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Bevezeto

Az elmalt évtizedekben szamos in vitro regenerécids rendszert dolgoztak ki a ndvények
vegetativ szaporitisara. 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,
kallusz kialakulasa nélkiil, egy vagy néhany sejtbol 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
névényi hormonok, elsésorban az auxin és a citokinin fontossdgat a novényi regeneracios
folyamatokban tobb tanulmanyban leirtdk. Az auxin elsésorban a gy6kér regeneraciojat, a citokinin
a hajtas regeneracidjat serkenti, kiegyenlitett egyittes hatasuk folyamatosan o0sztéd6
kallusztenyészetet eredményez.

A szomatikus embriogenezis elinditasaban a hormonok koziil a legjelentésebb az auxinok
szerepe. A citokininek hatasa a folyamatra valtoz6. A legtdbb 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 embridképz6dés folyamataban. A LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1), a LEAFY
COTYLEDON 2 (LEC2) és a FUSCA 3 (FUS3) transzkripciés faktorok egymassal
kolcsonhatasban szabalyozzak a mag érése mellett az embrié identitasat és az esetek egy részében a
SE folyamatat is.

A regeneracios folyamatok sebzés hatasara is indukaldédhatnak. A sebzés soran az egyik
els6ként aktivalodo transzkripcios faktor a WOUND-INDUCED DEDIFFERENTIATION 1
(WIND1). A sebzésrol és a sebzés altal indukalt WIND1-r6l kimutattak, hogy kozponti szerepiik
van a gyokeér explantumok megnovekedett regeneracios potencialjaban.

A ndvényi regenerdcidés folyamatok megértéséhez nagymértékben hozzajarultak és
hozzajarulhatnak azok a kutatdsok, melyeket a modell névény 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 altalanositdsa céljabol mas explantumok hasznalata (lehetdleg azok, amelyek a
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.

Ceélkituzések

Annak ellenére, hogy a SE-t széles korben alkalmazzak in vitro ndvényi szaporitashoz, ennek a
névény-specifikus tulajdonsagnak a bioldgiai hattere nem teljes mértékben ismert. Az Arabidopsis
kedvezd tulajdonsagainak kihasznalasara a SE vizsgalatiban ez ideaig korlatozott volt a lehetéség,
mivel nem allt rendelkezésre egy olyan hatékony sejt- illetve szovettenyésztési kisérleti rendszer,
ami ezt lehet6vé tette volna. Mindezek tlikrében munkank soran célunk volt egy olyan hatékony in
vitro gyokér alapu regeneracios kisérleti rendszer kidolgozasa, mely a jelenleg elterjedt zigotikus
embriok tenyésztésén alapuld rendszernél egyszeriibb, a zigotikus embrioknal differencialtabb

explantumot hasznal és megfelel6 mindségii, mennyiségli kisérleti anyagot szolgaltat.

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 Columbia (Col) Okotipust a SE/organogenezis kompetencia és
hatékonysag szempontjabol;
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.



Anyagok és modszerek

Arabidopsis thaliana nevelési kdrilményei

Kisérleteinkhez Arabidopsis thaliana (L.) vad tipust (Heynh Columbia 6kotipus, Col) és
heterozig6ta leafy cotyledon 1 (lecl) egyszeres mutans (AT1G21970) vonalakat hasznéltunk. A
névények magjait a Nottingham Arabidopsis Stock Centre bocsatotta rendelkezéstinkre.

A Col magokat elsé 1épésben sterilizaltuk, amihez 70%-o0s etanolt, majd 4%-os higitott
natrium-hipoklorit oldatot (4.5% aktiv klorin tartalmi Domestos) hasznaltunk. Ezutan steril vizzel
mostuk a magokat 6t alkalommal 1-1 percig. A sterilizalt magok csiraztatdsa 120x120x17 mm
méretii, négyzet alak( milanyag Petri-csészékben tortént, 1% szachardzt, 1% plant agart tartalmazo
B5 téptalajon (Gamborg B5 Medium Including Vitamins) (pH=5.7) steril korlilmények kozott. 90
magot helyeztiink minden csirdztaté lemezre. 21 °C hémérsékletii ndvénynevelé szobaban,
folyamatos megvilagitds mellett a lemezeket horizontalisan tartottuk 1 napig, majd fliggbleges
helyzetben tovabbi 6 napig. A fényintenzitas 50 umol m?s? volt.

