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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
ACC = 1-aminociklopropan-1-
karboxilsav

ACLS = acaulis5

ACO = 1-aminociklopropan-1-
karboxilsav oxidaz

ACS = 1-aminociklopropan-1-karboxilsav
szintaz

ADC = arginin dekarboxilaz

AFLP = Amplified fragment length
polymorphism (amplifikalt fragmentum-
hossz polimorfizmus)

ATP = adenozin trifoszfat

dcSAM = dekarboxilalt S-adenozil-L-
metionin

FVADC::sGFP = Fragaria vesca L. cv.
‘Riigen’ S-adenozil-L-metionin
dekarboxilaz::sGFP faziés konstrukcio
FvSPDS::sGFP = Fragaria vesca L. cv.
‘Riigen’ Spermidin szintdz::sGFP faziés
konstrukcio

GABA = y-aminovajsav

IAA = Indole acetic acid (indolecetsav)

NAA = Naphthaleneacetic acid (naftil
ecetsav)

NADPH-oxid4z = Nicotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfat oxidaz

NLS = Nuclear localization signal
(sejtmagi lokalizaciés szignal)

NOD = Nucleolar localization sequence
detector (sejtmagvacska lokalizacios jel
érzékelo)

OD = optikai denzitas
ODC = ornitin dekarboxilaz

ORF = Open reading frame (nyitott
leolvasasi keret)

PAO = poliamin oxidaz
PUT = putrescin

gPCR = Quantitative real-time
polymerase chain reaction (kvantitativ
valos idejii polimeraz lancreakcio)

ROS = reactive oxigen species (reaktiv
oxigén fajtak)
SAM = S-adenozil-L-metionin

SAMDC = S-adenozil-L-metionin
dekarboxilaz

SAMS = S-adenozil-L-metionin szintaz

sGFP = synthetic green fluorescent
protein (szintetikus zold fluoreszcens
fehérje)

SPD = spermidin

SPDS = spermidin szintaz
SPM = spermin

SPMS = spermin szintaz
VT = vad tipus






2. BEVEZETES ES CELKITUZES

A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és Biotechnolégiai Intézetének
jogeldédei korabbi kutatasai soran Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta receptakulum és az
aszmag szovetek RNS-ujjlenyomatat tanulményoztak. CDNS-AFLP moddszerrel expresszids
valtozast mutato géneket azonositottak a gytimolcsérés zold, fehér, rozsaszin €s piros szakaszaiban
izolalt RNS-ekbdl kiindulva. 130 transzkriptum eredetli részleges cDNS-t izolaltak ¢és
szekvenaltattak. A szekvenalt transzkriptumok kozott volt a poliaminok metabolizmusaban
résztvevod spermidin szintaz (DQO074728.1) is. A ndvényekben a poliaminok bioszintézisét az
arginin dekarboxilaz (ADC), a SAM dekarboxilaz (SAMDC) és a spermidin szintdz (SPDS)
szabalyozza. Korabbi kisérleteink alapjan kideriilt, hogy bar az etilén és a poliaminok részt
vesznek a gyliimolcsérésben, azonban mas bioszintetikus Gitvonalakban is szerepet jatszhatnak. A
nem-klimaktérikus szamoca ¢€s a klimaktérikus gyiimdlesok esetében eltéré moédon vesznek részt
a poliaminok a gylimdlcsérésben. Amig a nem klimaktérikus szamocaban a spermidin, és a
spermin mennyisége nagymeértékben emelkedik az érés eldrehaladtaval, addig a putrescin szint
fokozatosan csokken. A poliaminok javitjdk a membranstabilitist az ozmotikus allapot
szabalyozasan keresztiil, segitik a szabadgyokok negativ hatdsainak kivédését, és hatassal vannak
a sztomak nyitottsagara is. A Kkifejezetten két polipeptid Osszekotésére alkalmas y-glutamil
poliamin-szarmazékokoknak fontos szerepiik van a struktGr-, enzim-, és szignalfehérjék
poszttranszlacios modositasaban. Az arginin lebontasat tobbek kozott az arginin dekarboxilaz
enzim (ADC; EC 4.1.1.19) végzi, a reakcio soran agmatin és CO. keletkezik. Az agmatint az
agmatindz enzim tovabb alakithatja putrescinné, igy a poliamin bioszintézis felé¢ terelve a
szubsztratot. A spermidin egy a novényekben is természetes moédon eldforduld poliamin forma,
kémiailag 1,8-diamino-4-azaoktan. A spermidin egy dcSAM putrescinhez kapcsolasabdl jon létre,

melyet a spermidin szintdz enzim katalizal.

A szamoca etiléntermelésében résztvevé S-adenozil-L-metionin szintiz (FVSAMS),
valamint az etilén ¢és poliamin bioszintézis kozos enzimét kodolo S-adenozil-L-metionin
dekarboxilaz (FVSAMDC) gének jelentdségét az abiotikus stresszekkel szemben korabbi
tanulmanyainkokbdl mar ismerjiik. Ezekbdl a kisérletekbdl kideriil, hogy mindkét gén fokozott
transzkripcioja elonyosen befolyasolja a stressztoleranciat a vizsgalt Nicotiana benthamiana D.
novények esetében. A spermidin tobbletet termeld ndvények jobb gylimdlcsmindséget és
kedvezdbb beltartalmi mutatokat produkaltak, mint a kontroll tarsaik. A kiils6leg alkalmazott
spermidin kezelés hatasa jo1 ismert paradicsom esetében, am kevés a hasznosithato informacié a
gyiimdlcsterm6k vonatkozasaban. Kisérletekkel bizonyitottdk, hogy az utdérd &szibarack

gyiimdlcsének puhulasa lassithatdé spermidin permetezéssel. Hasonld kisérletekben a csdkkend



etilén mennyiség mellett a poliamin metabolizmus két kulcsenzimét (ADC és SAMDC) kodolo

gének expresszidja is csokkent.

A poliaminoknak az abiotikus stressztolerancia kialakitdsdban jatszott szerepérdl egyre
tobbet tudunk, a hatdsmechanizmusuk azonban még szamos kérdést vet fel. Ami azonban
biztosnak latszik, az az, hogy a fokozott poliamin tartalmak segitenek a stresszekre reagalni a
novényekben, igy fenntartva a normalis miikodésiiket. A poliaminok ndvelik a sejtek kiilso és
bels6 membranjainak stabilitasat, csokkentik az oxidativ sériilések mértékét, pufferelik az
ozmotikus allapotot. Ezenkiviil az egyes poliaminformak eldsegitik a szabadgyokok eliminalasaért

felelds antioxidans enzimek termel0dését.

Az eddigi tanulmanyokban mar kiilon-kiilon vizsgaltdk az ADC ¢és a SPDS enzimek
tultermeltetésének hatasat és bizonyitottak, hogy mind az ADC, mind a SPDS tultermeltetése
fokozza a novények kiilonféle abiotikus stresszekkel szembeni toleranciajat. Ennek ellenére egy
kisérleti rendszerben még nem vizsgaltak ezt a két enzimet. A kisérletben a vad tipusu dohany
novényeket in vitro 150 mg/l argininnel, 10 mg/l putrescinnel, és 10 mg/1 spermidinnel kezeltiik.
A FvADC transzgénikus vonalakat 150 mg/l arginin és 10 mg/l putrescin, a FvSPDS vonalakat
10 mg/l putrescin valamint 10 mg/l spermidin kezelésnek tettiik ki. Meghataroztuk a klorofill a és
b, a lignin és prolin tartalmat, a poliaminok mennyiségét, valamint a poliaminok egymashoz

viszonyitott aranyat.

Elsédleges célunk az emlitett arginin dekarboxilaz €s spermidin szintaz enzimeket kédold
gének ¢és azok hatdsmechanizmusanak mélyebb megértése volt, igy kozelebb juthatunk a

poliaminok megismeréséhez.

Tovabbi célkitiizésiink volt, hogy Osszehasonlitdé vizsgalatot végezziink el a kontroll,
illetve a hosszutava arginin, putrescin és spermidin kezelésnek kitett a nem ut6érdé Fragaria vesca
L. cv. Riigen szamdcabol izolalt Fragaria vesca arginin dekarboxilaz (FVADC) és spermidin

szintdz (FVSPDS) enzimet taltermel6 Nicotiana tabacum L. vonalak és annak vad tipusa kozott.

Ez a Kkisérleti beallitas lehetévé teszi, hogy a vizsgalt ndvényélettani paraméterek
kvantitativ médon viszonyithatdéak legyenek egymashoz, igy tisztdbb képet alkothatunk a két

enzim szerepérol.

Mivel a kisérletben alkalmazni kivant pGWB405 binaris vektor a konstitutiv CaMV35S
promotert tartalmazz és a vizsgalni kivant inszertek (FVADC, FvSPDS) a sGFP-vel torténd C-



termindlis fOzionaltatdsra alkalmas, tovabbi célként tlztik ki, hogy meghatarozzuk a

FVADC::sGFP ¢és a FVSPDS::sGFP enzimek szubcellularis lokalizaciojat.

Végiil célul tiztik ki, hogy az eredmények értékelésével feltérképezziik a vizsgalt
paramétertek értékei kozotti dsszefliggéseket, valamint a taptalaj-kiegészitok, illetve az atvitt

gének hatasat is kimutassuk.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A poliaminok biolbgiai szerepe a névényekben

A poliaminok és a prolin a legfontosabb nitrogéntartalmi novényi ozmolitok (Bouchereau
et al., 1999; Kavi Kishore et al., 1995; Tarezynski et al., 1993). A poliaminok (PA) legalabb két
aminocsoporttal rendelkezé Kis molekulatomegii alifas nitrogéntartalmi vegyiiletek (Xu et al.,
2009). A spermidin (Spd), spermin (Spm) és a kozvetlen prekurzor molekulajuk, a diamin
putrescin (Put) alapvetd és Iétfontossaga poliaminok, melyek minden €16 szervezetben jelen
vannak. (Liu et al., 2016; Liu et al., 2017; Tun et al., 2006). A névények minden sejtjében
megtalalhatok, még a sejtmagban €s az embridban is, ami az alapvetd sejtszintli folyamatokban
betoltott fontos szerepiik egyértelmii bizonyitéka (Bouchereau et al., 1999; Galston et al., 1997,
Walden et al., 1997; Xu et al., 2015).

