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OSSZEFOGLALAS

A transzgénikus sziirkenydr (Populus % canescens) klonokba
(6lgl, 11ggs) épitett gshl-transzgén (E.coli), valamint az identikus
(endogén) nyar gshl gén relativ expresszios szintjét hatdaroztuk
meg qRT-PCR analizissel (kvantitativ transzkriptaz
polimeraz  lancreakcioval)  demetilacios — hatasu ~ DHAC
(5,6-dihidro-5"-azacitidin hidroklorid) kezelés indukciojaval, a
konstitutivan

rerverz

a-tubulin  gén  expressziojanak
kontrolljaban. A kiértékelésben 2~ médszert alkalmaztuk. A 6lgl

klonban a gshl transzgén expresszioja extrém magas értéket

expresszalodo

mutatott (13,5-szeres) a 11ggs (1,0) klonhoz képest, amely érték
tovibb novekedett a DHAC demetilaciés indukcidjaval (107 M,
7 napi kezelés) 6lgl kionban (180%,). Ez a magas expresszios érték
egy  60%-kal alacsonyabb  kdpiaszamu  transzgén-beépiilés
(1,0-6lgl) ellenére érvényesiilt (1,6-11ggs). A DHAC-indukcio a
nydr endogén gshl-génexpresszios szintjére szignifikansan
hatékonyabb volt a nem-transzformalt (X) klonban (19,7-szeres),
klonokban (61gl-8,7-szeres;

mint a transzformans

11ggs-2,5-szeres).
Kulcsszavak: gPCR, DHAC, transzgénikus nyar
SUMMARY

Relative  gene expression levels of gshl

(y-glutamylcysteine synthetase cloned from E. coli) were analyzed

transgene

by qRT-PCR in two transgenic poplar (Populus x canescens)
clones (11ggs and 6lgl) and wild type (WT). An extremely high
expression level of transgene gshl was observed in the 6lgl clone
(13.5-fold) compared to 11ggs (1.0) samples, which level was
doubled (1.8-fold) in the DHAC (5.6-dihydro-5'-azacytidine
hydrochloride) treated (at 107 M for 7 days) 6lgl samples but not
in the 11ggs clone (0.4-fold). Contrary to this result, relative copy
number of transgene gshl in the 6lgl clone was found to be less
60% less (1.0) then in the 11ggs samples (1.6). Relative expression
levels of proper poplar gene gshl-poplar showed significantly
higher responsiveness to DHAC treatment than transgene gshl
with the highest expression level in the untransformed (WT) poplar
clone (19.7-fold) compared to transformed 6lgl (8.7-fold) and
11ggs (2.5-fold) clones. For internal controls constitutively
expressed housekeeping genes a-tubulin were applied. For data
analysis, the 27" method was used. DHAC applied in long-term
cultures (27 days) at low concentrations (10° — 10° M) showed
morphogenetic activity by initiating de novo root development of
leaf discs.
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BEVEZETES

A legstabilabb génkonstrukciok is ki vannak téve
a gén-csendesités (gene silencing) hatasanak, amely

elsdsorban a DNS metilaciojan keresztiil megy végbe
a DNS metiltranszferaz (CMT) katalizisében (Wolfe
és Matzke, 1999). A DNS citozin nukleotidjanak
metilacidja 5-metilcitozinna (5-mC) a ndvények
természetes molekularis védelmi mechanizmusa
(Linn et al.,, 1990). A CMT-inhibitor kezelésnek
kitett novényekben a metilacios szint csokkenésérol,
1j metilaciés mintazat, valamint elhallgattatott gének
reaktivacioja megy végbe. Vizsgalatainkban ezért a
transz/gén reaktivacioban hatékonynak bizonyult,
DNS  metiltranszferaz (CMT) enzim gatlasan
keresztiil hat6 DHAC (5,6-dihidro-5'-azacitidin
hidroklorid) (Sheikhnejad et al., 1999) indukciot
alkalmaztuk a 1lggs és 6lgl gshl-transzgémikus
nyarfaklonokban, valamint a nem-transzformans
klénban. A gshl gén (és a kapcsolodd gének)
aktivitdisanak ~ mérésére  reverz  transzkripcios
kvantitativ. PCR-t (qRT-PCR) alkalmaztunk. A
DHAC-indukalt gsh1 gén reaktivacio végso célja egy
alternativ molekularis lehetéség kidolgozasa volt a
transzgénikus gskl nyarfaklonok kivaltasara.