A lecl homozigéta mutdns novények elballitasahoz steril korilmények kozott becSkbol
éretlen embridkat preparaltunk, melyeket késébb 1% szacharozt, 0.5% plant agart és felezett
koncentréacioju, B5 vitaminokat tartalmazé Murashige & Skoog (¥2MS) taptalajon (Murashige &
Skoog Medium Including B5 Vitamins) (pH=5.8) csiraztattuk. Szelekciot kovetben a lecl
fenotipust mutatd csirandvényeket a vad tipusnal alkalmazott koriilményekkel megegyezden

neveltiik.

In vitro gyokér alapl regeneracios rendszer

A Kkisérletek soran az egy hetes csirandvényeket 24 6ran at szilard 2 ml/l vitamix (555 mM
mio-inozitol, 14.8 mM tiamin-HCI, 2.4 mM piridoxin-HCI, 4.1 mM nikotinsav, 13.3 mM glicin, 0.2
mM biotin), 3% szachar6z, 0.8% plant agar, 2.7 uM naftilecetsav (NES) tartalmd, B5 vitaminok
nélkili MS taptalajon (Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture) (pH=5.8) tartottuk négyzet
alaku milanyag Petri-csészékben, fliggdleges helyzetben. A talzott gyokérszér novekedeés elkertilése
érdekében az indukciot 24 éra elteltével leéllitottuk és a csirandvényeket hormonmentes (HM)
taptalajra [MS Basal Salt Mixture, 2 ml/l vitamix, 3% szachar6z, 0.8% plant agar) (pH=5.8)]
helyeztiik 3 napra. A regeneracios folyamatok indukcidjahoz a névények egy részénél a hajtast

eltavolitottuk az epikotil-hipokotil taldlkozasi pontjanal, majd a gyokér explantumokat (16
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db/lemez) - illetve a késébbiekben kontrollként hasznalt vagatlan teljes csirandvényeket (16
db/lemez) - elészor magas auxin tartalmi ARM I (Arabidopsis regeneration media I; Marton és
Browse, 1991) [MS Basal Salt Mixture, 2 ml/l vitamix, 3% szacharéz, 0.8% plant agar, 17.1 uM
indol-3-ecetsav, 0.7 pM 24-diklorfenoxi-ecetsav, 2.7 pM 6-benziladenin, 1.5 pM N°-(2-
izopentenil)-adenin (2iP) (pH=5.8)], majd 3 nap elteltével magas citokinin tartalmd ARM IIr
taptalajra (Arabidopsis regeneration media Ilr; Marton és Browse, 1991) [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)] helyeztiik. 4 nap
citokinin indukcié 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 koncentréaciéja
2,3,5-trijod-benzoesav (TIBA) segitségével gatoltuk. A TIBA-t alacsony olvadaspontl agaréz
cseppben a hajtas és a gyokér talalkozasi pontjara helyeztiik az auxin indukcidval egyidGben.

Mintakat vettink az ARM IIr taptalajon 1-4 napja levé gyokér explantumokbdl, 5 napja
HM taptalajon és 9 napja ARM Ilr taptalajon levé citokinin indukalt TIBA kezelt, illetve kezeletlen
teljes csirandvények gyokerébdl, valamint a vagott gyokerekbodl. Kontrollnak a HM taptalajon 5
napja levd, kezeletlen teljes csirandvények gyokerét, abszolut kontrollnak a csiraztatd taptalajon
levd, egy hetes csirandvények gyokerét tekintettiik. A Kisérleteket 3 bioldgiai ismétlésben végeztiik

el, legalabb 3 parhuzamossal.

Alkalmazott mddszerek

e Sztereomikroszkdp hasznalata
o Pasztazo elektronmikroszkop hasznalata
e RNS tisztitas, cDNS szintézis

e Valos idejti kvantitativ polimeraz lancreakcio (RT-QPCR)



Eredmenyek

|. Kisérleti el6zmények

Arabidopsis gyokér alapl szovettenyészetekkel végzett munkék soran kordbban mar
megfigyelték a SE indukcidjat, vagy legalabbis embridszerii struktirak megjelenését. Marton és
Browse (1991) rendszerében az elézetesen folyadékkulturaban tenyésztett Col gyokerek felliletén
auxin indukciét (ARM 1 taptalaj) kovetden magas citokinin tartalmi (ARM |IIr) taptalajon a
gyokerek feliiletén embridszerti strukturak képzodtek. A rendszer adaptalasa soran azonban ettol
eltér6 reakciot tapasztaltunk: az auxin indukciét kovetéen ARMIIr taptalajra helyezett gyokereken
embrioképzédés helyett kezdetben intenziv gyokérfejlédés, majd zo6ld kallusz megjelenése volt
megfigyelhetd. Tovabbi 1 hét elteltével az explantumok felliletén regeneratumok jelentek meg,
melyek trichdmaval rendelkeztek. Miutan az organogenezis, illetve a SE morfol6giai markereként
gyakran hasznalatos az elsé levélszert struktarakon a trichdmak meglétének (valodi levél, hajtas
organogenezis), illetve hianyanak (kotiledon, SE) vizsgalata, feltételeztik, hogy a képz6dott
regenerdtumok indirekt hajtas organogenezisb6l szarmaztak. Kezdetben folyadékkult(rat
hasznaltunk a gyokértenyészetek létrehozéasara, azonban miutan folyadékkultirdban a gyokerek
kora eltér6 és ez a rendszer hatékonysagat, kiszamithatdsagat is negativ mddon befolyasolta,
tovabba mivel ezekben a kultdrdkban fokozottan fennall a kiilonboz6 fert6zések kialakulasanak