A poliamin szintek nagyban fliggenek a ndvény fajatol, egészségi allapotatol, a szervtdl, a
szOvet tipusatol, valamint a fejlodési stadiumtol (Kuznetsov és Shevyakova, 2007). A poliaminok
nem tartoznak a fitohormonok ko6zé, hatasuk azonban azokéhoz hasonld. Szamos élettani
folyamatban vesznek részt, igymint a ndvekedés, a szeneszcencia, a Stresszvalasz reakciok
(Mariani et al., 1989; Nambeesan et al., 2008). A sejtszintli poliamin felvétel nagyon gyors
folyamat, néhany perc alatt eléri a telitettséget. A feleslegben rendelkezésre allé poliaminokat a

sejt a vakuolumban tarolja (Bagni és Pistocchi, 1991).

Ipari felhasznaldsuk soran a poliaminok polimerképz6- ¢és kationos tulajdonsagat
hasznaljak Ki. Foleg papirgyartasban, festékgyartasban vagy szennyvizek kezelésénél
alkalmazzak. Koagulansként a lebegd anyagok kicsapasaval segitenek a viztisztitasban vagy a
szilard fazis kinyerésében, de radioaktiv uran eltavolitasara is alkalmasak (http1; Joo et al., 2003;
Yue et al., 2008; Zhang et al., 2022). Kiils6leg adagolt poliaminok eldsegitik a sz6l6
mikrodugvanyok in vitro gyokeresedését (Martin-Tanguy és Carré, 1993). A biolisztikus
transzformacional hasznalt arany vagy wolfram részecskék feliiletén a DNS vagy RNS
molekuldkat a spermidin kationos tulajdonsagat kihasznalva kotik meg (Sanford et al., 1993;
Sivamani et al., 2009). A tomegspekstroszkopiaban hasznalt izoelektromos fokuszalas akrilamid
géljéhez zwitterionos poliamin komplexet adva jobb elvalasztdst és hatékonyabb
azonosithatosagot lehet elérni (Esposito és Porta, 2003; McWhinney et al., 1995). A poliaminok
egyik tovabbi biotechnoldgiai felhasznalasi teriilete a sejtkultirak felszaporitasanak eldsegitése.

Komplex poliamin tartalmu készitményekkel lerovidithetd a sejtkultiirdk (élesztd, baktérium vagy

10



ndvényi szarmazast) felszaporodasanak ideje, valamint a nehezen tenyészthetd sejtek kultiraiban
is segit. Human limfocita és zigotikus sejtek tenyésztésénél is hasznaljak (http2; Lenis et al., 2017).
A poliaminok kozponti szerepet toltenek be a tumorok kialakuldsdban, mivel szabalyozzdk a
sejtosztodast, génexpressziot, a DNS- és fehérjeszintézist, az oxidativ stresszekre adott reakciokat
¢és az apoptozist. A poliamin bioszintézis gatlasaval csokkentheté a tumor novekedése, fejlédése
(Moinard et al., 2005; Takigawa et al., 1990). A magok poliamin oldatba martasa korabbi és
egységesebb csirazast eredményez paprika, kukorica és biiza esetében is. A csirdzasi id6 akar 50%-
kal is csokken, a magok nagyobb aranyban csiraznak ilyen kezelés hatasara. NO a csira és a gyokér
hossza, a friss és szaraztomeg, valamint a kihajtas eréssége is (Alharby et al., 2020; Yang et al.,
2016).

A poliaminok fontos szerepet toltenek be az abiotikus és biotikus stressz tolerancia
kialakitasaban, valamint a stresszekre torténé valaszreakciokban (Alcazar et al., 2010a; Kasukabe
et al., 2004). A poliaminok javitjak a membranstabilitast az ozmotikus allapot szabalyozasan
keresztiil, segitik a szabadgyokok negativ hatasainak kivédését, €s hatassal vannak a sztomak
nyitottsagara is (Liu et al., 2007; Roy et al., 2005). A poliaminok jol szallitddnak a novény szovetei
kozott, igy az egész ndvényre kiterjedd szignalmolekulaként is el tudjak latni funkciojukat (Pal et
al., 2015; Szalai et al., 2017). A poliaminok bioszintézise tobb helyen kapcsolodik mas vegyiiletek
eloallitasaval, igy a szalicilsav képzddéssel is. A poliaminokkal egylitt a szalicilsav is segit az
abiotikus stresszek kivédésében, még a kényes akklimatizacio alatt is (Janda et al., 2014; Pal et
al., 2006). Megfigyelhetd volt a poliaminok és a szalicilsav szintek egyidejii emelkedése
stresszhelyzetben (Pal et al., 2013). Egyes vizsgalatok kimutattik a szalicilsav koncentracidjanak
kozvetlen hatasat a poliamin bioszintézisre is (Németh et al., 2002; Szepesi et al., 2011). A
poliaminok Kkationos tulajdonsaguk miatt konnyen alakitanak Ki kotést anionos jellegii
makromolekulakkal, mint a DNS, RNS, foszfolipid membranok, lignin és fehérjék (Gill és Tuteja,
2010; lgarashi és Kashiwagi, 2015). Ezek jellemz6en reverzibilis kotédések, melyek altal a kotott
molekula kémiailag és fizikailag is stabilabb lesz (Bachrach 2005; Smita és Upendranath, 2008).
A poliaminok szamos formaban kotédhetnek fehérjékhez, leggyakoribb eset a poliaminok primer
amincsoportja, és egy fehérje endoglutaminja kozotti kovalens kotés (Kuznetsov és Shevyakova,
2007). Kifejezetten két polipeptid Osszekotésére alkalmas y-glutamil poliamin-szarmazékok
fontos szerepet jatszanak a struktar-, enzim-, és szignalfehérjék poszttranszlacios modositasaban.
A kotés specifikus, csak jol hozzaférhetd glutamin esetében johet 1étre, a célfehérje aminosav
szekvencidja nem befolydsolja. A molekulaméret miatt a putrescin képezi a legrovidebb hidat, a

spermin a leghosszabbat, igy nagyméretli fehérjeaggregdtumok johetnek létre a poliaminok
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segitségével (Dondini et al.,, 2003). A poliamin-konjugatumok szabalyozzdk a szabad
poliaminszintet. valamint azok transzlokacidjaért is felelések (Havelange et al., 1996; Martin-
Tanguy, 2001). A szabad poliaminszintek szigor(i homeosztatikus szabalyozas alatt allnak, igy

koncentraciojuk nem éri el a toxikus szintet (Kuznetsov és Shevyakova, 2007).

3.2. A poliaminok biolégiai szerepe a gyiimolcsérésben
A gyiimélcsok érése soran a sejtek szamaban (és méretében), cukor- és savtartalmaban,
textirajaban, szinében, izében ¢és aromdjaban bekdvetkezd valtozasokat a fitohormonok
szabalyozzak. A gyimdlcsérés lefolyasat kétféle tipusba sorolhatjuk: ut6éré (klimaktérikus) és
nem ut6érd (nem-klimaktérikus). A klimaktérikus gyiimdlcsérést klasszikusan a paradicsom
(Solanum lycopersicum L.) példajan keresztiil vizsgaljak. Az etilén kulcsfontossagli az érés soran
(Alexander és Grierson, 2002). A paradicsomban az érés kezdetekor a narancssarga fazisban

nagymértékben megnd az etiléntermelés, majd az érés eldrehaladtaval csokkenni kezd (Van de
Poel et al., 2012).

A nem-klimaktérikus gylimolcsérés megismerésére alkalmas a szamoca (Fragaria X
ananassa Duch.) novény. Ez a kis méretli modellndvény éveld, koran termdre fordul, generativan
¢és vegetativan is szaporithat6, valamint j61 tlri az in vitro koériilményeket (Jiu et al., 2018). A
szamdcaban az etilén mennyisége a zold érési fazisban a legnagyobb, a fehér fazisra visszaesik,
ezt kovetben a piros érési fazisig kismértékben megint emelkedik (Kovacs et al., 2020; Perkins-
Veazie, 1995; Perkins-Veazie et al., 1996; Sun et al., 2013), a szamo6cagyliimdles érésekor nincs
etiléncstics. A szamdca gyiimolcs érését tehat nem csak az etilén, hanem szamos ndvényi hormon
egylittesen szabalyozza (Shen ¢és Rose, 2014). A szamoca gyimdlcs fejlodése soran az
abszcizinsav (ABA) szint emelkedése, az indolecetsav (IAA) mennyiségének csokkenése, arra
enged kovetkeztetni, hogy ezen hormonok aranya szolgal szignalként a gyliimolcsérés kovetkezd
fazisba torténé Iépéskor (Perkins-Veazie, 1995). Az indolecetsav onmagaban indukalja a
receptakulum sejtjeinek megnyulasat, ezzel egyidejiileg gatolja az érés elérehaladasat (Given et
al., 1988) Az emelkedé ABA (abszcizinsav) koncentracio ezzel szemben segiti a gyiimolcsérést
(Jia et al., 2011). Az exogén etilén (vagy etilén-analdg) alkalmazasa represszalja a gyiimodleshus
puhulasaban szerepet jatszo szamos gén expresszidjat, igy lassitja az érést (Bustamante et al.,
2009; Castillejo et al., 2004; Trainotti et al., 2001). A szamocagyiimélcs érését az etilén, az
abszcizinsav a gibberelinsav, az auxin, a jazmonsav és a brasszinoszteroidok egyiittesen
szabalyozzak (Chai et al., 2013; Concha et al., 2013; Csukasi et al., 2011; Given et al., 1988; Li
etal., 2011).
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A poliaminok a szamoca gylimdlcs fejlddésében és érésében is nélkiilozhetetlenek (Guo et
al., 2018; Tilak és Raymond, 1996). A poliaminformak mennyiségének valtozasat a szamdca

gylimdlcsének érése sordn a 1. abra szemlélteti.
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1. abra: A poliamin formak mennyiségének valtozasa a szamoca érése soran. A spermidin, és a
spermin mennyisége nagymértékben emelkedik a szamoca érésének elérehaladtaval, viszont a
putrescin szint fokozatosan csékken (Guo et al., 2018 nyoman).