A glutation (GSH) elsé leirdsa a ndvényi
sejtekbol De Rey-Pailhade (1888a, b) kisérleteihez
kotédik. Elesztében és mas sejtekben azonositott egy
vegyiiletet, amely spontan reakcidoba Iépett elemi

kénnel hidrogén-szulfidot létrehozva. Az Uj
vegyiiletet philotion-nak nevezte el. 1921-ben

Hopkins arra a kdvetkeztetésre jutott (tévesen), hogy
ez a vegyiilet egy dipeptid, amely ciszteinbdl és
glutaminsavbol 4ll, és valoszinlileg y-glutamil-
ciszteinr6l van sz6 (Hopkins és Dickinson, 1922).
Egy késoébbi vizsgalata soran 1929-ben mutatta ki az
0 vegyiiletben a glicint (Hopkins, 1929), majd
1930-ban irta le a ma ismert szerkezetét, és vezette
be a glutation elnevezést, amely az eredeti filotion és
a peptideket jelzd pepton végzddésre vezetett vissza
(Simoni et al., 2002). Ma mar ismert, hogy a GSH a
legfontosabb és a legnagyobb mennyiségben
eléfordulo tioltartalmu antioxidans vegyiilet ndvényi
szovetekben (Bittsanszky, 2006; Gullner et al., 2001;
Gullner és Kémives, 1998).

A glutationnak ez a tulajdonsaga hivta életre az

antioxidansokat kédolo génekkel torténd
transzformacios kutatdsokat, amely a hossz
élettartami  fas ndvényeknél kiillondsen nagy

jelentéségii. A glutation anyageserében torténd stabil
genetikai modositasokhoz az INRA 717-1-B4 jelt
Populus xcanescens klonok kertiltek felhasznalasra a
sziirkenyar fitoextrakcidés kapacitasa, valamint a
sziitkenyar elényds Agrobacterium tumefaciens-el
szembeni fogékonysaga miatt. A transzformaciok
célja minden esetben a redukalt glutation tartalom
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novelése volt (Leple et al.,, 1992; Rennenberg és
Peuke, 2005).

A 1lggs és a 6lgl klon eléallitasa. A sziirkenyar
klénokat az Escherichia coli baktériumbol szarmazo
y-glutamil-cisztein szintdz (y-ECS) enzimet kodolo
génnel (gshl) transzformaltak (Leple et al., 1992). Az
enzim a glutation tripeptid bioszintézisének egyik
fontos 1épését, a glutaminsav és cisztein amindsavak
peptid-kotés reakcidjat katalizalja, amely 1épéssel a
v-glutamilcisztein (y-EC) dipeptid, a glutation
prekurzora jon létre.

A gshl gén cDNSe klontarbol allt rendelkezésre
(Watanabe et al., 1986). A gén eredeti start-kodonjat
(TTG) elébb az eukaridtakra jellemzé ATG
szekvenciara ~modositottdk. Magat a  kodold
szekvenciat (1,7 kb) tartalmazod HindIlll/Smal
fragmentumot a pLBR19 plazmidba klonoztak, a
promoter a karfiol mozaik virus (CaMV) konstitutiv
35S promotere volt, dupla feler6sitd (enhancer)
szekvenciaval (p70) és a CaMV  poli-A
szekvenciajaval. Ezt a CaMV-35S promoter — gshl —
poli-A gén-kazettat a pBIN19 (Bevan, 1984) binaris
vektorba klonoztak egy Sst/ / Xbal inszertben. Az igy
megkonstrualt vektort épitették be az Agrobacterium
tumefaciens C58 pMP90 torzsébe (Koncz és Schell,
1986), amellyel a végso transzformaciot végezték
(P. Xcanescens) (Leple et al., 1992).

Kétféle gshi-génnel transzformalt klontipust
allitottak el6. A 1lggs klonban a transzgén
fehérjeterméke a citoszolban expresszalodik (Arisi
et al., 1997), a 6lgl klonban a CaMV-35S promoter
és a gshl gén kozé beépitett borsé RUBISCO gén kis
alegységének tranzit peptid génje (borsd rbcS)
kovetkeztében a gshl gén terméke beszallitodik a
kloroplasztiszba (Noctor et al, 1998a). A
transzgénikus  klonokban a  GSH  tartalom
2-4-szeresen magasabbnak bizonyult, mint a kontroll
klénokban.

