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1 Bevezetés

A fehér tolgyek (Quercus szekcid, Quercus szubgenusz) altalanosan
elterjedtek Eurdpaban. A tolgy fajokra jelentds genetikai diverzitas
jellemz6. A Quercus alnemzetségen beliill a Quercus szekcioban
mutattdk ki a legnagyobb genetikai és morfologiai variabilitast
(Nixon 1993, Herzog 1996, Gailing és mtsai. 2007). A harom
legfontosabb fehér tolgy a Quercus robur L., a Quercus petraea
(Matt.) Liebl és a Quercus pubescens Willd. E harom fajon kiviil
Euréopa lombos erdeiben tovabbi tolgy taxonok -Quercus
dalechampii Ten., Quercus polycarpa Schur, és Quercus virgiliana
Ten. - is eléfordulnak. A Q. dalechampii Ten. és a Q. polycarpa
Schur hasonlit a sziikebb értelemben vett Q. petraea —hoz, ezért
nagyon gyakran ezt a harom taxont egy fajba soroljak, és a tagan
értelmezett Quercus petraea-ként emlitik Oket. Hasonléan a Q.
virgiliana Ten. és a sziikebb értelemben vett Q. pubescens Willd.
taxonoknak a rangjaban nincs megegyezés, 6nallo fajként és a tagabb
értelemben vett Q. pubescens alfajanak is tekinthetdek. (Keresztesi
1967, Matyas 1970, Borhidi 2008, Kanalas és mtsai. 2008 Enescu ¢és
mtsai. 2012).

A magyarorszagi erdds teriiletek legnagyobb részét a
kocsanytalan és csertolgy kevert allomanya (Quercetum petraeae-
cerris) teszi ki. Ezt az erd6tipust reprezentalja az interdiszciplinaris,
hosszl tava okologiai kutatasi program teriilete Sikfokaton a Biikk-
hegységben (Jakucs 1985).

Az eurdpai fehér tolgyek dkologiai igénye eltérd, kiillonbozo
¢élohelyeken fordulnak el6, és az elterjedésiik foként attdl fiigg,
mennyire képesek alkalmazkodni a vizhianyhoz, a vizfelesleghez,
illetve a két jelenség valtakozasahoz (Jones 1959, Johnson és mtsai.
2002). A harom legfontosabb fehér tolgy koziil a Q. pubescens képes
a legjobban alkalmazkodni a szarazsaghoz, és Eurdpa melegebb
szarazabb teriiletein él (Borovics és mtsai. 1998, Yurukov és Zhelev
2001, Thomas és mtsai. 2002, Gallé és mtsai. 2007, Siam és mtsai.
2009). A Q. petraea foként mérsékelten vagy viszonylag szaraz
termOhelyeken, alacsonyabb lejtokon, hegyvonulatokon alkot
allomanyokat, mig a Q. robur az alfoldek nedvesebb, atmenetileg



vizenyOsebb teriileteit népesiti be (Jones 1959, Aas 1998). A Q.
dalechampii Ten. (Theodoropoulos és mtsai. 1995) és Quercus
polycarpa Schur (Matula 2009) 6koldgiai igényiikben jobban
eltérnek a sziikkebb értelemben vett Q. petraea-tol, mert
szarazsagtiirobbek, ¢és melegebb teriileteken élnek. A Quercus
virgiliana Eurdpa délebbre esé szarazabb él8helyein fordul eld
(Ofletea és mtsai. 2011).

Napjainkban az  eurdpai  tolgyallomanyt jelentdsen
befolyasolo klimavaltozas. Globalis felmelegedés, a szaraz
peridodusok gyakorisaganak novekedése tapasztalhatd, ami hatassal
van az Okoldogiai és gazdasagi szempontbol jelentés Q. petraea
allomanyokra is. A fehér tdlgyek koziil, a szarazsaghoz legjobban
alkalmazkodo, de gazdasagi szempontbol masodrendli, kevésbé
jelentés Q. pubescens (molyhos tdlgy) és Q. virgiliana (olasz
molyhos tolgy) introgresszidja kovetkezett be FEuropa nem
mediterran  teriiletein a 80-as ¢évek nagy csucsszaradasos
tolgypusztulasat kovetden (Vieitez és mtsai. 2012).

A fehér tolgy taxonok fajainak keresztezOdése gyakori
jelenség (Lepais és mtsai. 2009, Lepais és Gerber 2011, Salvini és
genetikai diverzitasat (Borovics és mitsai. 1998, GOmory és
Schmidtova 2007, Kanalas és mtsai. 2008). Mivel a korszerii
erdészet a jO mindségli faval rendelkez6, de a nagyobb
szarazsagtolerancidju természetes allomanyok megérzését tartja

szem elott, ezért a tagabb értelemben vett Q. petraea
szarazsagtiirobb taxonjainak és hibridjeinek egyre ndvekszik a
jelentdsége.

A ndvényi szovettenyészetek, amelyek magukban foglaljak a
kallusz- és a sejtkultirakat, valamint nagyszami novény
mikroszaporitasat is, jol kontrollalhatd, stabil kisérleti rendszerek,
melyek modellrendszerként alkalmazhatoak és felhasznalhatoak az
abiotikus stresszfaktorok fiziologiai ¢és biokémiai hatasainak
tanulmanyozasahoz.

A vegetativ szervekbdl és merisztematikus szovetekbdl
létrehozott in  vitro  kultardk jobban tiikkrézik az eredeti
novény/explantatumok genotipusat, mint az embriok és a
csirandvények, amelyek genetikai Osszetétele bizonytalan. A DE
Novénytani Tanszéke jelentOs tapasztalattal rendelkezik olyan fajok
in vitro tenyészeteinek eldallitasaban - beleértve a szomatikus
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embriokkal rendelkezé Kkalluszok eldallitasat is - amelyek
szovettenyészeteit kordbban nem irtak le (Demeter és mtsai. 2010).

A kocsanyos és kocsanytalan tolgyek sejt- és kallusz kultarai
kivaléan alkalmazhatéak modellként az ozmotikus stresszel
Osszefiiggd  transzkripcios, ¢és egyéb fiziologia  valaszok
tanulmanyozasahoz szoveti, sejt és molekularis szinten (Gleeson és
mtsai. 2004, Porth és mtsai. 2005, Sunderlikova és mtsai. 2009).

A peroxidazok az antioxidans enzimrendszer tagjai, melyek
csokkentik a szarazsagstressz hatdsara megemelkedett reaktiv
oxigénformak (ROS) szintjét. Az antioxidans véddrendszer
jelenlétébdl és aktivitasabol jol lehet kovetkeztetni a ndvény
szarazsagtird képességére (Ramachandra Reddy és mitsai. 2004).
Abban az esetben, amikor az oxidativ stresszt a névény antioxidans
védorendszere nem tudja kivédeni, bekdvetkezik a DNS és RNS
allomany karosodasa, melyet a nukledzok, tobbek kozott a
szubsztratként szimplaszali nukleinsavakat hasznalé nukleazok,
aktivitasanak a novekedése kisér (Ramachandra Reddy ¢és mtsai.
2004, Roldan-Arjona és Ariza 2009).

Az  abiotikus  stresszhatasok  citologiai  szinten is
vizsgalhatoak. A kromatinszerkezet valtozasa érzékeny indikatora
szamos stressztipusnak, mely foként aktivan osztodd szdvetekben,
mint pl. gydkércsicsban tanulmanyozhatd a leghatékonyabban
(Samardakiewicz és Wozny 2005, Beyer és mtsai. 2009, Jambrik és
mtsai. 2011, Silva és mtsai 2011, Beyer és mtsai. 2012).

A magasabbrendli ndvényekben  szarazsag-/ozmotikus
stresszhatast in  vitro korilmények kozott széles korben
ki, mert a ndvény nem tudja metabolizalni, és az alkalmazasa soran
esetleg fellép6 mellékhatasok elhanyagolhatoak (Hohl and Schopfer
1991, Guoth és mtsai. 2010).

2 Célkitiizés

Célunk volt, hogy a Sikfokut Projekt kutatasi teriilet cseres-tolgyes
erdéallomanyaban el6forduld fehér tolgy taxonok ozmotikus és
szarazsagstressz tir6 képességét egy altalunk kidolgozott in vitro
modellez6 kisérleti rendszerben tanulméanyozzuk.

A munkank elsé 1épéseként, célunk volt, hogy megfelelé in vitro
modszert dolgozzunk ki. Ehhez, a Quercus fajoktol taxondmiai
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szempontbol tavol esd, de a tdlgyekhez hasonléan magas polifenol
tartalma (amely potencialisan gatolja a kultarak novekedését)
ugyanakkor  in  vitro  konnyen  tenyészthet6 ~ Crocus
kallusztenyészeteket allitottuk el6.
Az el6z0 tapasztalatok alapjan, a munka érdemi részéhez kapcsolddo
célkittizéseket a kovetkez6k szerint fogalmaztuk meg:
e a tolgy taxonok  vegetativ  szerveibdl,  stabil
szdvettenyészetek eldallitasa,
e  kalluszvonalak 1étrehozésa és hosszu tava fenntartasa,
o a kalluszok egy részébdl tovabb folytatva a kisérleteket,
szervek, embridk és novények eldallitasa
A létrehozott életképes kallusz és szervtenyészetek felhasznalasaval
vizsgalni kivantuk, hogy milyen fiziologiai valtozasokat eredményez
az ozmotikus stressz, kiilonos tekintettel
e anedvestdmeg valtozasra,
e aregeneracios képességre,
e akromatin szervezddésre,
e aperoxidaz és DNaz aktivitasra.