A poliaminformak egymashoz viszonyitott aranyanak nagyobb a hatasa, mint azok relativ
mennyiségének. Ez az ardny befolydsolja a sejtosztdédast, a sejtmegnyuldst, a
szovetdifferencialodast, a magvak csirazasat, és az abiotikus stresszekkel szembeni tolerancia
mértékét (Kakkar et al., 2000; Minocha et. al., 1996; Paul et al., 2017; Pieruzzi et al., 2011). Amig
a szamoOcaban a spermidin, €s a spermin mennyisége nagymértékben emelkedik az érés
elérehaladtaval, addig a putrescin szint fokozatosan csokken (Guo et al., 2018). A nem-
klimaktérikus szamdca ¢€s a klimaktérikus gylimolcsok esetében eltéré modon vesznek részt a
poliaminok a gyiimdlesérésben. A klimaktérikus érésii banan esetében mindharom vizsgélt

poliaminforma koncentracioja emelkedik az érés soran, majd az etilén-csucs utan egy visszaesés

tapasztalhato (Lokesh et al., 2019).

A klimaktérikus, gyorsan puhul6 kajszi és 8szibarack érésmenete is befolyasolhato exogén

poliamin kezeléssel. A gylimdlcsdk bemartdsa putrescin vagy spermidin tartalmu oldatba
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csokkenti a tomegveszteséget, a Iégzésintenzitast, a fagyasi sériilések eldéfordulasat, a sejtfalak
karosodasat. A cukortartalom, oldhatd szarazanyagtartalom, titralhatd savtartalom, szinanyag
tartalom, valamint hiiskeménység csokkenése idoben elhuzodik, késdbbre tolodik ilyen kezelések
hatasara (Bal, 2013; Koushesh et al., 2012). A poliaminokkal torténé pre- és posztharveszt
kezelések az antioxidans aktivitas novelésén €s a sejtfaldegradacio csokkentésén keresztiil novelik
a pultontarthatosag idejét (Serrano et al., 2016). Szabadfoldi kisérletek alapjan a putrescin és
spermidin tartalmu szerekkel torténd permetezés betakaritas el6tt pozitivan befolyasolja a nektarin
gyimolcseinek pultontarthatosagat. A permetezés hatdsa hasonld a bemartasnal leirtakkal:
elhuzodd mindségesdkkenés €s hosszabb pultontarthatosagi ido tapasztalhatd. A gyiimdlcshullas
mértéke csokken, hosszabb ideig fan tarthato a termés. A preharveszt poliaminkezelés csokkenti
a gylimolesok etilén termelését is (Torrigiani et al., 2004). Erésspecifikus prométerhez kapcsolt
SAMdc vagy ADC génnel megemelhetd az éréskori poliamin tartalom. Ez az emelkedett szint
magasabb C vitamin €s likopintartalmat, a ndvény hosszabb életét eredményezi (Mattoo €s Handa,
2008; Mehta et al., 2002; Srivastava et al., 2007; Torrigiani et al., 2008). Az etiléntartalom és a
1égzés csokkentésével n6 a pultontarthatosag ideje is (Gupta et al., 2019). Spermidin és spermin
taltermeld szamdca ndovények putrescintartalma alacsonyabb, mint a kontroll névényeké. Az
indolecetsav, abszcizinsav, antocianin ¢és oldhat6 cukortartalom magasabb, mint a nem
transzformans névények gytimoleseiben (Guo et al., 2018). Az exogén poliamin kezelés gatolta
az 6szibarack (Prunus persica Batsch.) érését és a gyiimdlcshus puhuldsat, mig a poliaminok a
sejtek megnyulasanak serkentésén til az aroma vegyiiletek kialakulasat is fokozzak a sz616 (Vitis
vinifera L.) érése soran, de a malna (Rubus occidentalis L.) és a datolya (Phoenix dactylifera L.)
gyiimolcsérésben is fontos szerepet jatszanak (Agudelo-Romero et al., 2013; Bregoli et al., 2002;
Diboun et al., 2015; Fortes et al., 2015; Simpson et al., 2016; Torrigiani et al., 2012).
Idegentermékenyiild japankorte fajtdk putrescin permetezést kovetéen nagyobb mértékben
termékenyiilnek. A kezelt virdgok bibéje hosszabb ideig fogékony a pollenre, igy a kézi beporzas
is hatékonyabb (Franco-Mora et al., 2005; Tamura et al., 2006).

3.3. A poliaminok bioldgiai szerepe a stressztolerancia kialakitasaban

Korabbi kisérleteink alapjan kideriilt, hogy bar az etilén és a poliaminok részt vesznek a
gyiimdlesérésben, mas bioszintetikus Utvonalakban is szerepet jatszhatnak a poliamin
metabolizmus soran aktiv gének (Mendel et al., 2018, Mendel et al., 2021). Stressz minden olyan
kiils6 hatéas, ami meggatol egy biologiai rendszert (ezesetben egy ndvényt) a normalis miikodésben
(Jones és Jones, 1989). A kiilonboz6 abiotikus stressztipusok minden évben jelentds gazdasagi

karokat okoznak vilagszerte. Leggyakoribb a hideg-, szarazsag-, meleg-, nehézfém és sostressz

14



(Mahajan és Tuteja, 2005; Shi és Yin, 1993). Az etilén és a poliaminok fontos szerepet jatszanak
a novények biotikus és abiotikus stresszvalaszainak kialakitasaban (Jang et al., 2012; Miiller és
Munné-Bosch, 2015; Peng et al., 2014; Romero et al., 2018; Shen et al., 2014), habar szamos
kutatd egyetért abban, hogy az etilén és a poliamin metabolizmusa antagonisztikus (Li et al., 2004;
Nambeesan et al., 2012; Yu et al., 2016). Az etilén bioszintézise a SAM-ACC-etilén Gtvonalon
torténik (Yang és Hoffmann, 1984). Az etilén eléallitasaban résztvevé ACC szintaz (ACS) és ACC
oxidaz (ACO) enzimeket kodold gének expresszidja stressz hatasara nd, igy megemelkedik a
szovetek etilén tartalma. Exogén ACC és etilén kezelések is novelik stressztiirést, mig az etilén
koncentracié csokkentése érzékennyé teszi a vizsgalt novényeket (Chen et al., 2014; Peng et al.,
2004). A SAM dekarboxilacidja soran keletkezett dcSAM szolgaltat aminopropil-csoportot a
spermidin- és spermin bioszintéziséhez (Hu et al., 2006; Khan és Singh., 2010). Lathato, hogy a
SAM mindkét utvonal limitdldo szubsztratja lehet, funkcidja attol fiigg, hogy az ACS vagy a
SAMDC enzim alakitja tovabb. Ez a latszolagos ellentmondas mégsem akadalyozza a sejt élettani
folyamatait, mivel a sejten beliili SAM készlet mintegy 10%-at hasznalja csak el a poliamin-

valamint az etilén bioszintézisére (Bregoli et al., 2002; Ravanel et al., 1998).

A sejtekben felhalmozddo reaktiv oxigéngydkok mellett a prolin mennyisége is jo1 jellemzi
a novények stresszeltségi allapotat. A prolin és a poliaminok a legfontosabb nitrogéntartalmu
névényi ozmolitok (Bouchereau et al., 1999; Tarezynski et al., 1993). A prolin felhalmozodasat
szamos novényfajban kimutattak kornyezeti stresszek hatasara, igy stresszeltségi allapotot jelzd
aminosavként tekintiink ré4 amellett, hogy nagymennyiségli gyorsan hasznosithato
nitrogéntartalékot képvisel (Borgo et al., 2015; Darko et al., 2017; Kovacs et al., 2014). Hideg,
meleg, alacsony vizpotencial, nehézfém ¢és s6 okozta stresszekre is kovetkeztethetiink a prolin
mennyiségébdl (Verslues et al., 2010). Kavi Kishore et al., (1995) kimutattak a prolin tultermeld
transzgénikus Arabidopsis novények fokozott sotoleranciajat, valamint a prolin mennyiség

novekedését kiilonbozo stresszek hatasara.

A kiilonboz6 poliaminformak a kloroplasztiszok, mitokondriumok ¢€s plazmamembranok
megovasaban ¢és stabilizalasaban is szerepet jatszanak (Jia et al., 2010). A spermidin megérzi a
plazmamembran integritasat a stressz alatt, illetve megakadéalyozza a szuperoxid-generalodasat a
NADPH-oxidaz aktivalddasanak gatlasaval. (Roy et al., 2005; Shen et al., 2000). A magasabb
rendil poliaminok (spermidin és spermin) novelik a tonoplaszt ion transzportereinek (H*-ATPaz
és H-PPaz) aktivitasat, amelyek ezaltal a citoszolbdl a Na*-t a vakudlumokba pumpaljak, igy ion-

¢s pH egyensulyt alakitanak ki a sejtben. (Liu et al., 2006; Roy et al., 2005). A poliaminok a
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spermidin indukalta foszforildcid révén a so indukalta stressz jelzésben is szerepet jatszanak
(Guptaet al., 20123, b).