esélye, a tovabbiakban szilard taptalajok hasznalatara tértink at.

Il. A citokinin megfelelo idében torténé eltavolitasa két

regeneracios utvonal megjelenését indukalja

Sztereomikroszkoppal végzett morfologiai vizsgalatok

Miutan egyes esetekben az exogén auxint a tapkozegbdl el kell tavolitani ahhoz, hogy a SE
meginduljon, megnéztiik, hogy mi torténik akkor, ha az auxin, majd citokinin indukciot kovetGen a
gyokér explantumokat HM tapkozegre helyezziik. Azt is megvizsgaltuk, hogy van-e szerepe az
id6zitésnek, azaz annak, hogy mikor torténik meg az explantumok atrakasa citokinin tartalmi ARM

IIr taptalajrol HM téptalajra. Vizsgalataink alapjan a leghatékonyabbnak a 4 napos citokinin
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indukcid bizonyult. A 4 napos citokinin indukci6 utdn HM lemezen a kalluszképzddés korlatozodott
és a gyokerek felliletén zold, globularis struktirak jelentek meg. Tovabbi 6 nap elteltével ezek
némelyike szomatikus embrioszeri struktirava fejlédott. Tovabbi 2 hét elteltével a gyokér
explantumok feluletén regeneratumok alakultak Kki. A regenerdlodott novények kozel fele
feltételezhetben embriogén eredetii volt, amit jelzett a trichdmak hidnya a sziklevelek felszinén.
Ugyanebben a rendszerben, ha a gyokér explantumokat folyamatosan magas citokinin tartalmud
ARM lIr taptalajon tartottuk, kezdetben intenziv kalluszképz6dés volt megfigyelheté. Tovabbi 2 hét
elteltével trichomakkal rendelkez6 hajtasok jelentek meg az explantumok felszinén, utalva azok

hajtas organogenezis eredetére.

Génkifejezédési vizsgalatok

Annak bizonyitasara, hogy az el6zetesen auxin és citokinin indukalt, HM lemezen levé
gyokér explantumok feliiletén képz6dé trichdma nélkili regenerdtumok SE eredményeképpen
jottek létre, megnéztiik, hogyan valtozik az embridgenezis marker gének koziil a LEC1, a LEC2 és a
FUS3 relativ expresszios szintje. Azt tapasztaltuk, hogy a kontrollhoz képest mindharom vizsgalt
gén expresszioja megemelkedett. Azonban, ha a gyokér explantumokat folyamatosan magas
citokinin tartalm( taptalajon tartottuk, a vizsgalt embriogén gének kozll egyiknek sem névekedett
az expresszios szintje, mely arra utal, hogy ebben az esetben nem SE, hanem hajtas organogenezis
tortént. Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a citokinin indukcio6 elsé 4 napjaban hogyan valtozik az
organogenezisben részt vevé gének kozil a CUP-SHAPED COTYLEDON 1 (CUC1), CUP-
SHAPED COTYLEDON 2 (CUC2), ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 1 (ESR1),
ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 2 (ESR2), illetve az embridgenezisben részt vevo
LEC1, LEC2 és FUS3 expresszios szintje. Azt tapasztaltuk, hogy mig a hajtds organogenezisben
szerepet jatszO gének expresszids szintje emelkedett, addig az embridgenezisben szerepet jatszo

gének csokkent expresszids szintet mutattak.

lecl mutans vizsgalata

Kivancsiak voltunk arra is, hogy mi torténik abban az esetben, ha lecl mutans csirandvény
gyokereit tenyésztjik a fent bemutatott Kkisérleti rendszerben. Lecl gyodkér explantumokat
folyamatosan citokinin tartalm( taptalajon tartva a vad tipushoz hasonld valaszt kaptunk, azaz
zoldulést, kalluszképz6dést, vastagodast, majd késébb organogenezis eredetli hajtasok

megjelenését. Amennyiben a citokinin indukciét koveté 4. napon HM téptalajra helyeztik a lecl
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gyokér explantumokat, a kallusz képzédése korlatozodott és a potencidlisan morfogén I6kuszok
szama a vad tipushoz képest kozel 50%-kal kevesebb volt. Mindemellett lecl gyokerekbdl csupan

trichdmaval rendelkez6 regeneratumok képzddtek HM téptalajon.