Alapfeltevésiink, hogy a szarazsaggal szemben érzékenyebb (Q.
petraea sensu stricto) illetve ellenallobb (Q. pubescens, Q.
virgiliana) taxonok explantatumaibdl szarmazd szovettenyészetek
ozmotikus stresszre adott valaszreakcioi eltéroek lesznek, mig
hibridjeik (Q. virgiliana x Q. polycarpa a Q. petraea x Q. pubescens,
Q. petraea x Q. dalechampii) atmenetet fognak képezni a két
szélséérték kozott.

Célul tiiztiik ki ennek a hipotézisnek az ellenérzését. Ha az in vitro
kisérletek igazoljak feltevéseinket a szarazsdggal szemben
érzékenyebb (Q. petraea) és szarazsagtiirébb (Q. pubescens and Q.
virgiliana) taxonok esetében, akkor a kidolgozott rendszer a kevésbé
ismert tiir6képességli, feltételezett hibrid taxonok vizhidnyra adott
valaszreakcioinak vizsgalatara is felhasznalhato.



3 Anyag és médszer

3.1 Elozetes vizsgalatok szovettenyészetek eléallitisahoz és
novényregeneralashoz Crocus heuffelianus explantatumok
felhasznalasaval

Elézetes vizsgalatainkat, az egyszikiiek osztalyaba tartoz6 Crocus
heuffelianuson végeztiik, melyet 2007. marcius -majus idészakban
keriiltek begyiijtésre Radnalajosfalvaro (Beszterce-Naszod megye,
Romania). Explantaitumként gyokeret, levelet, virdgkezdeményt,
hagymagumot, hajtascsucsot, és steril koriilmények kozott csirdzo
embriokat probaltunk ki. A feliileti sterilezést (3X10 perc 10%-0s
Domestos oldat és 3x5 perc steril vizes Oblités), el6készitést
kovetéen az expalntatumokat auxin és citokinin eltéré aranyu
elegyét tartalmazé 0,8 w/v % Difco-agarral, és 2 w/v % szachar6zzal
kiegészitett, Gamborg vitamint (Gamborg és mtsai. 1968) tartalmazo
Murashige ¢és Skoog alaptaptalajra (1962) (tovabbiakban MS*)
helyeztilk. Auxin hatdst hormonként a-naftil ecetsavat (NAA)
citokinin hatasi hormonként pedig 6-benziladenint (BA) és kinetint
(KN) hasznaltunk. A ndvényregeneralas sordan moddositottuk az
auxin-citokinin aranyokat, és lecsokkentettiik a hormonok, az
alaptaptalaj  szénforrasanak, makro- és  mikroelemeinek
°C/18+-2 °C fény/sotét hdmérsékletperidduson neveltiik 60 pmol m”
2 sec™ fényerdn. A Crocus heuffelianus szovettenyésztését a Crocus
sativus és Crocus cancellatus mikroszaporitasara kidolgozott
szakirodalmak alapjan terveztik meg (Bhagyalakshmi és mitsai.
1999, Plesssner és Ziv 1999, Chen és mtsai. 2003, Darvishi és mtsai.
2006, Ray és Bhattacharya 2008).

3.2  Kallusztenyészetek eloallitasa a fehér tolgy taxonokbol.

Az erdéallomanyban eléforduld fehér tolgy taxonok szarazsagtiird
képességének Osszevetéséhez in vitro tenyészeteket alkalmaztunk. A
szovettenyésztéshez alkalmas eljaras kidolgozasahoz tovabbi
elézetes vizsgalatokat végeztiink, explantatumként a Debreceni
Egyetem Botanikus Kertjéb6l szarmazé kb. 95 éves Quercus robur
steril koriilmények kozott csiraztatott makkjainak felhasznalasaval.
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Az okofiziologiai kisérletekhez sziikséges kallusz tenyészetek
létrehozasahoz 2010 kora tavaszdn (marcius-aprilis) a Sikfokuti
erdéallomanyban Q. petraea, Q. pubescens, Q. virgiliana ¢és
feltételezett hibridjeinek 95-100 éves fairol 1-2cm atmérdji és 20—
30 cm hosszusagu riigyekkel teli agak kertiltek begytijtésre, melyeket
szobahOmérsékleten tarolva 1 héten belill riigyfakadasra késztettiik.
Az éppen kibomlo kb. lem? felilletii fiatal leveleket és éretlen
barkakat hasznaltuk fel explantatumnak, feliileti sterilezést (3x5 perc
10%-0s Domestos oldat és 3x5 perc steril vizes &blités) kovetden. Az
Osszes explantatum ugyanarrol a kutatasi teriiletrél, azonos 6kologiai
koriilmények koziil szarmazik. Az explantatumok genotipusonként
egyetlen kivalasztott farél szarmaztak. A vizsgalt taxonokat
levélmorfoldgia alapjan hatdroztdk meg (Borovics 1997, Kanalas és
mtsai. 2008, 2009), és a genetikai kapcsolatokat mikroszatellit
analizis tAmasztja ala (Demeter ¢s mtsai. 2014).

A kalluszok indukcidjat és fenntartasat a 3% D-szachardzzal
kiegészitett 0,8% Difco-agarral (Difco, Lawrence, KS, USA)
szilarditott, auxin és citokinin eltérd aranyu elegyét tartalmazé WPM
taptalajon (Woody Plant Medium, Lloyd and McCown 1980)
valtottuk ki. A kisérletben auxin hatasa hormonként 0.05 — 4 mg I™
(0.53-21.5 uM) a-naftil ecetsavat (NAA) és 0.05 - 1 mg I (0.25-0.5
pM) indol-3-vajsavat (IBA), mig citokinin hatdsu ndvekedés
szabalyozé anyagként 0.1 - 4 mg I* (0.44-17.7 puM) N°-
benzilaminopurint (BA) alkalmaztunk. Az &sszes ndvekedés
szabalyoz6 anyag Sigma-Aldrich —t6l (Budapest, Magyarorszag)
szarmazott. A szdvettenyésztési eljarasok megtervezéséhez eldzetes
kisérleteink tapasztalatait és a kovetkezd szakirodalmakat hasznaltuk
fel: Tanaka és mtsai. (1995), Seckinger és mtsai. (1979), Cuenca és
mtsai. (1999), Toribio és mtsai. (2004) és Demeter és mtsai. (2010).
A tenyészeteket 14/10 ora fény/sotét és 22+-2 °C/18+-2 °C
fény/sotét  hémérsékletperioduson neveltik 30 pmol m™ sec™
fényerdn.

3.3 Az ozmotikus stressz Kivaltasa

Az agarral szilarditott WPM taptalajon noévekedé kalluszokat
ugyanolyan dsszetételli folyékony taptalajba helyeztiik (2ml taptalaj
10 ml-es steril miianyag edényekben, Labsystem, Budapest,
Hungary) és 24 6ran at enyhe razatas mellett (100 rpm) 0-40 % (w/v)
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polietilén glikol 6000-el (PEG 6000, VWR, Leuven, Belgium)
kezeltiik.

3.4  Nedvestomeg-valtozas meghatarozasa

A kalluszok  ozmotikus  kezelés  hatasdra  bekovetkezd
folyadékveszteségének mértékét, nedvestomeg-valtozas mérésével
detektaltuk. A kalluszok nedves tomegét a PEG 6000 kezelés
kezdetén ¢és végén mértilk meg. A tomegmérés el6tt, a folyékony
taptalaj felesleget enyhe, a kallusz életképességét, vagy novekedést
nem korlatozé centrifugalassal (1000 rpm, 5 s, Heraeus Biofuge,
Kendro Laboratory Products, Harau, Germany) tavolitottuk el. A
kalluszok szazalékos nedvestomeg -valtozasanak kiszamitasa a
kisérletet megel6zéen és kovetden mért nedves tdmegek kozotti
kiilonbségeken alapul.

Az enzimaktivitdsokat a 24 dras ozmotikus kezelést kovetden
mértik.

3.5 Helyreallas (recovery) vizsgalata az ozmotikus stresszt
kovetéen

A PEG kezelt kalluszokat kiilon-kiilon folyékony WPM tapoldatban
30 percig razattuk 100 rpm-en Packard-kiivettaban, hogy kimossuk
beldliik az ozmotikumot. Ezt kdvetden a kalluszokat visszahelyeztiik
a fenntartd taptalajra, miutan a folyadék feleslegét steril
szlir6papirral felitattuk roluk, és nyomon kovettiik a viabilitasukat,
vizsgalva az életképes zold kalluszszovetek fennmaradasanak és
novekedésének képességét. 30 nap elteltével megmértiik a regeneralt
kalluszok nedvestomegét a 3.4 fejezetben leirt modszer alapjan.