Gyakran reverzibilisen kapcsolodnak a kromatinszalakhoz is, igy stabilizalva azokat
(Alcazar et al., 2020; Lutts et al., 2013). A poliaminformak a poszttranszlacios folyamatok soran
modosithatjak a fehérjék aktivitasat, funkciojat, de a transzkripcié hatékonysagat is csokkenthetik
(Mustafavi et al., 2018). Ezek a beavatkozasok hozzajarulnak a novényi szovetek
fehérjetartalmanak valtozasahoz (Du et al., 2017; Sequera et al., 2017; Yuan et al., 2014). A
fehérjék szeneszcencia okozta gyors degradalédasat mind a spermidin, mind a spermin
megakadalyozza (Cai et al., 2015; Serafini-Fracassini et al., 2010; Wang és Shi, 2004). A
spermidin noveli a nitrat reduktdz enzim aktivitasat, ezzel pozitivan befolyasolja a nitrogén
metabolizmust (Miura, 2013). A feleslegben felhalmozodott ammoénia poliaminok hatasara

glutamatta alakul, amely k6zvetlen prekurzora a prolin és putrescin bioszintézisnek (Mattoo et al.,
2010).

A minden ndvényi sejtben jelenlevd poliaminok fontos szerepet toltenek be a ndvények
sOtolerancidjanak kialakitasaban is (Alcazar et al., 2010a; Kasukabe et al., 2004). A
nitrogéntartalmti ozmolitok ko6ziil a prolin és a poliaminok a legfontosabbak (Bouchereau et al.,
1999; Kavi Kishore et al., 1995; Tarezynski et al., 1993). A poliaminok szerepet jatszanak a szabad
gyokok eltavolitasaban €s a sztomak mozgasanak szabalyozasaban, a membranstabilitasban,
valamint az ozmotikus szabalyozasban (Liu et al., 2007). Eltér6 eredmények sziilettek stresszelt
ndvények poliamin tartalmanak vizsgalata soran, az endogén poliaminok mennyisége sostressz
hatdsara csokkent az almaban, kukoricaban és babban, ezzel ellentétben, sz616ben, bluzaban és
kinai kelben emelkedett (Igbal és Ashraf, 2012; Kim et al., 2010; Legocka és Sobieszczuk-
Nowicka, 2012; Liu et al.. 2008; Upreti és Murti, 2010). Az emelkedett toleranciat a fokozott
mennyiségii spermidin és spermin hatasanak tulajdonitjak (Ahmad et al., 2009; Alet et al., 2012;
Ben et al., 2009; Yamamoto et al., 2011;). Sostressz esetén kinai kelben a putrescin mennyisége
csokken, a spermidiné €s a sperminé nd, mig a magoncoknal a spermidin szint cs6kken, a spermin
szint novekszik (Kimet al., 2010; Zapata et al., 2003). Ezen vizsgalatok alapjan a poliaminformak

magasabb koncentracioja jellemz6 sostressz hatasara.

Exogén poliamin alkalmazasaval sotoleranciat biztosithatunk a novényekben. Az exogén
putrescin sostresszelt nadragulya (Atropa bella-dona L) kiilonb6z6 szerveiben csokkentette a Na*
¢s a CI” ionok felhalmozodasat (Ali, 2000), sostresszelt mustarban és csicseri borsoban fokozta az

antioxidans enzimek és a karotinoidok aktivitasat (Sheokand et al., 2008; Verma ¢s Mishra, 2005).
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A putrescin kezelés csokkentette a Na® felvételét és fokozta kalium felhalmozodasat a
gyokerekben, ezaltal pozitivan hatott a 100 mM NaCl stressznek kitett uborka (Cucumis sativus
L.) magoncok gyokeresedésre is (Shi et al., 2008). A foszfolipid membranok stabilizalasan, a
szabad gyokok megkotésén és a Na'/K* egyenstly fenntartdsan keresztiil a putrescin mellett az
exogén spermidin is fokozza a novények sotoleranciajat (Saleethong et al., 2011). Az exogén
spermidin csokkenti a Na* felvételt a gyokerekben és gatolja a K kidramlasat a sejtekbdl, és a Na*
transzportot a gyokerekbdl a levelek felé (Zhao és Qin, 2004; Zhao et al., 2007; Zhu et al., 2006).
Az exogén spermin alkalmazasa is ndvelte a szuperoxid-dizmutédz, a peroxidaz és az aszkorbat-
peroxidaz aktivitasat sostresszelt uborkdban, amely antioxiddns enzimek csokkentették a
szuperoxid anion és malondialdehid mennyiségét (Shu et al., 2013). Mindharom f6 poliaminforma
(Put, Spd, Spm) exogén alkalmazasa noveli a ndvények sotoleranciajat, de a kiemelkedd szerepe
a korabbi kisérletek alapjan a Spd-nek van (Hu et al., 2012; Kasukabe et al., 2004; Shen et al.,
2000).

A magas homérséklet okozta strukturalis valtozasok gyengitik a sejtmembranokat,
kiilonosképpen a kloroplasztiszok tilakoidmembranjait, igy csokken a fotoszintetikus aktivitds
(Seemann et al., 1984; Starck et al., 1993; Thebut és Santarius, 1982). A hésokk-fehérjék (HSP)
mellett a poliaminok membranstabilizal6 hatasa is segit ebben az abiotikus stresszhelyzetben
megtartani a ndvényi sejtek integritasat (Kislyuk et al., 1992; Porankiewicz és Gwozdz, 1993;
Schuber 1989; Vierling, 1991). A hésokk okozta poliamin szint emelkedésének pozitiv hatasait a
membranintegritasra, a sztomak zarodasara, a viz- és ionveszteség csokkentésére, a szabadgyokok
megkotésére mar régota ismerjiik (Drolet et al., 1986; Edreva et al., 1998; Roy és Gosh, 1996).
Hasonl6 eredményeket értek el buza novények ozmotikus stresszelése (PEG kezelés) esetében is
(Kovacs et al., 2014). Szamos zoldségféle esetében (kaposzta, borso, kukorica, salata, répa, spenot,
uborka, retek) bizonyitottdk, hogy poliamin kezelést kovetden nagysagrendekkel nagyobb
nehézfém koncentraciot is elviselnek. A fokozott tolerancia mellett a betakaritott zoldségek Zn,
Cd, Cr tartalma is alacsonyabb volt, mint a kezeletleneké (Choudhary et al., 2012; Soudek et al.,
2016). Buzaés egyéb fufélék szarazsagstressz okozta terméscsokkenését szintén csdkkenteni
tudtak poliamintartalmi permetezéssel (Ebeed et al., 2017; Shukla et al., 2015). A magasabb
poliamin tartalom (a spermidinnek kiemelt szerepe van) segit a klorofill mennyiség csdkkenés
megakadalyozasaban, valamint a helyreallitasban stresszhelyzetben (Besford et al., 1993; Cohen
et al., 1979; Murkowski, 2001).
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2. abra: A poliaminok szerepe a sotolerancia kialakitasaban (Saha et al., 2015 alapjan).

Az etilénhez hasonldan, stressz esetén a poliaminok is fokozzak az antioxidans rendszer
enzimeinek aktivitasat, valamint az ioncsatornak szabalyozasaval kialakitjak a Na*/K* egyensulyt,
igy szabalyozva a ROS-ok és Na*/K* homeosztazisat (2. abra). A poliaminok diamin oxidaz
(DAO) és poliamin oxidaz (PAO) altali stressz esetén bekdvetkezo katabolizmusa H20,-t general,
ami Kis koncentracioban szignalmolekula a stresszvalaszban, nagyobb mennyiségben viszont
programozott sejthalalt (PCD) valthat ki (Moschou et al., 2008a, b). A poliaminok lebomlasakor
keletkezd hidrogénperoxid csekély mennyiségii, 6nmagaban nem okoz jelentés karokat. Ez a kis
mennyiség azonban beinditja az oxidativ stresszek elleni védekezésben résztvevd gének (tobbek
kozott a szuperoxid-dizmutdz, a peroxiddz és az aszkorbat-peroxiddz enzimeket kodolo)
transzkripciojat, igy a képzodé H20: jelzémolekulaként funkcional (Shu et al., 2013). A
poliaminoknak az abiotikus stressztolerancia kialakitasaban jatszott szerepérdl egyre tobbet

tudunk, a hatasmechanizmusuk azonban még szamos kérdést vet fel. Ami azonban biztosnak
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latszik, az az, hogy a fokozott poliamin tartalmak segitenek a stresszekre reagalni a novényekben,

igy fenntartva a normalis miikodésiiket.

A poliaminoknak szamos ¢lettani funkcidjan kiviil rendkiviil nagy szerepiik van a
masodlagos metabolitok kialakitasdban. Kiterjedt kutatasok soran bizonyitottdk, hogy nemcsak a
y-amino-vajsav (GABA) bioszintézise indul ki a putrescinb6l, hanem kiilonb6z6 alkaloidok
(atropin, kokain, effedrin, meszkalin, morfin, nikotin) kiindulasi anyaga is ez a diamin (Docimo
et al., 2012; Fritz et al., 2006; Kuznetsov és Shevyakova, 2007; Losak et al., 2005; Zeller, 2012).
A SAMS1 mRNS felhalmozodasa és a Nicotiana suaveolens L. viragillatanak Osszetevoi

mennyisége kozott is 6sszefliggést talaltak (Roeder et al., 2009).

3.4. A poliaminok metabolizmusa

A poliaminok bioszintézisében résztvevo enzimek az ODC (ornitin-dekarboxilaz), az ADC
(arginin-dekarboxilaz), az agmatin-iminohidrolaz, a N-karbomilputrescin-amidohidrolaz, a
SAMDC (SAM dekarboxilaz), a SPDS (spermidin-szintaz), a SPMS (spermin-szintaz), valamint
a LDC (lizin-dekarboxilaz). Ezt a bioszintetikus Gtvonalat ndvényekben az arginin dekarboxilaz
(ADC), az ornitin dekarboxilaz (ODC), a SAM dekarboxilaz (SAMDC) és a spermidin szintaz
(SPDS) szabalyozza (Hasegawa et al., 2000) (3. abra). Az bioszintézisben eddig azonositott
enzimek kodold génjei Arabidopsis thaliana esetén: ADC1, ADC2, ODC, SPDS1, SPDS2, ACLS5,
SPMS (Imai et al., 2004; Kuznetsov és Shevyakova, 2007; Panicot et al., 2004; Soyka és Heyer
1999; Urano et al., 2004;).
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3. abra: A poliaminok (zo1d) és az etilén (kék) bioszintézise, valamint a bioszintézisben

résztvevo kulcsenzimek (fehér). (Mendel et al., 2013).