1. A hajtaseredetii auxin hatasa a gyoker regeneracios

folyamataira

Sztereomikroszkoppal végzett morfoldgiai vizsgalatok

Erdekes modon, ha Kisérleti rendszeriinkben teljes csirandvényeket hasznaltunk gyokér
explantumok helyett, elmaradt a regeneratum-képzidés. Ha a teljes novényeket folyamatosan
magas citokinin tartalmu taptalajon (ARM IlIr) tartottuk, azok gyokerei megvastagodtak, zéldiltek,
de sem kalluszképzOdést, sem hajtasképz6dést nem tapasztaltunk. Ha ezeket a névényeket HM
taptalajra helyeztiik a citokinin kezelést kovet 4. napon, a vastagodas és a zoldllés is elmaradt.
Megfigyeléseink alapjan feltételeztilk, hogy a a hajtasbol a gyokérbe transzportalédd auxinnak
hatasa lehet az embridképzédés, illetve a hajtas organogenezis indukcidjara. A hajtaseredetii auxin
regenerdcids potencialra gyakorolt lehetséges hatasanak vizsgalatdra auxin transzport inhibitort,
TIBA-t hasznaltunk. A gatldszert alacsony olvadaspontd agardz cseppben, 5 UM koncentracioban
helyeztiik az epikotil-hipokotil talalkozasi pontjara. TIBA kezelés hatdsara helyreallt a regeneracids
potencial. A gyokér explantumokhoz hasonléan a TIBA kezelt csiranévények gyokerei csupan
trichomaval rendelkez6 hajtasokat regeneraltak magas citokinin tartalmi ARM IlIr lemezeken.
Amennyiben a TIBA kezelt novényeket az atmeneti 4 napos citokinin indukciot kovetben HM
lemezeken tenyésztettilk, a gyokerek felszinén kifejlédott regeneratumok megkozelitdleg 50%-a

trichdma nélkuli volt.

Génkifejezédési vizsgalatok

Ezutdn megnéztilk, hogy TIBA kezelés hatdsara hogyan alakul az embridgenezisben részt
vevO gének koziil a LECL, a LEC2 és a FUS3 expresszids szintje a gyokér explantumokhoz képest.
Ezen marker gének expresszids szintje a vagott gyokér explantumokhoz hasonlé mértékben
megemelkedett, igazolva, hogy a hajtaseredetii auxin gyokérbe iranyuld transzportjanak gatlasa
elegend6é a csirandvény gyokerében a regeneracios képesség kialakitasara és hogy a keletkezett

regenerdtumok egy része SE eredményeképpen jott létre. Ez utdbbit az is jelezte, hogy a
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regeneratumok kozel 50%-anak az els6 levelei nem rendelkeztek trichdmakkal. A sebzésrél és a
sebzés altal indukalt WIND1 transzkripcios faktorrdl kimutattdk, hogy kozponti szerepik van a
gyokér explantumok (vagott gyokerek) regenerdcids potencialjaban. Az intakt csiranévények
vagatlan gyokerei, ahogy azt a fentebbiekben mi is bemutattuk, nem regeneralnak hajtast auxin és
citokinin indukciot kovetéen. A WIND1 TF taltermelése a csirandvények gyodkerében is lehetévé
teszi a regenerécios folyamatok elindulésat, hasonlan a vagott gydkerekhez. Ezért megvizsgaltuk,
miként valtozik a WIND1 expresszids szintje TIBA kezelés nélkili teljes ndvények gyokereiben,
gyokér explantumokban, illetve TIBA kezelt teljes névények gyokereiben. A sebzéshez hasonl6an
(gyokér explantumok), a TIBA kezelés altal gatolt auxin transzportnak kdszonhetéen is magasabb
WIND1 expresszios szintet figyeltink meg teljes névények gyokerében - a TIBA kezelés
eredményeként megndvekedett regeneracios potencidlnak megfeleléen. Megfigyeléseink arra
engednek kdvetkeztetni, hogy mind a hajtas, mint auxin forras eltavolitasa, mind a hajtas-gyokér
iranyu auxin transzport TIBA altali blokkolasa megndvekedett WIND1 expressziot és fokozott

kallusz/hajtas/embridképzidést eredményez megfeleld induktiv koriilmények mellett a gyokérben.