3.6  Novénykivonatok készitése

Az enzimaktivitdisok kimutatdsdhoz a kontroll és az eltérd
koncentraciojG PEG oldatokkal kezelt kalluszokat folyékony
nitrogénben porra Oroltiik, majd 1:1 aranyban (ndvény nedves
tomege : puffer térfogata) 100 mM KH,PO,/K,HPO, (VWR) pH:
7,2, 8 mM MgClI, (Reanal, Budapest), 4 mM DTT (Sigma) 1 v/iv %

Triton X-100 (Reanal), 2 w/v PVP (Merck) tartalmt pufferrel



homogenizaltuk. A homogenizatumot +4 °C-on 2x30 percig
15000xg fordulaton centrifugaltuk (Biofuge pico Kendro Laboratory
Németorszag), majd a felillusz6t nyers fehérje kivonatként
hasznaltuk fel. A kivonatok fehérjetartalmat Bradford (1976)
modszerével hataroztuk meg, bovin szérum albumint hasznalva
standardként. A kivonatokat felhasznalasig kis térfogatokban -80 °C-
on taroltuk.

3.7 Az egyszali DNS-t hasité izoenzimek aktivitasanak
kimutatasa egydimenzids poliakrilamid-
gélelektroforézissel

DN-4z enzimek aktivitdsat, modositott 10%-0s Laemmli-féle
poliakrilamid-gélrendszerrel (Laemmli 1970) vizsgaltuk Jambrik és
mtsai. (2011) leirasa alapjan. A fehérje kivonatot (20 pg/ mintahely)
molekulastily marker (Sigma-Aldrich) mellett SDS és szimpla szala
csirke vér DNS-t tartalmazo poliakrilamid gélen futtattuk 4 °C-on.
Az enzimek renaturalasat kovetden, a géleket friss pH 6,8-as Tris-
HCI pufferben 39 °C-on, egy éjszakan at (14 6ra) inkubaltuk. Ezt
kovetden etidium-bromidos (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary)
(0.5 ug ml™Y) festést (Gersten és Gabriel 1992) alkalmaztunk, amit
UV fényen vizsgaltunk. A szimpla szalii nukleaz aktivitas etidium-
bromiddal nem fest6d6 sotét sav formajaban detektalhato.

3.8  Peroxidiaz  izoenzimek  aktivitisanak  kimutatisa
egydimenzids nativ poliakrilamid-gélelektroforézissel

A peroxidaz aktivitast poliakrilamid-gélrendszeren (Laemmli 1970)
vizsgaltuk. A fehérje kivonatokat (10 pg/ mintahely) 7,5 % (w/v)
poliakrilamid gélen futtattuk 4°C-on. A géleken (13x10x0,09 cm) az
izoenzimek savjait kétféle modon tettiik lathatova. Egyik esetben
1mM guajakolt és 10mM H,0, ot tartalmazé 100m M pH 5,1-es Na-
acetat pufferben tartottuk a géleket 30-60 percig, a masik esetben a
géleket 1 oran at inkubaltuk 50mM pH 7,5-6s K,HPO,/KH,PO,
pufferben, majd 15-30 percig festettiik 20mM pirogallolt, és SmM
H,0,-ot tartalmaz6é 50mM pH 7,5-6s K,HPO,/KH,PO, pufferben. A
peroxidaz aktivitas lathatd fényen a tetraguajakol illetve a



purpurogallin sotét savjainak formajaban detektilhatoak (Tauber
1953, Dixit 2011, Ghadiri és mtsai. 2013).

3.9 A poliakrilamid gélek kiértékelése

A poliakrilamid gélek enzimsavjainak (,,band”’-ek) intenzitasat
CpAtlas® program felhasznalasaval allapitottuk meg. A relativ
savintenzitdsok meghatarozasahoz a kontroll aktivitasanak értékét 1-
nek vettiik.

Az ssDNaz izoenzimjeinek molekularis tomegét UVI-TEC®
program segitségével becsiiltiik meg.

3.10 Szovettani vizsgalatok

A szdvettani vizsgalatokhoz 20um-es metszeteket készitettiink Leica
Jung Histoslide 2000 mikrotéom (Leica, Nussloch, Németorszag)
felhasznalasaval. A metszést megel6zden a szovetdarabokat 16 dran
keresztiil fixaltuk 4% formaldehidet (Reanal) tartalmazo 1xPBS-ben.
Ezt kovetden 3x5percig mostuk 1xPBS-ben, majd a mintakat 5 6rara
40% D-szachar6z (VWR) tartalmi 1xPBS-be helyeztiik a szoveti
struktira jobb megdrzésének érdekében. A metszéshez felhasznalt
szovetdarabokat fagyasztdé médiumba (TBS, Durham, NC, USA)
agyaztuk be, amit ezutdn szén-dioxid felhasznalasaval
lefagyasztottunk. A metszeteket PBS-ben gyiijtottiik dssze (Beyer és
mtsai. 2009)

A gyokércsics hosszmetszetek kromatin allomanyat Beyer és
mtsai. (2009) altal kozolt és altalunk modositott modszerek szerint
tettitk lathatova. Ehhez a metszeteket 15 percig permeabilizaltuk
0,5% (v/v) Triton X-100-at tartalmazé 1xPBS-el, majd a 3x5 percig
tarto 1xPBS-el torténé mosast kovetéen 1 oran keresztiil jeldltik 5
ng ml™ 4°,6’-diamidino-2-fenilindollal (DAPI, Fluka, Buchs, Svajc).

A mikroszképos vizsgalatokat Olympus Camedia 4040
digitalis kameraval felszerelt Olympus Provis AX-70/A fluoreszcens
mikroszkoppal végeztik. Az kromatin allomanyt 320-360 nm-es
gerjeszto filter segitségével vizsgaltuk (Beyer és mtsai. 2009).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651313000316

3.11 Adatok elemzése

Az Osszes kisérletet legalabb négy alkalommal hajtottuk végre,
kisérletenként minden genotipus hat parhuzamos mintdjan, és a
reprezentativ kisérletek eredményeit felhasznalva vontuk le a
kovetkeztetéseket. A mennyiségi adatok statisztikai kiértékeléséhez,
atlagértékek kiszamitasahoz és grafikus abrazolasdhoz Sigma Plot
10.0 programot hasznaltuk. A grafikonok a megfelelé genotipust
egyedek kalluszainak  vizsgalatabol —szarmazo reprezentativ
eredmények atlagértékeit + SE abrazoljak.

4 Uj tudomanyos eredmények és megbeszélésiik

4.1  Szovettenyésztési eljarasok fejlesztése Crocus heuffelianus
felhasznalasaval

Eletképes, hosszutdavon fenntarthaté embriogén kalluszkultarak
indukcidjahoz a hagymagumobdl kipreparalt hajtascsucs és a steril
magvakbol fejlodé csirandvény bizonyult a legalkalmasabb
explantatumnak. Az axenikus koriilmények kozott tartott magok
nagyon kis hanyada csirazott ki tobb honap elteltével. Az embriogén
kallusz indukci6é és fenntartss a 10 mg 1" NAA és 1 mg I BA
hormon-osszetételll, 2 w/v % Szacharozt tartalmazd 0,8 w/v %
agarral szilarditott MS* taptalajon volt a leghatékonyabb. A magas
hormonkoncentraciok és a nagy auxin arany a kalluszvonalak
fenntartasra alkalmasnak bizonyultak.

A hormonkoncentraciok lecsokkentése és ezt kovetéen a
hormonaranyok megforditasa érett embriokat eredményez. A
hormonmentes taptalajon, a kalluszokon gyokérképz6dés kovetkezett
be. Szintén a gyodkérkezdemény fejlodése dominalt a szomatikus
embriokon, amikor egyszerre vagy két 1épésben, lecsokkentettiik a
hormonok mennyiségét, megforditottuk az auxin /citokinin aranyt, a
szachar6z mennyiségét 1 w/v %-ra a taptalaj erdsségét pedig Y -re
csokkentettiik. A novényregeneralasra harom 1€pésbol  allo
tenyésztés volt a legalkalmasabb. Ennek soran elészor
lecsokkentettiik a hormonok mennyiségét, mikdzben megforditottuk
a hormonaranyokat (noveltiik a citokinin/auxin aranyt). Ezt kdvetéen
lecsokkentettiik a taptalaj erdsségét és a szachar6z mennyiségét,

10



kivaltva az embridk érésének folyamatat. Végiil 0,5mgl™-ré1 2 mgl™
re noveltik a BA mennyiségét, és a taptalajt 25 mg 1" GAg-el és 100
mg I aszkorbinsavval egészitettiik ki., melynek hatisira az érett
szomatikus embriok novénnyé differencialodtak, majd kifejlédott a
névényen a hagymagumé is. Az aszkorbinsav a taptalajban
antioxidans szerepet t6lt be, amely csokkenti a szovetek
barnulasanak folyamatait (Toth és mtsai. 1994, Noctor és Foyer
1998).

4.2 Szovettenyészetek létrehozasa fehét tolgy taxonokbél.
4.2.1  Quercus robur kallusz-vonalak létrehozasa

Sikertilt egy hét elteltével a hantolt Q. robur makkokat kicsiraztatni,
a taptalaj mikro- és makroelem tartalmatol fiiggetleniil. Bar 25 mgl™
GA;jelenlétében tobb hajtas megjelenését tapasztaltuk, a gibberellint
tartalmazo taptalajon a szartagok megnyulasa mellett, a levelek a
kontrollhoz  képest  kisebbre néttek, ¢és a  gibberellin
koncentracidjanak  ndvekedésével  fokozodott a  gydkerek
elsotétedése is. Mig a GAz a Q. robur csiranévényben a szartag
megnyulasat serkenti, a levelek és gyokerek ndvekedését korlatozza.
Ezek a jelenségek a gibberellin altalanos hatasaira vezethet6ek
vissza, miszerint serkentik a sejtek megnyulasos novekedését,
mikézben gatoljak a merisztemoidok iniciacidjat (Gaspar és mtsai.
1996).