Ot transzformans klénban sikeriilt az enzimet
taltermeltetni (ggs tipusok), amelyekben a bakterialis
v-ECS a citoszolban termel6dott. Az 6t vonalbol
négyben mutatott a transzgén jelentds expressziot. A
levélkivonatokban a bakteridlis fehérje mennyisége
Osszefiiggésben volt a transzgén expresszidjaval. A
transzformans vonalakban a GS (glutation szintdz) és
GR (glutation reduktaz) aktivitdis nem mutatott
valtozast a kontroll vonalakhoz képest, viszont
2-4-szer nagyobb GSH tartalom volt mérheté a
levelekben. A GSH tartalom novekedése egyiitt jart a
redukalt glutation (GSSG) novekedésével. A y-EC
tartalom is 5-15-szeres mértékben ndtt. A szabad

aminosavak mennyiségének meghatdrozasa azt
mutatta, hogy a levelek glutaminsav- és
glicintartalma  nincs  befolyassal a  y-ECS

tultermeltetésére (Arisi et al., 1997; Noctor et al.,
1998b).

Késobbi munkakban a bakterialis y-ECS enzimet
a kloroplasztiszban termeltették tul (/g/ klonok). Hét
fliggetlen stabil vonalat allitottak elé a tobbezer
transzformacios kisérletb6l, amelyekbdl ot klon
kiilondsen nagy y-ECS aktivitdst mutatott, amely

korrelalt a western hibridizacidban kapott sav
intenzitasokkal. Kloroplasztisz izolalas utan végzett
mérések  megerdsitették, hogy a  transzgén
fehérjeterméke az /gl klénokban a kloroplasztiszban,
a ggs klonokban pedig a citoszolban jelenik meg. Az
lgl klonokban 4-5-sz6r magasabb enzimaktivitas volt
tapasztalhatd, ami a GR enzimhez hasonléan a
kloroplasztiszban valo stabilabb allapottal
magyarazhat6. Hasonléan a ggs klénokhoz az g/
konstrukciokban is erésen nétt a tiol tartalom. A
v-EC a levelekben még a ggs klonokénal is nagyobb
mennyiségben volt jelen (a kontrollhoz képest
50-szeres mennyiségben). Ezek a transzgénikus
névények  bizonyitottak, hogy a  v-ECS
taltermeltetésével a novényekben megemelhetd a
GSH tartalom a névény novekedésének karosodésa
nélkil (Noctor et al., 1998b).

Korabbi  konstrukciok. A kisérletek kezdeti
szakaszaban az E. coli baktérium GR enzim gor
génjét épitették be, igy a transzformans novények
leveleiben a kivonhaté GR aktivitdsa 2-10-szer
nagyobb értéket mutatott a kontrollhoz képest, de
ezerszeresére is novekedett, amikor a tranzit-peptid
konstrukciot a kloroplasztiszba jutattak. A GR az
oxidalt glutation diszulfid kotésének redukciojat
katalizalja. A kiilonbség azzal volt magyarazhato,
hogy a  bakteridlis enzim  stabilabb a
kloroplasztiszban,  mint a  citoszolban. A
kloroplasztiszba juttatott glutation reduktdz enzim
nagyobb glutationtartalmat eredményezett, ami a
citoszolban torténd  kifejeztetésnél nem  volt
tapasztalhatd. Azonban, ezek a transzgénikus
novények kevésbé bizonyultak érzékenynek a
paraquattal eldidézett oxidativ stresszben (Foyer
et al., 1995).

Egy késobbi munka soran a glutation bioszintézis
utolsé lépését katalizalé GS enzim gsh2 génjével
transzformaltak a nyarfa klonokat. A
transzformansokban az enzim a citoszolban
halmozoédott fol. A kivonhaté GS aktivitds egyes
klonokban 300-szorosara ndvekedett a kontrollhoz
képest. Az oriasi aktivitasnovekedés ellenére a tiol
tartalom a levelekben nem valtozott. A transzformans
levelekbdl vagott korongok akkor halmoztak fel tobb
glutationt, ha az exogén y-EC-t adagoltak hozzajuk
(Strohm et al., 1995). A GS enzimet a kloroplasztban
is taltermeltették. Ezekben a ndévényekben a
kivonhatdé GS aktivitdsa akar 500-szorosara is
megnbtt, viszont a GSH mennyiség ecbben a
konstrukcidban sem valtozott szignifikansan (Noctor
etal., 1998a, b).