A S-adenozil-L-metionin (SAM) a kozos prekurzor molekulaja az etilén és a poliamin
metabolizmusnak (Martin-Tanguy, 2001; Minocha, 1988). A S-adenozil-L-metionin szintaz
szintetizalja a S-adenozil-L-metionint (SAM) L-metioninb6l és ATP-b6l, ami a masodik legtdbbet
hasznalt enzim-szubsztrat az ATP utan (Cantoni, 1975). A SAM-ra mind a mitokondriumban,
mind a kloroplasztiszban sziikség van a DNS, az RNS és a fehérjék metilalasahoz (Boerjan et al.,
1994; Block et al., 2002; Fontecave et al., 2004; Montasser-Kouhsari et al., 1978; Shen et al.,
2002; Tabor és Tabor 1984). A lignin a legfobb metabolikus fogyasztdja a SAM-nak, am csak
bizonyos sejtekben és fejlodési fazisokban figyelheté meg lignin akkumulaci6 az elsddleges és a
masodlagos sejtfal kozott (Hanson et al., 1994). A SAM segitségével metilalodik a putrescin, a

nikotin, a tropan és a nortropan alkaloidok (Biastoff et al., 2009).

A SAM-b61 1-aminociklopropan-1-karboxilsav (ACC), majd etilén keletkezik (Yang és
Hoffmann, 1984). Az etilén a novényi novekedés és fejlodés egyik fo szabalyozoja, valamint

stresszhormonként viselkedik (Abeles et al., 1992), és nagyban szerepet jatszik a novény
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természetes Oregedésében, valamint a gyiimdlesok érésében. Az etilén mennyisége abiotikus

stresszek esetén is nd (Morgan és Drew, 1997).

Abban az esetben, amikor a SAM dekarboxilaz (SAMDC) dekarboxilalja a SAM-ot és
dekarboxilalt SAM (dcSAM) keletkezik, nem tud részt venni az etilén bioszintézisben. Ilyenkor
a dcSAM a magasabb rendli poliaminok (spermidin és spermin) szintéziséhez szolgaltat
aminopropil csoportot. A 3. abran lathatd, hogy a spermidin (Spd) és a spermin (Spm)
bioszintézis kulcsenzimei a SAMDC mellett az arginin dekarboxilaz (ADC) és spermidin szintdz
(SPDS) (de Dios et al., 2006; Hu et al., 2006; Mehta et al., 2002; Khan és Singh, 2010). A SAM-
ért folyd verseny az etilén és poliamin utvonal kozott nem alakul ki, mivel a SAM nagy
feleslegben all rendelkezésre. Az etilén €s poliamin bioszintézis csupan 10%-at hasznalja fel a
SAM-nak (Bregoli et al., 2002; Ravanel et al., 1998). A poliaminok bioszintézisét névényekben
alapvetéen az arginin dekarboxilaz (ADC), a SAM dekarboxilaz (SAMDC), spermidin szintaz
(SPDS) and spermin szintaz (SPMS) enzimek végzik (Hasegawa et al., 2000; Lechowska et al.,
2021; Martin-Tanguy, 2001; Minocha, 1988).

A legegyszerlibb poliamin a diamin putrescin, . Szintézise ornitinb6l vagy agmatinbol
indulhat ki. Az ornitint az ODC dekarboxilalassal putrescinné alakitja (Shantz és Pegg, 1999). Az
agmatin atalakitasat putrescinné két enzim, az N-karbomilputrescin-aminohidrolaz és az agmatin-
iminohidrolaz katalizalja (Docimo et al., 2012; Genchi, 2017; Gill és Tuteja, 2010; Pegg, 2016).
Magasabbrendii névényeknél mindkét utvonalon keletkezik putrescin, &m nem egyenld
mértékben. Normal allapotban az ADC utvonal, mig stresszelt allapotban az ODC ttvonal fokozott
mitk6dését mutattak ki (Lechowska et al., 2021; Li et al., 2017). A Brassicaceae csalad szamos
tagjabol (pl. A. thaliana L.) hianyzik az ODC utvonal, bizonyitva az ADC utvonal hatékonysagat
(Hanfrey et al., 2001). A putrescinhez a spermidin-szintaz enzim (SPDS) egy aminopropil
csoportot kapcsol és igy triamin spermidin jon létre. A tovabbiakban a spermidinhez a spermin
szintaz enzim (SPMS) ujabb aminopropil csoportot kapcsolva tetraamin spermint hoz Iétre. Az
aminopropil csoportokat az S-adenozil-metionin dekarboxilacioja biztositja, ezt a folyamatot az
S-adenozil-metionin-dekarboxilaz (SAM DC) végzi (Kuznetsov és Shevyakova, 2007; Vuosku et
al., 2018). A putrescin a citoplazmaban akkumulalédik, mig a spermidin a sejtfalban (Cai et al.,
2006).

A novényekben a poliaminok lebontasat amin-oxidazok végzik. A réz-fliggd diamin-
oxidaz (DAQO) H20,-t, ammoniat és 4-aminobutanalt allit elé a putrescinbdl. A legtobb kétsziki

névény nagy mennyiségben szintetizdl DAO-t, ennek ellenére kevés ismert DAO gént irtak le
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(Cona et al., 2006). A flavoprotein-fiiggd poliamin oxidaz (PAO) a magasabbrendi poliaminokat
(Spd, Spm) bontja,. A PAO enzim szintén general H20»-t (Hao et al., 2018; Takahashi et al., 2017).
A novényekben megtalalhaté PAO géncsaladok kddolta enzimek szdmos modon kifejthetik
hatasukat. A legtobb poliamin oxiddz csak a tri- és tetraaminok lebontasaért felelds, de tobb
esetben is kimutattdk, hogy a poliaminformék kozotti konverziot is katalizalhatjadk mind a
lanchosszabbodas, mint a rovidiilés iranyaban (Liu et al., 2014; Moschou et al., 2008c; Tassoni et
al., 2000). A PAO enzim az aminlanc hosszanak csokkenéséért feleldés (tehat sperminb6l

spermidint hozhat Iétre), mig a DAO enzim terminalis oxidaciot eredményez (Walters, 2003a).

3.5.  Azarginin és az arginin dekarboxilaz

Az L-arginin a ndvények szdmara feltételesen esszencialis aminosav, mivel a szervezet elo
tudja ugyan allitani, de csak kis mennyiségben (Barbul, 1986; Beaumier, 1996; Visek, 1986). A
fehérje felépitésben résztvevo 21 aminosav koziil legnagyobb a nitrogén/szén aranya, igy a fo

nitrogénraktar az arginin (4. abra) (Winter et al., 2015).

NH O

X

HoN N OH
H
NH>
Arginin

4. abra: Az L-arginin

A magban tarolt szerves nitrogén fajtol fliggéen 40-50%-a argininként raktarozodik,
ugyanis ez a legkonnyebben mobilizalhato nitrogénforras (King és Gifford, 1997; VanEtten et al.,
1963). Az arginin a leggyakoribb nitrogénforma a fold alatti raktarozo szervekben, legyen az
gumo, rhizoéma vagy gyokér (Bausenwein et al., 2001; Nordin and Nésholm, 1997; Rennenberg et
al., 2010). Emiatt a novényekben az arginin metabolizmusa biztositja a 6 nitrogénelosztast és
ujrahasznositast (Scolum, 2005). Ez az egyik legszélesebb korben felhasznalt aminosav, részt vesz
az urea, ornithin, , kreatin, agmatin, glutamat, prolin és poliamin bioszintézisében is, emiatt nagyon
komplex szabalyozas alatt all (Morris, 2002; Wu és Morris, 1998). Az arginin kdzvetlen eléallitasa

citrullinbol torténik. A citrullin eldéllitasa elég energiaigényes folyamat, igy alternativ Gitvonalak
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is kialakultak: ornithinb6l (prolin vagy glutamin bontasabol) takarékosabb a metabolizmus (Wu
¢s Morris, 1998).

Az arginin lebontésat tobbek kozott a piridoxal-foszfat fliggd arginin dekarboxildz enzim
(ADC; EC 4.1.1.19) végzi, a reakcio soran agmatin és CO2 keletkezik (Mattoo et al., 2015).
Minden lebonté enzim az L-arginin guanidino csoportjan keresztiil hat (Morris, 2004). Az
agmatint az agmatindz enzim tovabb alakithatja putrescinné, igy a poliamin bioszintézis felé

terelve a szubsztratot (lyer et al., 2002; Mistry et al., 2002).