Az auxint ¢és citokinint tartalmazé taptalajokon a
hormonaranyokt6l fliggéen, a csirazdé embriok kiillonboz6 részein
jelentek meg elsé generacios kalluszok. A gyodkereken abban az
esetben képz6dott kallusz, amikor auxint tartalmazott nagyaranyban
a taptalaj. Citokinin tulstly esetén, a szikleveleken jelentek meg
kalluszok, mig auxin hianyaban, de citokinin jelenlétében a sziklevél
proximalis  (az  embridtengelyhez  kapcsolédd) — szdvetei
kalluszosodtak el. A létrejové kalluszok hosszl tava fenntartasara
azonban az indukalo taptalajoktol eltérden, az explantatum tipusatol
fiiggetlentil a Cuenca és mtsai. (1999), Toribio és mtsai. (2004)
illetve San-José és mtsai. (2010) 4ltal is felhasznalt 4mgl *NAA, 0,5-
1mgl™ BA és 100 mgl™ aszkorbinsav tartalmu taptalaj bizonyult a
legalkalmasabbnak.
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4.2.2 Levél és barka eredetii kalluszvonalak létrehozasa fehér
tolgy taxonokbol

A sikfokati  erdéallomanyban el6fordulé fehér tolgy taxonok
leveleibdl illetve a Q. petraea és Q. polycarpa barkaibol sikeriilt
stabil, tdbb mint egy éve fenndllo, a szarazsagstressz vizsgalatokhoz
felhasznalhatd,  valtozatlan novekedési és  morfogenetikai
sajatsdgokkal rendelkezd kalluszokat eldallitani. A Q. petraea
barkakbol a kalluszvonalak megjelenése kétféle volt: az egyik egy
kompaktabb embrio- és organogenezisre hajlamos, a masik pedig
egy vilagossarga torékeny, szervkezdemények és embriok
létrehozasara alkalmatlan kallusz vonal. A kalluszok indukcidjahoz
és fenntartasdhoz a 100 mgl™ aszkorbinsavat tartalmazé WPM
alaptaptalaj bizonyult a legalkalmasabbnak.

Mivel a tolgy levelek és barkak nagymértékben halmoznak fel
fenolos vegyiileteket, a bel6lilk szarmazo kalluszok is rendelkeznek
ezzel a képességgel (Krajci és Gross 1986, Romano és Martins-
Loucao 1992, Bajaj 1993, 1996). Ezek a polifenolos vegyiiletek a
sériilt, vagasi felilleteken szabadulnak fel, ¢és szivarognak a
taptalajba, ahol barnulast eredményezve, csokkentik a szovetek
aktivitasat, nehezitik a tenyészetek fenntartasat. A tenyészetek és a
taptalaj elsotétedését, a termelédd  vegyiiletek taptalajba
szivargasanak korlatozasaval tudtuk mérsékelni a leghatékonyabban,
azaltal hogy atoltas soran ugy helyeztiik el a kalluszokat, hogy
magakadalyozzuk a taptalaj és a vagott feliilet érintkezését.

A sejtburjanzas kivaltasahoz és stabilizalasdhoz auxin és
citokinin hatasi hormonok jelenlétére is sziikség volt. A
szakirodalom alapjan kiprobalt szamos hormonkombinacié koziil
altalanossagban a 2-4 mgl' NAA és 0.5-1 mgl™ BA volt a
legeredményesebb.

4.2.3 Gyokér morfogenezis

Magas auxin/citokinin arany esetén gyokérképzddést tapasztaltunk a
kalluszfenntartd taptalajon huzamosabb ideig nevelt Q. pubescens,
Q. virgiliana, Q. dalechampii és ezek hibridjeinek vonalainal,
melyek a mikroszatellit vizsgalatok alapjan genetikailag kozelebb
allnak egymashoz, Okologiai igényiiket tekintve pedig a
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szarazsagtiir6bb tolgy taxonok ko6zé tartoznak. Ezzel szemben a
tavolabbi rokonsagban 1év6, vizhidnystresszre érzékenyebb Q.
petraea, Q. polycarpa és a kett6 egymadssal alkotott hibridjének
kalluszai alkalmatlanok voltak a gydkérregeneralasra.

4.2.4  Hajtas morfogenezis

Sikeriilt hajtasképzodést kivaltanunk az A149, A211, D137, B50
vonalaknal, azonban ezek a hajtasok nem fejlédnek tovabb, nem
jonnek 1étre életképes novények. Az A149 (Q. petraea) vonal levél
és barka explantatumbol szarmazo6 kalluszait alacsonyabb auxin
tartalm® taptalajra helyezve sikeriilt embriogenezist kivaltani. A
1étrej6tt szomatikus embriok mindharom (globularis, sziv és torpedd)
fejlédési stadiumot elérték 0-0,1 mgl™ NAA vagy IBA illetve 0,5-1
mgl™ BA jelenlétében, majd szintén alacsony auxin és citokinin
koncentracidju  taptalajokon hajtassd differencialodtak. Ezzel
szemben a tobbi vonalnal a hajtasok a kallusz indukaldsra és
fenntartasra alkalmazott taptalajokon (B50), vagy a mérsékelten
csokkentett NAA és/vagy BA tartalmu taptalajokon (D137, A211)
jelentek meg. Az eltérd fejlodési stadiumok ebben az esetben nem
igényeltek mas hormon-Osszetételii taptalajt, s6t az alacsony
hormonkoncentracioknal (0,1mgl™* BA+0,05 mgl*NAA) a kalluszok
még életképességiiket is elveszitették. Ezek az eltérések szintén
igazoljak a mikroszatellit vizsgalatokon alapulé eredményeket,
melyek szerint az Al149-es vonal genetikailag jol elkilonil a
kisérletben szerepeld tobbi taxontdl. Az A75, D89, A85, C211, K28,
C102 vonalak annak ellenére, hogy a hajtasképzésre hajlamos
taxonok klasztereiben talalhatéak, nem képesek embridkat és
hajtasokat képezni, csak szervkezdeményeket és/vagy gyoOkereket
hoznak Iétre véletlenszerlien a kalluszok periféridjan. Az A71 levél,
¢és az A149 barka eredetli kalluszai nem mutattak morfogén valaszt.
Ezek a megfigyelések azt mutatjdk, hogy a tenyésztési
koriilményekre adott valaszreakcidok genotipus €s explantaitum tipus
fliggdek.

4.3 A PEG 6000 hatasa a Quercus kalluszok vizvesztésére.

A PEG 6000-¢l valé ozmotikus kezelést kdvetden a nedvestomeg
valtozas mérése kimutatta, hogy az Q. petraea (A149) esetében mar
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10 % PEG 6000 hatasara vizveszteség lépett fel, melynek mértéke az
abra). A Q. virgiliana x Q. polycarpa hibrid (A211), Q. dalechampii
X Q. petraea hibrid (D137) és a Quercus petraea X Quercus
pubescens (D89) vizvesztése 20 %-0s PEG 6000 —nél jelentkezett,
mig a legellenallobbnak a Q. pubescens (A75) és a Q. virgiliana
(B50) bizonyult, melynél a vizvesztést csak a PEG 6000 40 %-0s
oldata valtotta ki. Ezek alapjan azt feltételezzikk, hogy a
kisérletlinkben szereplé szarazsagtiirdbb tolgy taxonok, sikeresebben
tudtéak ellenstilyozni a kedvez6tlen ozmotikus koriilményeket.

44 A PEG 6000 hatiasa a Quercus taxonok kalluszainak
viabilitasara, az ozmotikum kimosasa utan

Az ozmotikus stresszt kovetd helyreallas (recovery) vizsgalata soran
a Q. petraea (A149) vonal gyarapodasi és életképes zo6ld kalluszokat
létrehozo képessége mar 10 % PEG kezelést kovetden csokkent,
20% PEG kezelés hatdsara pedig a kalluszok mar nem tudtak
regeneralodni a PEG kezelés megsziintetését kovetd 4 hét alatt. A Q.
petraea hibridjei koziil a D89 20% PEG kezelés megsziinését kovetd
4 hét alatt nem volt képes 1], életképes z6ld kalluszokat produkalni,
a D137 esetében pedig 40 % PEG hatasara mérséklodott az 1j
kalluszok megjelenése. Ezzel szemben, a Q. pubescens (A75), a Q.
virgiliana (B50) és a Q. virgiliana-Q. polycarpa hibridjének (A211)
a kalluszai, még a 40 %-os PEG kezelés altal kivaltott ozmotikus
stresszt kovetden is megdrizték a regeneracios képességiiket, annak
ellenére, hogy a recovery kisérletekben ezeknél a vonalaknal is
korlatozta a PEG kezelés a nedvestomeg-gyarapodas mértékét.

45 A PEG 6000 hatisa a Quercus taxonok peroxidaz
enzimeinek aktivitasara

Egy dominans peroxidiz sav jelenlétét sikeriilt kimutatni a nativ
géleken. A mikroszatellit vizsgalatok alapjan az egymassal kozelebbi
rokonsagban 1évé Q. virgiliana x Q. polycarpa hibrid (A211), Q.
petraea x Q. pubescens hibrid (D89) és Q. pubescens (A75)
esetében a guaiacollal torténd festésnél egy alacsonyabb intenzitast
masodik savot is észleltiink, ami a Q. pubescens (A75) -nél csak
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kezelés hatdsara jelentkezett, mig a genetikailag tavolabbi, a Q.
petraea (A149) és Q. dalechampii x Q. petraea hibrid (D137)
taxonoknal ez a masodik izoenzim nem jelent meg.