ANYAG ES MODSZER

Novényanyag. A Populus % canescens hibridek két
gshl-transzformans klonjat a 11ggs (Arisi et al.,
1997) és a 6lgl (Noctor et al., 1998a) klonokat,
valamint a nem transzformans (WT) kontroll klont
(I. dbra) alkalmaztuk. A klonokat in vitro
hajtastenyészetben tartottuk fenn WPM (Woody
Plant Medium) taptalajon (Lloyd és McCown, 1980).
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1 abra: A gshl transzgén relativ expressziondvekedése a
DHAC-kezelt (10 M, 7 nap) transzgénikus sziirkenyar
klénokban (11ggs, 6lgl) (SDsos,)
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Figure 1: Increase of the relative gene expression levels of
gshl-transgene in the DHAC-treated samples of poplar (Populus
canescens) clones (Standard Deviations were less than 5% of the
mean value in each case)

Relative Gene Expresssion(1), Untreated(2), DHAC-treated(3)

DHAC-kezelés. A steril ndvények leveleibdl
9 mm  atmér6ji  levélkorongokat  vagtunk
(Bittsanszky, 2006; Gyulai et al., 2005), majd
DHAC-t  (5,6-dihidro-5'-azacitidin ~ hidroklorid)
tartalmazé (10* M) taptalajra helyeztiik (Gyulai
et al., 1995, 2005; Gullner et al., 2005), és inkubaltuk
7 napig, 16/8 vilagos/sotét (40 pEm’s™') megvilagitas
mellett (Bittsanszky et al., 2005b).

RNS izolalas. Total RNS-t 0,05 g tomegi
levélkorongokbol izolaltunk (Gyulai et al., 2005;
Bittsanszky et al., 2005a, 2006). Az RNS izolalast

Stratagene, USA — Biomedica, Hungary) végeztiik. A
kivont RNS mintdk mindségét és mennyiségét
(2 ul RNS) NanoDrop ND-1000 UV-Vis
spektrofotométer (NanoDrop Technologies,
Montchanin, DE, USA - BioScience, Budapest,
Hungary) segitségével allapitottuk meg.

c¢DNS szintézis. Az egyszali cDNS-t a mRNS
templaton reverz transzkripcidban oligo(dT)18
primer alkalmazasaval végeztik (Fermentas -—
Biocenter (Szeged, Hungary; # K1622) a gyarto
eljarasat kovetve

qPCR elemzés. A transzgén-gshl (E.coli), nyar-
gshl (Populus xcanescens) gének expresszios szintjét
qPCR elemzéséhez DyNAmo HS SybrGreen I qPCR
Kit-et (F-410L, Finnzymes, Finnorszdg — Izinta,
Hungary) alkalmaztunk. A reverz transzkripcié (RT)
a kvantitativ polimeraz lancreakcioval (qPCR)
kombinalva a legérzékenyebb moédszere mind az
abszolut, mind a  relativ génexpresszio
kvantifikalasanak (Bittsanszky et al., 2006). A
SybrGreen fluoreszcens festék a kétszala DNS

(dsDNA) kis éarkaba interkalalodik, ezzel téve
lehetévé a PCR termék ciklusonkénti
amplifikacigjanak nyomon kovetését. A cDNS

(2,5 pl) mintak génexpresszios analiziséhez gén
specifikus  primereket terveztink a ,,Primer3”
szamitogépes program segitségével (/. tablazaf). A
reakciokat MX3000P qPCR (Stratagene, USA —
Biomedica, Hungary) késziiléken végeztik, a
termékek felszaporodasanak és disszociacioja
(olvadaspont vizsgalat) elemzésével. A reakciok
kvantifikalasdhoz a cDNS mintabol tizszeres higitasi
sorozatot (1, 107, 107 107) készitettiink, és NTC-t
(nem DNS templat kontroll) alkalmaztunk. Bels6
kontrollnak a konstitutivan expresszalddd a-tubulin
gént alkalmaztuk.

Absolutely RNA Miniprep Kit-tel (# 400800,
1. tablazat
Az alkalmazott primer parok szekvencia adatai
Gén(1) Primer parok PCR termék Tm
(5-3)() (dbp)(3) O™
Nyar-gshl(5) 5’-AGTTCCGAGGCTGACATGAT -3’ 160 60
5’-CAGCACGGTTGTTGTCAGTA-3’ 60
Transzgén-gshi(6) 5’-AGGTCAGGACATCGAACTGG -3’ 272 60
5’-GATGCACCAAACAGATAAGG -3’ 60
a-tubulin(7) 5’-TAACCGCCTTGTTTCTCAGG-3’ 112 60
5’-CCTGGGGTATGGAACCAAGT-3’ 60
Table 1: Sequence data of primer pairs applied
Gene(1), Primer pairs(2), PCR product(3), Tm(°C)(4), gsh1-poplar(5), gshl transgene(6), o-tubulin(7)
Kiértékelés. A relativ kvantifikalas (atl.  ACty,) hataroztuk meg. AACt értékek
adatelemzéséhez a 2" modszert (Livak ¢és meghatdrozasa sordn a kezelt mintak (4tl. ACtqenkezelr)