A novények ADC génjeinek szama eltérd, van, ahol 2 (Arabidopsis) vagy 3 (Brassica
juncea) is megtalalhato (Galloway et al., 1998; Mo és Pua, 2002). Az Arabidopsis thaliana
AtADC1 génje a sziklevelekben, valamint a levelek alapi részében, mig az AtADC2 génje a
sziklevelekben, a valddi levelekben, a gydkerek szallitdszoveteiben és a viragszervekben aktiv
(Urano et al., 2003). Ez a kettOsség igaz a kifejlett és a csirandvényekre is (Hummel et al., 2004).
Az AtADC1 gén expresszioja alig mutathat6 ki a mag kialakulasakor, am az AtADC2 expresszidja
viragzas utan 12 nappal megerdsodik, és az embridfejlddés minden szakaszaban magas marad
(Urano et al., 2005). Mindkét ADC gén fokozott aktivitast mutat a hajtascsucs és a gyokércstcs
tenyészktpjaban. Stressz hatasara csak az AtADC2 aktivabb a szallitoszovetekben (Urano et al.,
2004). Nicotiana tabacum, N. benthamiana, Oryza sativa, ADC génjein végzett vizsgalatok
hasonlo eredményeket hoztak (Akiyama et al., 2007; Bortolotti et al., 2004; Wang et al., 2000a;
2000b). Szamos novényfajban csak egy ADC gén van (Nam et al. 1997; Pérez-Amador et al. 2002;
Primikirios és Roubelakis-Angelakis, 1999; Rastogi et al. 1993;), ilyenek példaul az Avea fatua és
a Fragaria vesca is (Mattoo et al., 2015). Az ADC paralogok 80%-os szekvencia egyezést
mutatnak a Brassicaceae csaladban (Hanfrey et al., 2001). Az arginin dekarboxilaz gén (ADC)
expresszidjat noveli az exogén spermidin (Lazzarato et al., 2009). A zab ADC génje egy 66 kDa-
os fehérjét kodol, melybdl egy 24 kDa méretli enzimatikusan aktiv ADC enzim érik (Bell és
Malmberg, 1990; Malmberg és Cellino, 1994). Paradicsomnal ugyanez az enzim 55 kDa méretii
(502 aminosav) fehérjébdl indul ki (Rastogi et al., 1993). A N. tabacum 77 kDa-os polipeptidjébol
(721 aminosav) 54 kDa funkcioképes, mely a sejtmagban és a kloroplasztiszban kimutathatd
(Bortolotti et al., 2004). A FVADC {6 ORF-je (NC_020497.1) 708 aminosavat kodol, intront nem
tartalmaz. Genomi szinten a Rosaceae csalad Prunus nemzetségének arginin dekarboxilaz enzimet
kodolo génjeihez all a legk6zelebb: a Prunus persica (XM_007200245.2) 88%, a Prunus avium
(XM_021950639.1) 81%, a Prunus dulcis (XM_034370861.1) 81% hasonldésagot mutat. Tovabbi
magasfoku egyezés talalhato a Malus és Pyrus fajok azonos génjeivel. A Nicotiana tabacum ADC-
t kodolo génjével (NM_001325190.1) 74%-0s szekvencia egyezést mutat. Aminosav szinten a
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Fragaria vesca ADC enzime a Prunus persica-éval (XP_007200307.1) 85%, a Prunus avium-éval
(XP_021806331.1) 84%, Prunus armeniaca-éval (CAB4320369.1) 84%, de még a Nicotiana
tabacum-éval (AAF42972.1) is 74% egyezést mutat.

3.6. A spermidin és a spermidin szintaz

A spermidin egy a novényekben is természetes modon eldforduld poliamin forma, mely az
eukariotak sejtnovekedéséért és -fejlodéséért felelos (Fan et al., 2020). Kémiailag 1,8-diamino-4-
azaoktan (5. abra) (Tassoni et al., 2000). Egy dcSAM putrescinhez kapcsolasabol jon 1étre, melyet
a spermidin szintaz enzim (SPDS; E.C. 2.5.1.16) katalizal (Junker et al., 2013; Korolev et al.,
2002).

H3N C N C
H Hx H; H;
Spermidin
H, H; Hz Hp H Hy
H3;‘i/ \C/ \ﬁ/c\c/c\c/!:_l\ /C\ /NH3
H, Hx H; H H; Hp
Spermin

5. abra: A 16 poliaminok (Kabir és Kumar, 2013 nyoman).

A poliaminok ko6ziil kiemelkedé szerepe van a spermidinnek, melyet szamos kutatas
tamaszt ald. Tobbek kozott részt vesz a sejtosztddasban, sejtdifferencidlodasban,
sejtmegnyulasban, a homeosztazis, a génexpresszid szabdlyozasiaban, makromolekuldk
eléallitasaban, az apoptdzisban, az oxidativ stressz okozta karok helyreéllitdsdban, az
embriogenezisben (zigotikus és szomatikus), gyokérfejlédésben, viragzasindukcioban, a
gyiimolcsok kialakulasaban és érésében, a pollentomld kialakuldsaban és megnyulasaban, a

szeneszcenciaban, valamint a biotikus és abiotikus stresszekre adott valaszreakciokban
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(Agostinelli et al., 2006; Bachrach és Wang 2002; Cassol és Mattoo, 2003; Cohen 1998; Fluhr és
Mattoo, 1996; Janne et al., 2004; Kusano et al., 2007; Mattoo és Handa, 2008; Mengoli et al.,
1992; Minocha et al., 2004; Mohapatra et al., 2009a; Paschalidis és Roubelakis-Angelakis, 2005;
Pignatti et al., 2004; Tome és Gerner 1997). Ezenkiviil a spermidin szubsztratként szolgal egy
transzlacios iniciacioért felelds faktor (eIF5A) modositdsdhoz is, igy részt vesz a
poszttranszKkripcios szabalyozasban is (Chou et al., 2004; Mehta et al., 1991; Park et al., 1981;
Park et al., 2006; Wolff et al., 2007).

A spermidin azon kiviil, hogy a magas nitrogén/szén aranyaval Onmagaban is
nitrogénraktarként mikodik a novényi sejtekben, szignalmolekulaként a szerves nitrogén
korforgasat is el0segiti a fak gyokereiben és leveleiben (Bauer et al., 2004; Foyer és Noctor, 2002;
Rennenberg et al., 1998). A paradicsom termésének sejtjei szerves nitrogénforrasként hasznaljak
a spermidint, (Mattoo et al., 2006). A spermidin taltermelé transzgénikus vonalak jobb
termésmindséget €s kedvezObb beltartalmi értékekkel rendelkeztek, mint a kontroll (Mattoo és
Handa, 2008; Mehta et al., 2002).

A kiils6leg alkalmazott spermidin kezelés hatasa jol ismert mar paradicsom esetében, am
kevés a hasznosithatdo informacié a gyiimdlcstermOk vonatkozasaban (Cheng et al., 2012).
Kisérletekkel bizonyitottdk, hogy az utdérd Oszibarack gylimdlcsének puhuldsa lassithato
spermidin permetezéssel (Torrigiani et al., 2012). Ez a hatas a poligarakturonaz- és a pektin-
metilészterdz inhibitor enzimek transzkripcios aktivitdsanak csokkenésével Osszefiiggd lassulo
sejtfal degradacionak koszonhet6 (Brummel et al., 2004; Ghiani et al., 2011; Trainotti et al., 2003).
Hasonl6 kisérletekben a csokkend etilén mennyis€ég mellett a poliamin metabolizmus két
kulcsenzimét (ADC és SAMDC) kodold gének expresszioja is csokkent (Ziosi et al., 2006). A nem
klimaktérikus szamodca esetében a spermidin ndveli a virdgok szdmat, a termésmennyiséget, a
levélméretet, a novény tomegét és a klorofill tartalmat (Movahed et al., 2010). A gyiimolcs
atméréje és tomege is novelheté exogén kezeléssel (Eshghi és Jamali, 2012). A tarolas soran
bekovetkezé puhulas, sulyveszteség, sav-, C-vitamin ¢és antocianin tartalom, valamint az
antioxidans kapacitds csokkenés kisebb mértékii spermidin kezelés hatdsara, de még az alacsony
tarolasi hémérséklet okozta karosodas mértéke is (Mortazavi et al., 2012; Raeisi et al., 2013).
Megnovekedett pultontarthatosagrol szamoltak be mas spermidinnel kezelt novényekrdl szarmazo
terméseknél is, tobbek kozott paprika, kajszi, szilva, csemegesz616, Kivi, mangd és granatalma
esetében (Champa et al., 2014; Malik és Zora, 2005; Mirdehghan et al., 2015; Patel et al., 2019;
Pérez-Vicente et al., 2002; Ramezanian ¢s Rahemi, 2009; Wang et al., 2019). Az Arabidopsis
thaliana spermidin szintaz enzime 36 kDa tomegii. A gydkerekben az AtSPDS1 és AtSPDS2
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erOsen expresszal, mig az AtSPDS3 a hajtasok internddiumaiban és a viragriigyekben (Hanzawa
et al., 2002). A borsd6 PSSPDS1 génje az osztdédd novényi szovetekben aktiv (hajtascsucs,
gyokércstcs, fejlodo termés), mig a PSSPDS2 a termésfejlodés késobbi szakaszaban, és a hajtasok
elongaciojakor expresszalodik erésebben (Alabadi et al., 1999). Hasonld expresszidos mintazatot
irtak le Nicotiana tabacum, Medicago falcata, Zea mays esetében is (Guo et al., 2014; Rodriguez-
Kessler et al., 2006; Zhuo et al., 2018). Egy SPDS gént tartalmaz az Olea europaea, a Prunus
pseudocerasus, a Prunus avium, a Prunus persica, a Fragaria x ananassa, ¢s a Fragaria vesca is
(Gomez-Jimenez et al., 2010; Kovacs et al., 2020; Mendel et al., 2018; Wu et al., 2020).

A FVSPDS 6 ORF-je (XM_004297595.2) 336 aminosavat kodol. Nukleotid sorrendjében
a legnagyobb egyezést az lpomopsis aggregata (GT313702.1, 96%), a Prunus armeniaca
(CV046039.1, 88%) és a Quercus robur (FP026861.1, 86%) mutatja a vizsgalt szekvenciaval. A
Nicotiana tabacum SPDS génjének szekvenciaja 80%-ban azonos a FVSPDS génjével. Aminosav
sorrendet tekintve szintén a Prunus nemzetséggel a legnagyobb a hasonldsag: Prunus armeniaca
(KAH0991643.1) 87%, Prunus dulcis (XP_034218472.1) 87%, Prunus persica
(XP_007222503.1) 87%. A Nicotiana tabacum SPDS aminosav sorrendje 84%-os egyezést mutat

a FvSPDS enzimmel.