A szarazsagra érzékenyebb Q. petraea (A149) esetében a
PEG koncentracié novekedésével a kalluszok guaiacol peroxidaz
aktivitisa nem valtozott szamottevé mértékben, elhanyagolhat6d
atmeneti novekedést kovetéen csokkenést tapasztaltunk. Ezzel
szemben, a szarazsagtiirébb Q. pubescens (A75) és Q. virgiliana
(B50) taxonoknal a PEG kezelés a peroxidaz aktivitas jelentds
mértékli novekedését valtotta ki. Az eredmények alapjan levonhato
az a kovetkeztetés, hogy az utdbbi taxonoknal az antioxidans
rendszer aktivitdsa ozmotikus (szarazsag) stressz soran nagyobb
szerepet jatszik a karosodasok elkeriilésében. A Q. petraea X Q.
pubescens hibrid (D89) és a Q. virgiliana x Q. polycarpa hibrid
(A211) esetében az ozmotikus stressz er6sddésével parhuzamosan
elébb a peroxidaz aktivitasanak a kismértékii atmeneti emelkedését,
majd csokkenést tapasztaltuk. Ez arra utal, hogy ennek a két
hibridnek az ozmotikus stresszre adott valaszreakcidja a peroxidazok
szintjén atmenetet mutat a szarazsaggal szemben kevésbé ellenalld
Q. petraea A149 és a szarazsagtiirdbb Q. virgiliana A75 kozott,
megerdsitve a levélmorfologia szerint megallapitott taxondmiai
kapcsolataikat. A Q. dalechampii x Q. petraea hibrid (D137)
peroxidaz aktivitisa a szarazsagtiiré fajokhoz hasonléan még 40%-
os PEG kezelés esetében is joval a kontroll értéke felett volt. A
pirogallollal torténé festésnél, hasonlé tendenciakat tapasztaltunk.

4.6 A PEG 6000 hatasa a Quercus taxonok ssDN-az
enzimeinek aktivitasara

A szimplaszalo DN-az aktivitds vizsgalatok soran, szintén a
genetikai  tivolsaggal Osszefiiggd eredményeket kaptunk. A
kozelebbi rokon Q. virgiliana x Q. polycarpa hibrid (A211), Q.
virgiliana (B50) és Q. pubescens (A75) esetében PEG 6000 kezelés
hatasara 45-55 kDa tartomanyban két sav jelent meg, mig a tavolabbi
rokon a Q. petraea (A149) és Q. dalechampii x Q. petraea hibrid
(D137) taxonoknal csak egy. Szdmos nukledz olyan glikoprotein,
amelyben az egyes glikozidos kotéssel kapcsolddod szénhidrat
oldallancok megléte és hianya a sejt fiziologiai allapotaval van
Osszefiiggésben (Desai és Shankar 2003). Lehetséges, hogy a gélen

15



megjelend dupla sév, ugyanannak az enzimnek az eltéréen glikozilalt
allapotait jelenti.

Az 50kD-os tartomanyba esé domindns savok intenzitasat
értékeltik ki. A Q. petraea (Al149), Q. dalechampii x Q. petraea
hibrid (D137), és Q. petraea x Q. pubescens hibrid (D89) vonalak
kontrolljainak az enzimaktivitasa kisebb volt, mint a Q. virgiliana x
Q. polycarpa hibrid (A211), Q. virgiliana B50 és A75 Q. pubescens
kontrolljaié.

A PEG 6000 kezelés hatasa 0sszefiiggésben van a tenyészet
genotipusaval. A szarazsagra érzékenyebbnek tartott Al49-nél a
PEG altal indukalt, szimplaszalii DN-az aktivitasanak a novekedését
tapasztaltuk, mely 10 % PEG kezelésnél érte el a maximumat. A
szarazsagtir6bb taxonok koziil a Q. pubescens (A75) vonalnal a
nukledz aktivitdsa nem, a Q. virgiliana (B50) vonalnal pedig csak
csekély mértékben emelkedett. A Q. dalechampii x Q. petraea hibrid
(D137) a szarazsagtiirébb taxonokhoz (A75, B50) hasonl6 DN-az
aktivitast mutat, mig a Q. virgiliana x Q. polycarpa (A211) és Q.
petraca X Q. pubescens (D89) hibridek a Q. petraea (Al49)
vonalhoz viselkedtek hasonléan.

Az eredmények alapjan megallapithattuk, hogy a szarazsagra
érzékenyebb taxonok antioxidans rendszere nem bizonyult elég
hatékonynak, és a felhalmozodo reaktiv oxigénformak miatt a DNS
allomany karosodott, a helyreallitdé folyamatok aktivalodtak,
amelyek a nukledz aktivitas emelkedését vontak maguk utan. A
szarazsagtiirobb taxonoknal az antioxidans rendszer felteheten
hatékonyabb wvolt, igy a DNS karosodas is kisebb mértékben
kovetkezett be.

47 A PEG 6000 hatasa a Quercus taxonok kalluszaibél
regeneralt gyokerek merisztéma sejtjeinek kromatin
szervezédésére.

Az alacsonyabb ozmotikus stressz toleranciaval rendelkezé D89
vonal esetében a gydkércsucs merisztéma sejtekben rendellenes
mitdzist detektaltunk - lemaradd kromoszoémak jelentek meg 10 %-
os PEG kezelést kovetéen. Az ozmotikus stressz tolerans A75
vonalnadl azonban ezt nem tapasztaltuk: a mitotikus kromatin
szervezOdése még 40 %-0s PEG-gel torténd kezelést kovetben is
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Osszevethetd volt a kontroll sejtekkel. Az interfazisban 1évé
gyokérmerisztéma sejtek, ill. a differencialodott sejtek kromatin
szervezddésében a PEG nem indukalt a sejthalalra utal6 valtozasokat
egyetlen kalluszvonal esetében sem.

Osszességében a szovettenyészetekben az ozmotikus stressz altal
eldidézett fiziologiai valtozasok a Q. petraea szarazsaggal szembeni
nagyobb érzékenységét jelezték Osszevetve a Q. pubescens és Q.
virgiliana fajokkal. Az eredményeink megerdsitik az ezeknek a
fajoknak a szarazsagtlirésével kapcsolatos el6zetes megfigyeléseket,
és igazoljak ezeknek a fajoknak az Gkologiai igényét a természetes
populacidikban. A kidolgozott Kisérleti rendszer alkalmasnak
bizonyult arra, hogy egyes tolgyfajok hibridjeinek a szarazsagtiird
képességérol informaciot nyerjiink. A kisérleti eredmények alapjan
megallapithatd, hogy vizsgalt hibrid taxonok atmenetet képeznek a
szarazsagra érzékeny Q. petraea és a szarazsagtiird Q. pubescens
kozott. A varakozésainkkal ellentétben, amit a levél morfologiai
jellegek alapjan torténd rendszertani besorolasan alapult, a Q.
petraeca X Q. dalechampii hibrid (D137) Kkalluszai az ozmotikus
stresszel szemben ellenallobbnak, mig a Q. virgiliana x Q. polycarpa
hibrid (A211) kalluszai szarazsagra érzékenyebbnek mutatkoztak,
mint a Q. petraesa x Q. pubescens hibrid (D89) kalluszai. A
mikroszatellit eredmények kimutattak, hogy a szarazsagot kevésbé és
jobban tiir6 tolgy taxonok kozott nagyobb a genetikai tavolsag, mint
a hasonl¢ tlir6képességii taxonok kodzott.

Az eredményeink igazoljak, hogy a tolgy szovettenyészetek olyan
egyszerusitett; kisérleti modell rendszerek, melyekben vizsgalni lehet
a kiilonb6z6 genetikai hattérrel rendelkezd tolgyfajok és hibridjeik
szarazsag- ¢és ozmotikus stresszre adott valaszreakcidit. Az
eredményeik arra utalnak, hogy a stresszhez torténé alkalmazkodas
mértéke Osszefiiggésben all az oxidativ stresszt kivédd vegyiiletek és
enzimek szintjével és aktivitdsaval. A stressz felléptekor az
antioxidans védérendszer aktivitadsanak az emelkedése csokkenti a
DNS oxidativ karosodasanak mértékét a szarazsigtiiré taxonok
esetében.
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5 Introduction

White oaks (Quercus section, Quercus subgenus) are widely
distributed in Europe. High genetic and morphological variability
has been reported for the Quercus section (=Lepidobalanus; or white
oaks sensu Nixon 1993) of the Quercus subgenus (Herzog 1996,
Gailing et al. 2007). The three main white oak species are Quercus
robur L., Quercus petraea (Matt.) Liebl and Quercus pubescens
Willd.. Several other oak taxa have also been distinguished from the
European broadleaved forests, of which Quercus dalechampii Ten.,
Quercus polycarpa Schur, and Quercus virgiliana Ten. are
important. The two former ones resemble to Quercus petraea sensu
stricto and are usually included in the aggregate of Quercus petraea
sensu lato, while Quercus virgiliana belongs to the aggregate of
Quercus pubescens sensu lato (Schwarz 196 a,b)

In Hungary mixed forests of sessile oak and Turkey oak
(Quercetum petraeae-cerris) cover the largest part of forested area.
The Sikfékut Long-term Ecological Research Site (Biikkk Mountains,
north-eastern Hungary) represents this forest type (Jakucs 1985)

European white oaks differ in the preference for ecological
conditions and grow in various habitats. The distribution of oaks is
mostly dependent on their capacity to resist drought or excess of
water in the soil or even the two phenomena successively (Jones
1959, Johnson et al. 2002). Among the three main white oak species
Q. pubescens is the most drought tolerant one and occupies warm
and xeric sites in Europe (Borovics et al. 1998, Yurukov and Zhelev
2001, Thomas et al. 2002, Gallé et al. 2007, Siam et al. 2009). Q.
petraea grows predominantly on mesic or relatively dry sites on
lower altitude slopes and ridges, whereas Q. robur can populate
lowland sites with wet and temporarily waterlogged soils (Jones
1959, Aas 1998). Q. dalechampii Ten. (Theodoropoulos et al. 1995)
and Q. polycarpa Schur (Matula 2009) are distinct from Q. petraea
sensu stricto in ecological requirements and both are more drought
tolerant and grow in warmer sites. Q. virgiliana have been described
from arid sites of southern Europe (Ofletea et al. 2011).