Schmittgen, 2001) alkalmaztuk. A Ct kiiszobértéket
(threshold cycle) manudlisan hataroztuk meg.
Minden cDNS reakcié ACt értékeit a (Ctoyargor —
Ctu—tubulin; Clranszgén-gshl - Cta-tubulin) képletek alapjén
normalizaltuk, majd a ACt értékek atlagait

értékeit a kezeletlen kontrollhoz (atl. ACten kezeleticn)
hasonlitottuk a  kovetkezd  képlet alapjéan:
(étl ACtgén_kmh — atl. ACtgén_kezeleﬂen). Az adatok
abszolit értékké torténd alakitisa 22" képlettel
tortént (Livak és Schmittgen, 2001).
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EREDMENYEK ES MEGVITATAS

ORT-PCR eredmények. A demetilacié hatasara
nem csak a gshl-transzgén, hanem a glutation
metabolizmusban résztvevd nyarfa sajat (endogén),
stressz-induktiv ~ promoterekkel  hajtott, nem
konstitutivan expresszalodo gshl gén
expressziondvekedése is megemelkedett (2., 3. dbra).
Ebben a folyamatban kozponti szerepet jatszott a
megndvekedett gshl-transzgén aktivitds, amely
tultermelte a glutationt (Gullner és Kdémives, 1998;
Koémives et al., 1998; Gullner et al., 2001).

A transzgén-gshl relativ expresszids szintje a 6/g/
klonokban 13,5-szor nagyobb volt, mint a 11ggs
klénbank (1,0) expresszios szintjénél a kezeletlen
novényekben (2. dbra). Ez a kiilonbség a demetilaciod
hatasara megkétszerezodott a 6lg/ klonban (23,7),
mig a 1lggs klonban csokkent (0,4). Ez a magas
expresszios  érték  egy  60%-kal alacsonyabb
koépiaszamu transzgén-beépiilés (1,0-6/gl) ellenére
érvényesiilt (1,6-11ggs) (2. tabldzat).

2. abra: A nyér-gshl gén relativ expresszié ndvekedése a
DHAC-kezelt (10 M, 7 nap) transzgénikus (11ggs, 6Igl) és a
nem transzformalt (WT) sziirkenyar klénokban (SDsq,)

O11ggs O 6lgl OwT
. 25-
= 197
! vV
o % 13,9
i 157 =
Z 10y
s b
S 7 g LGro 20
0 | e

nem-kezelt(2) DHAC-kezelt(3)

Figure 2: Increase of the relative gene expression levels of
poplar-gshl  gene DHAC-treated samples of poplar
(Populus xcanescens) clones (transgenic 11ggs and 6lg; and WT)
(Standard Deviations were less than 5% of the mean value in each

in

case)
Relative Gene Expresssion(1), Untreated(2), DHAC-treated(3)

2. tabldzat

A gshl transzgén (E. coli) relativ képiaszama a transzformalt sziirkenyar (Populusxcanescens) klénokban: 11ggs (A) és 6lgl (B)
(harom minta kétszeres ismétlésben)

Klénok(1) gshl a-tubulin ACt AACt kopia # (272%)(2)

A Ct SD Ct SD érték(3)  SD érték(3)  SD érték(3) -+ érték(3)
11ggs/1 22,71 23,02 0,31

11ggs/1 22,82 23,11 0,29

11ggs/1 22,59 22,89 0,3

11ggs/2 22,33 22,88 0,55

11ggs/2 22,44 22,88 0,44

11ggs/2 22,11 22,70 -0,59

atlag(4) 22,50 0,26 2291 0,14 041 0,13 0,75 0,13 1,69 1,54 1,85
Klénok(1) gshl actin ACt AACt kopia # (2742)

(B) Ct S  Ct SD érték(3)  SD érték(3)  SD érték(3) -+ értek(3)
6lgl/1 23,9 23,76 0,14