3.7.  Taptalaj-kiegészitok és genetikai transzformacio alkalmazasa a poliamin-bioszintézis
megismerésében

A XVIII. szazadban Duhamel du Monceau észrevette, hogy a sebzett fak feliilletén kallusz
képzbédik (Bonga et al., 1992). Késébb a XIX. szazad els6é felében Schleiden és Schwann is
kimutatta, hogy a ndvények egy-egy sejtjébol is lehet intakt novényt felnevelni, és megalkottak a
totipotencia elméletét (Schleiden, 1838; Schwann, 1839). Az elméletet Haberlandt 1902-ben
igazolta is (Haberlandt, 1902). 1904-ben Hinnig éretlen embridkat izolalt mesterséges
koriilmények kozott és sikeriilt tobb keresztesvirdgu faj esetében ép novényeket felnevelnie
(Hannig, 1904). Azb6ta az embriokultaran kiviil szamos mas modszert is kifejlesztettek, és ttjara

indult az in vitro médszerek hasznalata kiilonboz6 kutatasi célok eléréséért (Pierik, 1997).

A poliaminok megismerése tobb, mint 300 éve tart. Leeuwenhoek1678-ban izolalt egy
kristalyos anyagot, melyet (6. abra) 150 évvel késdbb sperminként azonositottak (Ladenburg,
1888; Leeuwenhoek, 1978; Schreiner, 1879;). A felfedezése utan 250 évvel Rosenheim irta le

elészor a spermin strukturajat, majd a spermidinét és putrescinét is (Rosenheim, 1924).
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6. abra: Spermin-foszfat kristalyok Lewenhoeck mikroszkopja alatt (1678)
(Leeuwenhoek, 1978).

Ezutan a megismerés folyamata kissé felgyorsult, hamar megtalaltak a diamin-oxidaz
(DAO) enzimet, ami a putrescint bontja (Zeller, 1938). 1941-ben mar szamos szovetbol ki tudtak
mutatni a poliaminok jelenlétét (Hamalainen, 1941). A human gyogyaszatban a rakos elvaltozasok
kimutatasanak is egyik f6 célmolekulai lettek a poliaminok (Russel, 1971). 1978-ban a poliamin
bioszintézist gatlo a-difluorometil-ornithine (DFMO) szintetizalasaval indult a hatasmechanizmus
molekularis vizsgalata (Bachrach, 2010; Metcalf, 1978).

Petinia esetében taldltak olyan mutansokat, melyek magasabb ADC aktivitasuknak
koszonhetden putrescin tobbletet termeltek. Ezek az egyedek abnormalis virdgmorfoldgiaval

rendelkeztek (Gerats et al., 1988).

Gyakoribbak azok a mutansok, melyek valamilyen poliamin bioszintézishez kapcsolodod
enzim deficiensek, igy ADC és SPDS hidanymutans Arabidopsis novényeket is azonositottak mar
(Hanzawa et al. 1997; 2000, Soyka és Heyer 1999; Watson et al., 1997; 1998). Kutatdcsoportok
egyetértenek abban, hogy tultermeld mutansokat nehéz kimutatni, mivel a sejtszintli poliamin
homeosztazis szigortian szabalyozott. Egy-egy gén kikapcsoldsa vagy épp fokozott transzkripcids
aktivitdsa szdmos élettani folyamatot érint, ami gatolhatja a sejtek normalis mitkodését (Kakkar et

al., 2002).

Genetikai transzformacio segitségével ) metabolikus Utvonalak alakithatok ki olyan
novényekben, melyekben addig nem volt jellemz6 az adott végtermék (Tarczynski et al., 1992).
Az elmult évtizedekben a genetikai modositas (és kivaltképp az abiotikus stressztoleranciaval
kapcsolatos metabolikus Utvonalak modositasa) fejlodott a legtobbet, ez lett a legigéretesebb
megoldas a stressz okozta karok mérséklésére (Bartels és Nelson, 1994; Bohnert et al., 1995;
Bohnert és Jenson, 1996; Bray 1997; Dixon és Amtzen, 1997; McCue és Hanson, 1990). Mivel
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kimutattak, hogy a stresszhelyzetben megemelkedett poliamin koncentraci6 féleg az arginin
dekarboxildz enzim fokozott aktivitdsanak koszonhetd, az ADC enzim €s az azt kddolo ADC gén
lett a genetikai vizsgalatok fO0 targya (Rajam, 1997). A poliamin bioszintézisben részt vevd
enzimeket izolaltak, leirtdk és szamos faj esetében az azokat kodold géneket is azonositottak, igy
minden készen allt, hogy a bioszintézis kiilonb6zé Iépésein keresztiill modositsak a poliamin
tartalmat (Smith, 1985). 1990-ben hasznaltak el6szor CaMV35S promotert a poliamin termelés
génjeinek vizsgalatahoz, nem sokkal késobb SAMDC génnel transzformalt dohdnynovényeknél
emelkedett spermidin és 0sszpoliamin szintet tudtak kimutatni (DeScenzo és Minocha, 1993;

Hamill et al., 1990; Noh és Minocha, 1994).

Szamos kisérleti eredményt publikdltak, miszerint az ADC enzim aktivitdsaval eleért
poliamin termelés csokkentése meggatolja a szomatikus embriogenezist, mig novelése javitja a
hatékonysagot (Feier et al., 1984; Fienberg et al., 1984; Montague et al., 1978; Robie és Minocha,
1989; Roustan et al., 1994). Legnagyobb hatékonysagot a répa esetében sperminnel értek el
(Takeda et al., 2002).

Gyokérsejtek vizsgalata soran megéllapitottdk, hogy 25°C-os hdmérsékleten a kiilsdleg
adagolt putrescin novelte a novekedés iitemét, mig a spermidin és spermin hatraltatta a
sejtmegnyulast (Lee, 1997). A hidegstressznek kitett rizs ndvények szintén pozitivan reagaltak
putrescin exogén adagolasara. Mikroszaporitott mogyor6d hajtasszama ¢és hajtdshossza is
nagymértékben emelkedik poliaminok kiils6 adagolasakor (Nas, 2004). Nehezen gyokeresedd
gyiimélcsfajok in vitro tenyésztésében Is nagy segitséget jelent a poliaminok (kiilondsen a
putrescin) hasznalata, de a gumofejlodést, gumoméretet €s termésmennyiséget tobb faj esetében is
noveli (Mader, 1997; Pedros et al., 1999; Rugini, 1993; Ondo Ovono et al., 2010). A
rhizématomeg is novelhetd in vitro poliaminokkal (Viu et al., 2009). Mivel tulipan fajtak
hagymahozamara is jotékonyan hatottak mind a poliaminok, mind az arginin, élesen
korvonalazodni latszik az exogén poliaminkezelés gydkeresedésre és a gyokér eredetli szervek

kialakulasara kifejtett pozitiv hatasa (Podwyszynska et al., 2015).

Gyokérsejtek GABA kezelése ndveli a metionin, arginin, putrescin, spermidin €s spermin
szinteket, valamint az ADC és SAMDC enzimek aktivitasat és csokkenti a DAO és PAO enzimek
aktivitasat (Wang et al., 2014). Jazmonsav kezelés elsdsorban a putrescin szintre hat pozitivan,
mig a glutation az ADC és SAMDC enzimek aktivitdsan keresztiil csokkenti a poliaminok
mennyiségét (Németh et al., 2002; Zhou et al., 2019). Arginin, metionin és GABA hozzaadasa is

novelte a poliaminok mennyiségét, valamint az ADC aktivitasat kukorica kalluszsejtekben (Santos
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et al., 1993). NaCl okozta fitotoxicitast csokkenti a kiilséleg adagolt prolin, mivel noveli a
poliamin bioszintézisben résztvevo gének expreszidjat (Shahid et al., 2014). Melatonin kezelés
hatasara né az antioxidans enzimek (szuperoxid dizmutdz, peroxidaz, katalaz) koncentracioja, a
SAMDC ¢és SPDS gének transzkripcids aktivitasa, a poliamin tartalom, csokken a ROS-ok
mennyisége (Gong et al., 2017). Virginiai fenyé molekularis vizsgalatakor az antioxidans enzimek
(aszkorbat peroxidaz, glutation reduktaz, szuperoxid dizmutaz) magasabb aktivitasa volt
megfigyelhetd poliaminok taptalajhoz torténd adagolasakor, kiemelkedd hatdsa a putrescinnek
volt. Nagyobb mennyiséggel kezelt novények esetében a DAO és PAO enzimek aktivitasa is
emelkedett, ez j61 mutatja a poliamin metabolizmus szigoru, kétiranya szabalyozottsagat (Tang és
Newton, 2005).

3.8. A kutatas elézményei és a FVADC, FVSPDS expressziés mintiazata a szamdca
gylimolcs érése soran

A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és Biotechnolégiai Intézetben
korabban folytatott kutatasai soran Balogh et al. (2005) Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta
receptakulum és az aszmag szovetek RNS-ujjlenyomatat tanulmanyoztak. CDNS-AFLP
modszerrel expresszidos valtozast mutatd géneket azonositottak a gyilimdlcsérés zold, fehér,
rozsaszin €s piros szakaszaiban izolalt RNS-ekbdl kiindulva. 130 transzkriptum eredetii részleges
cDNS-t izolaltak és szekvendltattak. A szekvenalt transzkriptumok kozott volt a poliaminok

metabolizmusaban résztvevé spermidin szintaz (DQ074728.1) is.

A kutatas korai szakaszaban a poliamin metabolizmusban résztvevo gének, és promotereik
vizsgalatara koncentraltunk. Nagyfoku hasonldsagot talaltunk a kiilonb6z6 fajok azonos funkciot
betoltd génjeiben, de a promoterrégiok is kozel azonos kotdhelyeket tartalmaznak. A
promoterrégiok hasonldésdga nemcsak az azonos gének, hanem a teljes bioszintetikus utvonal
génjeire is kiterjed (Mendel et al., 2013). A kutatas egyik elsé lépéseként bioinformatikai
modszerekkel meghataroztuk 12 gyiimdlcsfaj lehetséges SPDS génjének szekvenciajat (Kovacs et
al., 2015). Az elméletet degeneralt primerekkel inditott PCR segitségével igazoltuk is, valamint a
malna (Rubus idaeus cv. Blissy) RiSPSD génjének szekvenciajat (KP980552.1) fel is toltottiik az
NCBI nemzetkozi adatbazisba.

