér explantumokat a vad tipusd névényekhez hasonl6an
kezelve/tenyésztve csupan hajtas organogenezist figyeltink meg.

Eredményeink alapjan feltételezzilk, hogy a kiilséleg alkalmazott citokinin megfeleld
id6ben torténd eltavolitasa egyfajta atkapcsolast indukal a hajtas organogenezis és a SE Utvonalak
kozott. Hipotézislink, hogy kezdetben hajtasregeneracio indukalodik, majd a citokinin eltavolitasat
kovetdben a hajtas primordium embridszeri struktarava transzdifferencialédik, &m mivel a
primordiumok fejléddése nem szinkronizalt, nem mindegyik esetében tud lezajlani az atalakulas.

Erdekes madon, ha gyokér explantumok helyett a teljes névényeket folyamatosan magas
citokinin tartalmu taptalajon (ARM IlIr) tartottuk, azok gyokerei megvastagodtak, z6ldiltek, de
esetiikben sem kalluszképzddést, sem hajtisképzédést nem tapasztaltunk. Atmeneti citokinin
indukcié utdn hormonmentes taptalajra helyezve a ndévényeket még vastagodas, kalluszosodas sem
tortént. Mivel a teljes csirandvények gyokerével szemben a gyokér explantumok nagyfoku
regeneraciés képességet mutattak, figyelmink a sebzés, valamint a hajtasbél gyokérbe iranyuld
auxin transzport regeneracios folyamatokra gyakorolt hatdsanak vizsgalatara terel6dott. Az epikotil-
hipokotil talalkozasi pontjara cseppentett auxin transzport inhibitor (TIBA, 5 uM) tartalm( agar6z
csepp segitségével hormonmentes lemezeken tenyésztett teljes névények gyokerén is indukalhatd
volt a regenerécio, a vagott gyokerekhez hasonloan a regeneratumok kozel fele embriogén eredetii

volt.

81



Az intakt ndvények gyokerével ellentétben, gydkér explantumokban a sebzés és a sebzés
altal indukalt WIND1 transzkripciés faktor kozponti szerepet jatszik a regeneracios potenciél
megnovekedésében (Iwase és mtsai., 2015). Kisérleti rendszeriinkben mind a hajtas - mint auxin
forras - eltavolitdsa, mind a hajtas-gyokér iranyl auxin transzport TIBA kezelés altali blokkolasa a
teljes  novények  gyokerében  megnovekedett ~ WIND1  expressziot és  fokozott
kallusz/hajtas/embridképz6dést eredményezett megfeleld induktiv koriilmények alatt. Az endogén,
hajtas - gyokeér iranyu auxin transzport gatlasa tehat imitalja a sebzés hatasat (hajtas eltavolitasa) a
gyokerekbdl torténd novényregeneralas soran. A hajtasbol szarmazé auxin pedig valamilyen médon
csokkenti az intakt névények gyokerének regeneracios képességét, illetve citokinin valaszat.

A kapott eredmények lehetové teszik a novényi regeneracios folyamatok hatterében huzodo
szabalyoz6 mechanizmusok pontosabb megértését, ami pedig elvezethet a ndvények vegetativ
szaporitasat lehet6vé tevl regenerdcios rendszerek hatékonysaganak ndveléséhez gazdasagi

szempontbdl jelentOs fajok esetében is.
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SUMMARY

Our aim was to establish an in vitro root-culture-based regeneration system to study the
initiation steps of organogenesis and somatic embryogenesis in Arabidopsis thaliana. Whole
seedlings or root explants were used in this system. To induce regeneration processes, low auxin
concentration followed by a strong temporal cytokinin treatment was used. In a possible scenario,
low auxin concentration induces the formation of lateral root primordia that starts to
transdifferentiate into shoot meristem in the presence of cytokinin. If the root explants were kept on
the medium containing cytokinin, organogenesis occurred. However, if the root explants were
transferred onto a hormone-free medium at a right time (after 4 days), approximately half of the
regenerated plantlets were formed through somatic embryogenesis.

The process of somatic embryogenesis was verified by the absence of trichomes on the first
leaves (which is a morphological marker of somatic embryogenesis) and the enhanced expression
level of three embryogenic marker genes (LEC1, LEC2, FUS3). Furthermore, culturing root
explants of the embryogenesis-pathway-defective lecl mutant under the same culture regime only
shoot organogenesis could be observed.

Based on our results, we hypothesize that timely removal of exogenously applied cytokinin
is a very important factor in determining the regeneration pathway. Our hypothesis is that shoot
regeneration is induced initially and after removal of cytokinin, the shoot primordia
transdifferentiate into embryonic-like structures, but since the development of the shoot primordia
is not synchronized, not all of them is competent for the transdifferentiation.

Interestingly, the above described regeneration system was inefficient when whole
seedlings were used instead of root explants. Roots of whole seedlings cultured on high cytokinin
medium thickened and became green but failed to regenerate calli and shoots. When the seedlings
were removed to hormone-free medium after four-days cytokinin induction, even the thickening
and greening of the root did not take place.

Root explants exhibit a high regeneration potential in contrast to the roots of whole
seedlings. Therefore our attention turned to the role of wounding and the auxin transport from the
shoot to the root on the regeneration processes. The potential role of shoot-derived auxin on the
regeneration potential of the root was tested using the auxin transport inhibitor TIBA. 5 uM TIBA
in a low gelling temperature agarose drop was applied to the shoot-to-root junction of seedlings.
TIBA application restored the regeneration potential of the seedling roots cultured on hormone-free

medium, and nearly half of the regenerated plantlets formed through somatic embryogenesis.
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Wounding and the wound-induced expression of the WINDL1 transcription factor are
considered to have a central role in the increased regeneration potential of root explants (Iwase et
al., 2015).

In our experimental system, both the removal of the shoot as an auxin source and the
blocking of auxin transport from the shoot to the root by TIBA treatment resulted in increased
WIND1 expression in the roots of whole seedlings in agreement with the increased competence for
callus/shoot/embryo formation under appropriate inductive conditions. Thus, the effect of wounding
on cytokinin-mediated shoot/embryo regeneration from roots could be mimicked by blocking the
endogenous auxin transport from the shoot apex. The auxin transport from the shoot somehow
reduces the regeneration ability and the cytokinin response of roots of intact plants.

The obtained results could help to better understand the regulatory background of plant
regeneration processes making possible to set up more effective regeneration systems even in the

case of economically relevant plant species.
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