Nowadays human activities cause increasing atmospheric
concentration of greenhouse gases, thus driving global warming. Q.
petraea, an economically important species is predicted to be
affected by climate change. Currently the introgression of Q.
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pubescens and Q. virgiliana in non-mediterranean regions of Europe
has been reported after the die-back of sessile oak trees in the ‘80s in
Europe. These species are drought resistant, but economically less
important.

Interspecific hybridization is very common between the
species of the white oaks (Lepais et al. 2009, Salvini et al. 2009,
Lepais and Gerber 2011), which increases the genetic diversity in
natural populations of all species (Borovics et al. 1998, Gomory and
Schmidtova 2007, Kanalas et al. 2008). Those oak species or their
hybrids that are more capable to stand dry and hot summer periods
and the quality of their timber is as good as the Q. petraea’s could
be important tools for the future forestry.

The identification of taxa was based on leaf morphological
traits and microsatellite analysis and showed that Q. petraea is
genetically distinct to all other taxa examined.

Plant tissue culture techniques including callus and cell
suspension cultures offer many advantages — e.g. they provide fully
controllable systems - for physiological/biochemical studies. In vitro
cultures established from vegetative tissues are more likely to reflect
the genetic background of original plants/explants, than e.g.
seedlings with uncertain genetic origin. In our department we also
established several tissue cultures from protected monocotyledonous
plants for example Crocus heuffelianus (Demeter et al. 2010).

Even though in vitro cultures represent different
developmental stages and gene expression patterns than mature
plants, cell and callus cultures of sessile oak and pedunculate oak
proved to be excellent models and are currently used for in the study
of osmotic stress-related transcriptional changes and other
physiological responses. They are thought to be suitable for
physiological studies at tissue, cell and molecular level (Gleeson et
al. 2004, Porth et al. 2005, Sunderlikova et al. 2009).

Peroxidases play a role in the scavenging of reactive oxygen
species (ROS) known for elevated levels during drought. The
presence of scavenging systems is a good indicator of drought
tolerance (Ramachandra Reddy et al. 2004). In the absence of
protection against oxidative stress, DNA and RNA damage occurs.
This may be accompanied by increases in the activity of nucleases,
among them, single strand preferring (SSP) nucleases (Ramachandra
Reddy et al. 2004, Roldan-Arjona and Ariza 2009).
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The effects of several stress factors can be studied in actively
dividing meristematic tissues, e.g. root tips at cytological level,
because the structure of chromatin is a sensitive indicator of stress
(Samardakiewicz and Wozny 2005, Beyer et al. 2009, Jambrik et al.
2011, Silva et al. 2011, Beyer et al. 2012).

PEG 6000 is widely used for modeling osmotic stress in
higher plants, due to minimal side-effects and the incapability of
plant cells to metabolize it (see Hohl and Schopfer 1991, Guéth et al.
2010 for examples).

6  Goals of the study

The main goal of this study was to offer a model system based on in
vitro cultures of selected individual white oak trees for the estimation
of their genotype-dependent drought tolerance.

The importance of this model system is that we can examine
physiological responses in axenic in vitro cultures under controlled
conditions, instead of studying the effect of environmental stress in
major trees, avoiding potential superimposing effects of multiple
environmental conditions.

In the first step we wanted to establish stable in vitro cultures

e For working out tissue culture procedures preliminary we
wanted to investigate the microporpagation of Crocus
heuffelianus in order to gain experiences from in vitro cultures.
Though Crocus which were relatively more easily maintainable
is highly far  related from Quercus but also produce
polyphenols. Our aim was apply these observations to work out
the micropropagation method for the more difficult cultivable
Quercus taxa.

e The goal of this study was to establish a procedure for creating
stable axenic tissue cultures (involving callus, organ, embrio
culture and plant regeneration) from the genotypes of several
taxa of the white oaks and their putative hybrids, all are present
in the forest stand of Sikfékat LTER Research Area (NE
Hungary).
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In the second step we wanted to screen physiological responses
produced by drought/ osmotic stress in the callus and organ cultures
of several genotypes of different Quercus taxa. The studied
physiological responses included:

the increase of fresh weight

the capacity of recovery

the organization of chromatin

the activity of peroxidase and ssDN-ase

Our basic hypothesis was that osmotic stress responses will
be different for in vitro cultures derived from explants of drought
sensitive individuals from those of drought resistant genotypes. If in
vitro experiments, changes of fresh weight increases, peroxidase and
nuclease activities confirm the expected responses for non-hybrid
individuals/ taxa (i.e. drought sensitivity of Q. petraea and tolerance
of Q. pubescens and Q. virgiliana), they can be used for monitoring
of drought responses of cultures derived from Quercus genotypes
(e.g. putative hybrids) with unknown sensitivity.

7 Materials and methods

7.1 Preliminary investigation for working out tissue culture
procedures with Crocus heuffelianus explants

We used Crocus heuffelianus for the preliminary in vitro culture
experiments. Crocus heuffelianus belongs to the monocotyledonous
class. Whole plants of Crocus heuffelianus were collected in
March-May 2007. from Radnalajosfalva (Romania). Corms, roots,
foliage leaves, shoot primordia within corms and sterile germinating
embryos were the source explants tested for callus induction. The
surface sterilized (rinsing with 10 % (v/v) Domestos bleach for 3X10
min. and washing with sterile distilled water for 3x5 min.) and
prepared explants were cultured on Murashige and Skoog basal
medium (MS medium, Murashige and Skoog 1962) supplemented
with 2 % (w/v) sucrose, B5 vitamins (Gamborg et al. 1968). The
medium was solidified with 0.8 % (w/v) Difco Bacto agar. The
auxins used were a-naphthaleneacetic acid (NAA) and the cytokinins
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were 6-benzyladenine (BA) and kinetin (KIN). For plant
regeneration we tested a decrease of auxin/cytokinin ratio,
concentration of hormones, carbon sources, and strength of culture
medium. Cultured conditions were 14/10 (light/dark) photoperiod
with temperatures of 22/18 + 2°C. Light intensity was increased
to 60 pmol m?s™. The design of the growth regulator (PGR) content
of tissue culture media was based on the methods of
micropropagation of Crocus sativus and Crocus cancellatus
(Bhagyalakshmi et al. 1999, Plessner et Ziv 1999, Chen et al. 2003,
Darvishi et al. 2006, Ray et Bhattacharya 2008).

7.2 Establishment of tissue cultures from white oaks

For working out appropriate tissue culture system we carried out
preliminary experiments. Firstly we germinated the embryo from
disinfected decoated seeds of Q. robur from Botanical Garden of
University of Debrecen, and the 1-weeks old in vitro grown
seedlings were used as explants.

For establishing the tissue culture for this study, young (2-4
years old) shoots from mature trees of Q. petraea (Mattuschka)
Lieblein, Q. pubescens Willd., Q. virgiliana Ten. and from putative
hybrids were collected from the Sikfékat Research Area, North-
Eastern Hungary, before bud break at early spring of 2010 and
transferred to laboratory. All plant material originated from the same
research area, i.e. ecological conditions were the same for all
explants. These explants were collected from a selected single tree
per genotype and used for tissue culture and subsequent
physiological experiments. The identification of taxa was based on
leaf morphological traits and microsatellite analysis and showed that
Q. petraea is genetically distinct to all other taxa examined. The
shoots were kept under conditions of 22 + 2 °C, 20 pmol m? s PFD
and 12/12 h photoperiod to form young leaves of 12 + 4 mm length
and male catkins. After flushing leaves were used as explants for the
induction of tissue cultures, after surface sterilizing methods
(immersing into 10 % Domestos solution for 3X5 min than rinsing
with distilled water for 3X5 min) .

The induction and maintenance of callus production was
achieved on WPM medium (Woody Plant Medium, Lloyd and
McCown 1980) solidified with 0.8 % (w/v) agar (Difco, Lawrence,
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KS, USA). PGRs used were 0.05 — 4 mg L™ (0.53-21.5 pM) a-
naphthaleneacetic acid (NAA) and 0.05 - 1 mg L™ (0.25-0.5 uM)
indole-3-butyric acid (IBA) as auxins and 0.1 - 4 mg L™ (0.44-17.7
uM) N°-benzyladenine as a cytokinin. All PGRs were from Sigma-
Aldrich, Budapest, Hungary. The design of PGR content of tissue
culture media was based on our observation of previous experiments
and the methods of Seckinger et al. (1979), Tanaka et al. (1995),
Cuenca et al. (1999), Toribio et al. (2004) and Demeter et al. (2010).
Physical conditions for in vitro culture were: 14/10 h photoperiod
with a photon fluence rate of 10 pmol m™?s™ during the light period
and temperatures of 22 + 2 °C/ 18 £ 2 °C.