6lgl/1 23,68 23,28 0,4

6lgl/1 23,66 23,07 0,59

6lgl/2 23,86 23,55 0,31

6lgl/2 23,86 23,32 0,54

6lgl/2 23,56 23,49 0,07

atlag(4) 23,75 0,14 23,41 0,24 034 021 0 021 1 086 1,16

Table 2: Relative copy numbers of transgene gshl (E. coli) in the transgenic poplar (Populus %canescens) clones 11ggs (4) and 6lgl (B)

(three repetitions of two samples in each case)
Clones(1), Copy numbers(2), -/+ range(3), Mean(4)

Az identikus nyar-gshl (3., 4. dbra) gén relativ
expresszios szintje is igen nagymértékii emelkedést
mutatott a  demetilaciés  kezelések  hatasara
(19,7-szeres expresszio ndvekedés). A 11ggs klonban
nyar-gshl gén preferencia hatasat tapasztaltuk a

2,0-szeres relative expresszio novekedéssel, szemben
a gshl-transzgén reaktivacio 0,4-szeres értékével. A
6lgl klonban a gshl-transzgén mutatott magasabb
demetilacios induktivitast (23,7), mint a sajat
nyar-gshl1 (13,9).
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3 abra: Kompetitiv génexpresszid. A gshl-transzgén, valamint
a gsh1-nyarfagén relativ expresszié ndvekedése a
DNS-indukalt demetilacié hatasara (DHAC; 10 M, 7 nap) a
nem-transzformalt (WT - vad tipus) és a gshl-transzformalt
sziirkenyar klénokban (11ggs, 6Igl) (SDso)
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Figure 3: Competitive gene expressions of gshl-transgene and
a gshl-poplar gene in the DHAC-treated (10 M, 7 days) samples
of poplar (Populus %canescens) clones (transgenic 11ggs, 6lg; and
WT) (Standard Deviations were less than 5% of the mean value in
each case)
Relative Gene Expresssion(1)

Eredményeink igazoljak, hogy a DHAC-indukalt
demetilacion  keresztiili  transzgén-reaktivacidval
novelhetd a stresszgének expresszidja.

Annak koszonhetéen, hogy a DNS metilacios
mintazata 6roklodik (,epigenetikus memoria”), a
DHAC-kezelt nyarfa Gj forrasa lehet a ndvények

szerzett molekularis védelmi mechanizmusainak
tanulmanyozasara.

A 6lgl klénok gshl és gshl génexpresszidjanak
Osszehasonlitdsa alapjan igazolhatd, hogy a gshl-
nyarfa gén  szignifikdnsabb  mértékben  volt
reaktivalhatobb (1,6-r6l 13,9-re, amely 8,7-szoros
novekedés), mint a transzgén, amely magas
expresszios szintje csak 1,8-szorosara (23,7) nott
meg. A gshl-transzgén ¢és a gshl-nyarfagén
kompeticidjat igazolja, hogy a gshl-nyarfagénnek a
nem-transzfomalt (WT) klonban mért DHAC-
indukalt génexpresszio-ndvekedését (1,0-rél 19,7-re,
19,7-szeres relativ expresszid novekedés), sem a
11ggs (0,8-r6l 2,0-re, 2,5-sz0rds  expresszid
novekedés), sem a 6lgl (1,6-r6l 13,9-re, 8,7-szeres
expresszid novekedés) nem multa feliill. Mindezek
mellett, a DHAC-nem-kezelt gshl-transzformalt
6lgl klon igen magas transzgén-gshl expresszios
szintje (13,5-sz6r magasabb a 11ggs klonban mért
értéknél) igazolja a 6lg/ klon hatékonyabb
fitormediacios kapacitasat, amelyet in vitro nehézfém
felvételi eredmények is alatdmasztanak (Gyulai et al.,
2005).

Morfogenetikai hatds. A hosszu idejii (28 nap)
DHAC kezelés egy szignifikans morfogenetikai
hatast eredményezett mindharom klénban, a 10®* M —
107 M — 10° M tartomanyokban, de novo jarulékos
gyokérfejlédés indukcidjaval (4. abra).
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4. dbra: A DHAC (10®M - 10®° M) morfogenetikai hatasa: jarulékos gyokérindukcio a transzgénikus (11ggs, 61gl)
és a nem-transzformalt (WT) szlirkenyar (Populus x canescens) klénokban
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Figure 4: Root initiation capacity of DHAC (10°M — 10 M) on leaf discs of untransformed (WT) and gshi-transformed clones (11ggs,
6lgl) of hybrid poplar (P. xcanescens) incubated in long-term cultures (28 days)
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