lecl mutans vizsgalata

A TIBA kezelt lecl csirandvények gyokerei citokinin indukcios ARM IIr lemezeken,
valamint az atmeneti 4 napos citokinin indukcidt kovetben HM lemezeken is csupan trichomaval
rendelkez6 novényeket regeneraltak, TIBA kezelés nélkil pedig a vad tipushoz hasonléan elmaradt
a regeneracio. A lecl mutanssal kapott eredmények megerdsitették, hogy a hajtas eltavolitasa
(“sebzés”) és a lokalis TIBA kezelés, vagyis a hajtas-gyoker auxin transzport megakadalyozésa
hasonl6 médon javitja a gyokér regeneracios képessegét, fliggetlendl attol, hogy a regeneracié SE-t

vagy hajtas organogenezist jelent.



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
vizsgalatahoz teljes csiranovényt, illetve gyokér explantumokat hasznaltunk, melyeket szilard
taptalajon tenyésztettiink. Az oldalgyokér képzodést auxinnal, a hajtasmerisztéma képzodést pedig
citokininnel indukaltuk. Ha auxin indukciot kovetéen a gyokér explantumokat magas citokinin
tartalmG taptalajon tartottuk, hajtas organogenezis tortént. Ha azonban az auxin, majd citokinin
indukciot kovetéen egy megfeleld id6 intervallumban (4 nap) a gyokereket HM tapkdzegre
helyeztik, a gyokerek fellletén kozel 50-50%-ban embriogén, illetve organogén eredetii
regeneratumok is megjelentek. A SE folyamatat a trichdmak meglétének hianya az elsé leveleken
(SE morfol6giai markere), illetve az embriogenezisben részt vevé gének (LECL, LEC2, FUS3)
megndvekedett expresszidja tamasztotta ala. A SE tovabbi bizonyitékaként emlitendd, hogy a SE-
ben gatolt lecl homozigéta mutans gyokér explantumokat a vad tipustd noévényekhez hasonl6an
kezelve/tenyésztve csupan hajtas organogenezist figyeltiink meg.

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a kiils6leg alkalmazott citokinin megfeleld
id6ben torténd eltavolitasa egyfajta tkapcsolast indukal a hajtds organogenezis és a SE Utvonalak
kozott. Hipotézislink, hogy kezdetben hajtasregeneracié indukalodik, majd a citokinin eltavolitasat
kovetéen a hajtas primordium embridszeri struktarava transzdifferencialodik, am 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 tartalmd taptalajon (ARM IlIr) tartottuk, azok gyokerei megvastagodtak, zoldiltek, de
esetiikben sem kalluszképzOdést, sem hajtasképz6dést nem tapasztaltunk. Atmeneti citokinin
indukcié utdn HM taptalajra helyezve a ndvényeket még vastagodas, kalluszosodas sem tortént.
Mivel a teljes csirandvények gyokerével szemben a gyokér explantumok nagyfokd regeneracids
képességet mutattak, figyelmiink a sebzés, valamint a hajtasbol gyokérbe iranyuld auxin transzport
regenerécios folyamatokra gyakorolt hatdsénak vizsgalatara terelédott. Az epikotil-hipokotil
talalkozasi pontjara cseppentett auxin transzport inhibitor (TIBA, 5 uM) tartalmi agaréz csepp
segitségével HM lemezeken tenyésztett teljes ndvények gyodkerén is indukalhatd volt a regeneracio,
a vagott gyokerekhez hasonldan a regeneratumok kozel fele embriogén eredetii volt.

Az intakt ndvények gyokerével ellentétben, gydkér explantumokban a sebzés és a sebzés

altal indukalt WIND1 transzkripcids faktor kozponti szerepet jatszik a regeneracids potencial
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megnovekedésében. Kisérleti rendszeriinkben mind a hajtas - mint auxin forrés - eltavolitasa, mind
a hajtas-gyokér irdnya auxin transzport TIBA kezelés altali blokkoldsa a teljes novények
gyokerében megndvekedett WIND1 expressziot és fokozott kallusz/hajtas/embridképz6dést
eredményezett megfelelé induktiv koriilmények alatt. Az endogén, hajtas-gyokér irdnyd auxin
transzport gatlasa tehat imitalja a sebzés hatasat (hajtas eltavolitasa) a gyokerekbol torténd
ndvényregeneralas soran. A hajtasbol szarmazo6 auxin pedig valamilyen médon csokkenti az intakt

névények gyokerének regeneracios képességét, illetve citokinin vélaszat.
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