7.3 PEG treatments

Callus cultures grown on solidified WPM medium were transferred
on liquid medium of the same composition (2 mL culture medium in
10 mL sterile plastic flasks, Labsystem, Budapest, Hungary) and
treated for 24 h with 0-40 % (w/v) polyethylene glycol 6000 (PEG
6000, VWR, Leuven, Belgium). During treatments with the
osmoticum, cultures were gently shaken (100 rpm) on a rotatory
shaker (E. Biihler KS-15, E. Biithler GmbH, Hechingen, Germany).

7.4 Analysis of the percentage of fresh weight increase

Fresh weight (FW) of calli was measured at the start and the end of
PEG 6000 treatments. Before FW measurement at the start of
experiments, excess liquid medium was removed by gentle
centrifugation without affecting callus growth and viability (1000
rpm, 5 s on a Heraeus Biofuge, Kendro Laboratory Products, Harau,
Germany). Percentage of FW increase was calculated on the basis of
the difference between FW at the end and at the start of experiments.

Enzyme activities were measured directly after treatments
with the osmoticum.

7.5  Recovery experiments

Following PEG 6000 treatments, cultures from PEG containing
medium were washed out two times by gentle shaking (100 rpm) in
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the presence of liquid culture medium lacking the osmoticum
followed by further culture on agar- solidified medium for 30 days.
Fresh weight of recovered calli was also measured as described
earlier. Beside FW measurements at the start and end of culture
period, the presence of viable, green callus tissue at the end of
culture was monitored as well.

7.6 Preparation of callus extracts

For the determination of enzyme activities, control and PEG 6000
treated calli were collected, pulverized in liquid nitrogen, and
homogenized with 100 mM KH,PO,/K,HPO, (VWR) pH: 7,2, 8
mM MgClI, (Reanal, Budapest), 4 mM DTT (Sigma) 1 V/V% Triton
X-100 (Reanal), 2 w/v PVP (Merck). The homogenates were
centrifugated (13.000 x g, 2x30 min, Biofuge) the supernatant was
used as crude protein extract. Protein content was determined by the
method of Bradford (1976) using bovine serum albumin as standard.
The extract was stored in -80 °C until using up.

7.7 SSP nuclease activity gels

The activity of SSP nucleases was assayed on polyacrylamide gels,
basically as described before (Jambrik et al. 2011). Protein extracts
(20 pg/well) were loaded on SDS- and single- stranded DNA
containing polyacrylamide gels along with a molecular weight
marker (Sigma-Aldrich). Electrophoresis was performed at 4 °C.
After renaturation of enzymes, gels were incubated in Tris-HCI, pH
6.8 (14 h, 39 °C) for assaying their activity, stained with 0.5 pg ml™
ethidium bromide (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary) and
examined with an UV transilluminator. SSP nuclease activities
appeared as clear bands, not stained with ethidium-bromide.

7.8  Peroxidase activity gels

The activity of peroxidase was assayed on polyacrylamide gels.
Protein extracts (10 pg /well) were loaded on native 7.5 % (w/v)
polyacrylamide gels. Electrophoresis was performed at 4 °C,
followed by gel staining in the first case for 30-60 min in a buffer
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containing 100 mM sodium acetate (VWR), 10 % (v/v) hydrogen
peroxide and 1 mM guaiacol. or in the second case incubating for 60
min in buffer 50mM K,HPO,/KH,PO, pH7,5, afrter than staining for
15-30 min in a buffer 50mM K,HPO,/KH,PO, pH 7,5 supplemented
with 20mM pirogallolt, and 5mM H,0,.

Peroxidase activity was visible due to dark-coloured
tetraguaiacol or purporogallin bands (Tauber 1953, Dixit 2011,
Ghadiri et al. 2013).

7.9 Method of polyacrylamide gel pattern evaluation

Total enzyme activities on gels were quantified with the aid of
CpAtlas® software and expressed as relative band intensities, where
the value of control activities was 1. The molecular weight of
ssDNase isoenzymes was estimated with the UVI-TEC® software.

7.10  Method of microscopical analysis

For microscopical analysis tissues were fixed overnight in 4% (v/v)
formaldehyde in phosphate buffered saline (PBS). After fixation,
samples were washed with PBS and placed in 40% (w/v) sucrose for
4 h to protect tissues during freeze sectioning. Tissues were
embedded in TBS tissue freezing medium (TBS, Durham, NC,
USA). Sections of 10-15 mm thickness were made by a Leica Jung
Histoslide 2000 microtome (Leica, Nussloch, Germany). Sections
were collected in PBS.

For evaluation of mitotic changes the chromatin structure of 4
mm long root tips was stained as described before (Beyer et al. 2009)
and modified in our laboratory. Longitudinal sections were
permeabilized with 0.5% (v/v) Triton X-100 (Reanal) for 15
minutes, then were washed with PBS, and stained with 5 pg ml™
4’ 6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Fluka, Buchs, Switzerland)
for 1 h.

Visualization of chromatin was carried out using an Olympus
Provis AX-70/A fluorescence microscope equipped with an
Olympus Camedia 4040 digital camera. Autofluorescence and
nuclear DNA were observed with the aid of a 320-360 nm excitation
filter.
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7.11  Data analysis

All experiments were performed at least four times with six parallel
samples per experiment for each genotype and representative
experiments are presented in the Results section. The mean + SE of
quantitative data was calculated and plotted with the aid of Sigma
Plot 10.0 software, where it was appropriate. Plots represent mean +
SE values for different calli/ the respective individual genotype.

8 New scientific results and discussion

8.1  Development of tissue culture procedures using Crocus
heuffelianus explants

Shoot primordia from corms and 1 week old seedlings were the most
suitable for establish stable callus culture from Crocus heuffelianus.
A low percentage of axenic seeds could germinate, and germinating
was started after several months. We induced an embryogenic callus
lines from those explants on MS* medium supplemented with 2%
(w/v) sucrose, 10 mg I NAA 1 mg | * BA and solidified with 0,8%
agar. The high auxin/cytokinin concentration and ratio was suitable
for maintenance of embryogenic calli. Decreasing the hormone
concentration and subsequent inverting the auxin/cytokinin ratio led
to embryogenesis. Root regeneration required the direct transfer of
embryogenic calli to hormone-free medium or % diluted MS*
medium supplemented with 1% sucrose, decreased auxin /citokinin
concentration. Plant regeneration was achieved in 3 steps. Firstly a
decrease of auxin/cytokinin concentration and ratio then secondly
a decrease in the strength of culture medium and the concentration of
carbon source was used, which was effective in embryo germination.
Finally when we added 25 mg I* GA; and 100 mg I"* ascorbic acid
to the germinating medium and raised the BA concentration to 2
mgl™ plant regeneration and corm development was obtained.
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8.2  4.1.1. Establishment of tissue culture from white oak taxa
8.2.1  Establishment of callus culture from Q. robur

The germination of Q. robur seeds was achieved in 1 week
irrespective of the contents of micro and macroelements of media. In
the presence of 25 mgl™ GA; multiple shoots were induced from the
intact embryos. Gibberellins consistently elongated the internodes of
the oak, the length of the main stem axis was increased, but the
growth of the leaf area was failed to come, and the frequency of
darkening of roots increased with increasing concentration of GAa.
These results coincide with the general effect of gibberellins.
Gibberellins increase cell division, but inhibit the differentiation of
meristems, and diminish or prevent the formation of roots (Gaspar et
al. 1996).

On the media supplemented with various concentrations of
auxins and cytokinins calli were induced on different parts of the
seedling. Calli could be obtained from the root of the seedling on
media with high cytokinin/ auxin ratio. On media with inverse
growth regulator ratio, calli developed from the cotyledons. Callus
induction from cotyledon tissues proximal to the embryo axis was
achieved in the auxin free medium supplemented with BA. PGR
content of culture media used for culture maintenance (4 mg L™
NAA and 0.5-1 mg L* BA) was independent of explant type,
identical to media used by Cuenca et al. (1999), Toribio et al. (2004)
and San-José et al. (2010), and differed from the callus initiation
media.

8.2.2  Establishment of callus cultures from young leaves and
catkins of taxa from the field of research

We have established stable callus lines from the catkins of Q.
petraca and Q. polycarpa and from young leaves of numerous
Quercus genotypes belonging to the Quercus section of Quercus
subgenus. These cultures were suitable for plant osmotic stress
response studies. We established two lines of callus from catkins of
Q. petraea. One of them was compact and embryogenic, while the
other was light yellow, fragile and recalcitrant to in vitro
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manipulation. The most suitable basal medium for the callus
induction and maintenance was WPM supplemented with 100 mgl™
ascorbic acid. Phenolic compounds are known to accumulate in high
quantities to various parts of the oaks including bark, wood, leaves
and calli grown in vitro (Krajci and Gross 1986, Romano and
Martins-Loucao 1992, Bajaj 1993, 1996). The increase of browning
of the tissue and culture media was a reaction to injury when tissues
are wounded. When we prevent contacting between the wounded
surface of the callus and the media by submerging only the unhurt
part of the tissue into media, we could control exudation of the
phenolic compounds to the culture media, and could moderate
browning. Cytokinin and auxin were essential for induction and
maintainance of callus cultures. The most suitable PGR
combinations for callus induction and maintenance were genotype
dependent but in general were 2-4 mg L™ NAA with 0.5-1 mg L™
BA. This combination of PGR is identical to media used by Cuenca
et al. (1999), Toribio et al. (2004) and San-José et al. (2010).

8.2.3  Root morphogenesis

The lines of Q. pubescens, Q. virgiliana, Q. dalechampii and their
putative hybrids produced abundant roots, when they were long-term
(more than 90 days) cultured on callus induction and maintenance
media in case of the high auxin/cytokinin ratio. These taxa are
closely related confirmed by microsatellite data and belong to the
more drought tolerant Quercus taxa considering their ecological
demands. On the other hand calli of the drought sensitive Q. petraea,
Q. polycarpa and their putative hybrids which are genetically more
distinct to all other taxa were not able of root regeneration. There is a
relationship between the root regeneration ability and the drought
stress tolerance.

8.2.4  Shoot morphogenesis

Efficient somatic embryogenesis was achieved through a gradual
decrease of auxin and cytokinin content and embryo germination and
shoot regeneration could be obtained on media with high cytokinin/
auxin ratio but an overall low level of PGRs in case of Quercus
petraea. This strategy is similar to the procedure of Toribio et al.
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(2004) Callus lines of D137, A211 and B50 were capable of shoot
regeneration as well, but this was achieved either on the same media
as those used for callus induction (B50), or by a moderate reduction
of NAA and/ or BA content (D137, A211). At low PGR
concentrations (0.1 mg L™ BA + 0.05 mg L™ NAA) they have lost
viability (data not shown). These distinct morphogenetic responses
showed different genetic origin of explants and confirmed
microsatellite data. Nevertheless these shoots were not viable: they
couldn’t develop into plants. Calli of D89 and A75, A85, C211, K28,
C102 were not capable of shoot differentiation at all. These taxa
were only capable of randomly producing organoids and /or
adventitious roots from the periphery of calli. The calli of A71 and
one of the A149 calli derived from catkins didn’t show
morphogenetic response during the cultivation. It should be noted
however, that the success of regeneration in tissue cultures is
strongly dependent on genotype, explant type and culture conditions.

8.3 Effect of PEG 6000 on water loss of calli

The measurement of fresh weight after treatment with the osmoticum
revealed that for the drought sensitive A149, water loss occurred at
10 % PEG 6000 and increased progressively as PEG 6000
concentrations increased. In contrast, A75 and B50 (drought stress
tolerant) were resistant to water loss that occurred only at 40 % PEG
6000. Putative hybrids were intermediate with respect to the effects
of the osmoticum, water loss of A211, D137, D89 occurred at 20%
PEG 600. We suppose that the more drought tolerant taxa could
counterbalance more successfully the disadvantageous osmotic
conditions. These taxa may accumulate more efficiently osmotically
active compounds in their cells therefore decreasing their water
potential, and preventing water loss.

8.4 Recovery

At recovery after osmotic stress, changes of FW showed that for
A149, callus growth was slightly stimulated by 10 % PEG 6000, but
inhibited at higher concentrations, while for A211 and B50 there was
a transient stimulation at 5-10 % PEG 6000. 40 % PEG 6000
inhibited the growth of A211 calli and 20-40 % PEG 6000 inhibited
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the growth of B50 calli after washout of the osmoticum. In case of
culture lines D137, D89 and A75, there was a general inhibition of
callus growth by PEG 6000. Concerning the presence of viable,
compact, green callus tissue during recovery experiments, we have
made the following observations. For A149 (Q. petraea), this type of
tissue was not present at pretreatment with 10-40 % PEG 6000: it
was replaced by necrotic-like, browning tissue that suggested the
accumulation of phenolic compounds as a stress reaction. In contrast,
for A75 (Q. pubescens) and B50 (Q. virgiliana), tissue viability
persisted even at 40 % PEG. D89 as a putative hybrid between Q.
petraea and Q. pubescens, was intermediate in this respect: callus
viability was lost only at 20-40 % PEG. The putative hybrids D137
and A211 behaved similarly to A75 and B50.

8.5  Effect of PEG 6000 on activity of peroxidase in Quercus in
vitro cultures

Concerning peroxidase activities, one band with strong activity
appeared in all investigated cultures in case of both methods of
detection. In case of D89, A211 and A75 a minor additional band of
guiacol peroxidase appeared. Interestingly, this band was inducible
by PEG in case of A75, that is, it was detectable only during osmotic
stress. This additional band further supported microsatellite data: in
case of the genetically more distinct lines A149 (Q. petraea) and
D137 it was not present, while it appeared in genetically related
culture lines mentioned.

In case of presumably drought sensitive taxa, PEG induced
insignificant transient increases, no significant changes or decreases
of guaiacol-peroxidase activities in callus. In contrast, for
presumably drought-tolerant taxa (A75, B50), PEG treatments led to
significant increases of peroxidase activities. This means that ROS
cannot be scavenged in drought-sensitive taxa but drought-tolerant
taxa are expected to be able of scavenging ROS efficiently. A
decreasing activity could be observed in the case of putative hybrids
D89 and A211 as well, but transient increases were detectable,
showing the intermediate response between the drought sensitive
A149 and the more drought tolerant A75 confirming the taxonomic
identity determined by the analysis of leaf morphological traits. Calli
of D137 showed similar trends to the drought tolerant taxa. The
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activity of peroxidase was higher than the control even in the case of
40% PEG 6000 treatment. There were similar tendency when we
used pirogallol for the detection of peroxidase enzyme bands.

8.6  Effect of PEG 6000 on the activity of ssDNase in Quercus
in vitro cultures

Activity gels revealed that SSP nuclease isoenzyme(s) with
molecular weight(s) in the range of 45-55 kDa were present and
active in all culture lines. In the genetically related lines A211, B50
and A75, two bands appeared at PEG 6000 treatments, both in the
molecular weight range of 45-55 kDa. PEG 6000 induced the
appearance of one additional band. It should be noted however, that
many nucleases are glycoproteins and the presence or absence of
glycoside residues depends on the physiological state of cells (Desai
and Shankar 2003). Therefore it is possible that double bands
detected reflect a single protein with different glycosylation states.

We analysed one dominant band which was detected at 50
kDa. In control cultures, this activity was weaker in lines A149,
D137 and D89 as compared to A211, B50 and A75. The effects of
PEG 6000 treatments were dependent on culture line/ genotype.
Except A75 (Q. pubescens) cultures, osmotic stress induced transient
increases in nuclease activities as compared to controls, with
maximal activities at 5-20 % PEG 6000. The strongest activity
increases were detected for A149 (Q. petraea) and the putative
hybrids D89 and A211. In case of B50 and D137 there was only a
slight stimulation of SSP nuclease activity by PEG. In case of A75,
PEG 6000 did not increase notably the enzyme activity.

This means that ROS cannot be scavenged in drought-
sensitive taxa, followed by DNA strand breaks leading to activity
increases of nucleases probably involved in repair. Drought-tolerant
taxa are expected to be able of scavenging ROS efficiently, thus
DNA strand breaks occur probably with less frequency.
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8.7  Effect of PEG 6000 on the organization of chromatin in
callus-derived roots of Quercus taxa

In root tip meristematic cells of less drought stress tolerant D89 line,
the formation of lagging chromosomes was induced by treatment
with 10 % PEG 6000.

Nevertheless, chromosome organization of the more osmotic stress
tolerant A75 line was normal even after PEG 6000 treatment. The
control root tip meristematic cells were comparable with those
treated with 40 % PEG6 000. PEG 6000 didn’t induce change in
chromatin organization that would be related to programmed cell
death or necrosis.

To sum up, all physiological changes induced by osmotic stress in
tissue cultures of selected oak individuals/ taxa indicated that Q.
petraea cultures were drought sensitive and Q. pubescens, Q.
virgiliana cultures were drought tolerant (table 9). This confirmed
previous findings on drought sensitivity of these species and
ecological requirements reported for growth in their natural
populations habitats, and proved our hypothesis: such in vitro
cultures can be used for modelling stress responses for taxa where
they were not previously studied. Concerning cultures derived from
putative hybrids of unknown drought sensitivity, they were
intermediary in terms of drought tolerance. In spite of our
expectations based on taxonomic identity determined by the analysis
of leaf morphological traits, calli of D137 (a putative hybrid between
Q. petraea and Q.dalechampii), showed to be more tolerant, while
calli of A211 (a putative hybrid between Q. virgiliana and Q.
polycarpa) showed to be less tolerant to osmotic stress than calli of
D89 (a putative hybrid between Q. petraea and Q.pubescens). In
general, microsatellite data confirmed relatively high genetic
distances between drought sensitive and drought tolerant oak
individuals/ taxa.

Our results confirm that tissue cultures of oak are suitable, simplified
experimental model systems for screening drought/ osmotic stress
responses of field grown oak plants with different genetic
background and could be of general applicability for plant stress
biology research.
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This study indicates that drought/osmotic stress tolerance is
associated to increased capacity of scavenging reactive oxygen
species and hence less susceptibility to DNA damage.
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