A szamoca etiléntermelésében résztvevé S-adenozil-L-metionin szintaz (FVSAMS),
valamint az etilén és poliamin bioszintézis ko6zos enzimét kodoldo S-adenozil-L-metionin
dekarboxilaz (FVYSAMDC) gének jelentdségét az abiotikus stresszekkel szemben korabbi
tanulmanyainkban mar ismertettiik (Kovacs, 2018; Kovacs et al., 2020). Ezekbdl a kisérletekbdl
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kideriil, hogy mindkét gén fokozott transzkripcidja elénydsen befolydsolja a stressztoleranciat a

vizsgalt Nicotiana benthamiana D. novények esetében.

A SAM tekintetében a poliamin-bioszintézis legfobb metabolikus kompetitora a lignin.. A
lignin hidroxycinnamil-alkohol tartalmi monolignol molekuldk komplex heteropolimere, mely
jelen van minden magasabb rendii ndvényben és a szarazfoldi biomassza 25%-at teszi ki.
(Whetten, 1998). A celluloz mellett a lignin is szerepet jatszik a sejtfal szilarditdsaban, nemcsak
a fasszartiaknal, hanem a lagyszartiaknal is. Merevvé, keménnyé, és viz altal athatolhatatlanna
teszi a sejtek poliszaharid-fehérje matrixat, igy a kartevok, korokozok bejutasat is gatolja (Smita
¢s Upendranath, 2008; Vance et al., 1980). A lignin a novényi sejtek elsddleges és a masodlagos
sejtfala kozott halmozodik fel, igy ndvelve annak szilardsagat. Ezt megeldz6 vizsgalataink soran
kimutattuk, hogy a FY'SAMS-t és FvSAMDC-t taltermel6 kezeletlen N. benthamiana D. nvények
szignifikdnsan magasabb lignintartalommal rendelkeztek, mint a vad tipustiak. Sostressz hatasara
a SAM dekarboxilacidja csokkentette a lignintartalmat a poliamin metabolizmus és ezaltal az

abiotikus stresszel szembeni tolerancia javara (Kovacs et al., 2020).
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4, ANYAG ES MODSZER

4.1. A felhasznalt ndvényanyag és a génszekvenciak bioinformatikai elemzése

A Fragaria vesca L. teljes genomszekvenciaja elérheté a National Center for
Biotechnology Information (NCBI) adatbazisban (Shulaev et al., 2011), ezért fel tudtuk hasznalni
a Fragaria vesca L. ‘Riigen’ fajtaja levélszovetét a vizsgalni kivant gének izolalasahoz. Basic
Local Alignment and Search Tool (BLAST) analizissel azonositottuk a FvADC és a FvSPDS ORF-
eket. A FVADC ORF 2856 bp (jelolt FVADC - XM_004306397.2), mig a FvSPDS ORF 1378 bp
hosszu (jelolt FvSPDS - XM_004297595.2).

Mivel egy régota koztermesztésben 1évo fajtat akartunk vizsgalni, a qPCR analizishez
Fragaria x ananassa Duch. cv. ‘Asia’ kiilonb6z6 érési stadiumban 1évo gylimdlcseit hasznaltuk
fel. Az itt hasznalt primereket eredetileg a Fragaria vesca cv. ‘Riigen’ genomra terveztiik, majd
PCR-rel ellendriztiik, hogy Fragaria x ananassa Duch. cv. ‘Asia’ fajta esetében is a megfeleld
méretll fragmentumok amplifikalédnak-e. A szekvencidk bioinformatikai elemzéséhez a TargetP
1.1 (Emanuelsson et al., 2007), a GPS-SNO 1.0 (Xue et al., 2010), a cNLS Mapper (Kosugi et al.,
2009), a NetNES 1.1 (La Cour et al., 2004), a Nucleolar localization sequence Detector (NoD)
(Scott et al., 2011), és a PHOSIDA (Gnad et al., 2011) alkalmazasokat hasznaltuk.

4.2.  Genomi DNS, plazmid DNS, RNS izolalasa és cDNS szintézise

A gyart6 altal eldirt protokoll alapjan izolaltuk a genomi DNS-t (DNeasy® Plant Mini Kit,
Qiagen, Hilden, Germany) (Melléklet 10.1), a plazmid DNS-t (PureYield™ Plasmid Miniprep
System Kit, Promega, Madison, USA) (Melléklet 10.2), az dsszes RNS-t (Total RNA Mini Kit
Plant, Geneaid®, New Taipei City, Taiwan) (Melléklet 10.3). Az 6sszes RNS-bs1 Oligo(dT)1s
primer felhasznalasdval cDNS-t szintetizaltunk a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) segitségével (Melléklet 10.4), igy az mRNS populaciot
képviseld6 ¢cDNS populaciot kaptunk a tovabbi vizsgalatokhoz. A kapott ribonukleinsavak
tisztasagat,  koncentraciojat  spektrofotométerrel ~ (NanoDrop®  ND-1000 UV-Vis

Spectrophotometer) ellendriztiik.

4.3.  Relativ expresszios szintek vizsgalata qPCR-rel

A kapott cDNS populacio felhasznalasaval ki tudjuk mutatni az egyes éppen mitkodésben
1évd gének egymashoz (jelen esetben egy folyamatosan azonos szinten expresszalodd héaztartdsi
génhez) viszonyitott expresszids aktivitasat. A relativ expresszios szintek vizsgalatahoz

primereket terveztiink a kérdéses gének szekvencidira, ezek fObb paramétereit az 1. tablazat
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foglalja 6ssze. A reakcidelegy végtérfogata mintanként 20 pl volt, és a kdvetkezd 6sszetevokbol
allt: 10 pl 2xABsolute qPCR SYBR Green Mix (Thermo Scientific, Waltham, USA), 1,75
ul/primer (70 nM koncentracioji), 1 ul cDNS (200 nM koncentracioja). Mintanként 3 biologiai és
4 technikai ismétlést alkalmaztunk, igy egy-egy eredmény 12 mérésbol szarmazik. A reakcidkat
Corbett RG-6000 késziilékkel végeztik el. Az expresszios szintek relativ meghatarozasahoz
Rotor-Gene Q Series 2.3.1. szoftver ’Comparative Quantification” modszerét hasznaltuk (Warton
et al., 2004, McCurdy et al., 2008). A Nicotiana tabacum L. esetében a GAPDH (gliceraldehid 3-
foszfat dehidrogenaz), mig a Fragaria x ananassa Duch. cv. ‘Asia’ szamoca gyiimdlcsnél az actin

volt a referencia haztartasi gén, amely a viszonyitas alapjaul szolgalt.

1. tablazat: A qPCR-hez hasznalt primerek fobb paraméterei

A primer neve Szekvencia Tm(°C)
FvSAMS1 RT F CAACAAACGATTCTTGAAGACAGCTG 56.4
FvSAMS1 RT R AGACTGAGGCTTCTCCCACTT 54.4
FvSAMS2 RT F GTTTTTGAAGACTGCTGCTTATGGG 56
FVvSAMS2 RT R AGCTTGAACCTTATCCCACTTGA 53.5
FvSAMS3 RT F CTCCTGAGCTTATGCCTCTCAGC 58.8
FvSAMS3 RT R ATGGTCATTGTAGTACTCCACAGTGACTT 58.7

FvSAMDCI1 RT F TGTTCATTGGATTTGAAGGGATACTGT 552
FvSAMDC1 RT R AGAGGATTCGTAGTCCTCATCTTC 55.7
FvSAMDC2 RT F GATCAACAAGCTATGAAGAGCTGG 55.7
FvSAMDC2 RT R GTTCTTCATGCTCAAACTCTCTTCAACTTC 58.9
FvSAMDC3 RT F GTAGCCAATCACTACTTCGACGCCT 59.3
FvSAMDC3 RT R TGAGAGTGAGGCCGAGAAGCGA 58.6
FvADC RT F CTTCCACAACATGCCGTATCTG 54.8
FvADC RT R TCAACCACTGCAGTATGACCACT 553
FvSPDS RT F CAGAGAGTATATGGCTTCACATGCACAT 58.5
FvSPDS RT R GGTCCCTCAGTAGAACAGAGCAT 57.1

4.4. A FVADC és a FVSPDS ORF-ek pENTR™/SD/D-TOPO kl6nozé vektorba ligalasa

Fragaria vesca L. cv. ‘Riigen’ levélszovetébol RNS-t izolaltunk (Melléklet 10.3). A total
RNS-b6l a mRNS-eket célozva oligo (dT)18 primer felhaszndldsdval cDNS-t szintetizaltunk
(Melléklet 10.4). A cDNS konyvtarbol a FVADC és FVSPDS géneket a Fv. ADC SFT —
FvADC SRT ¢és a Fv_SPDS SFT — FvSPDS SRT primerparok alkalmazasaval (1. tablazat)
amplifikaltuk  (Melléklet 10.5). A felszaporitott szekvencidkon ellendrzés céljabol
gélelektroforézist végeztiink (TAE puffer, 1,2% agar6z).

A megfelelé méretli fragmentumokat visszaizolaltuk az agar6z gélbdl (Promega Wizard®

SV Gel and PCR Clean-Up System Kit, Promega, Madison, USA) (Melléklet 10.6). A
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vektorkonstrukciok Osszeallitisdhoz Gateway® rendszert hasznaltunk. A gyartd altal eldirt
protokollt kévetve a FVADC és a FVSPDS szekvencidkat pENTR™/SD/D-TOPO klénozé
vektorba ligaltuk. A forvard primerek a sziikséges CACC szekvenciat is tartalmaztak, mig a reverz
primerrel eliminaltuk a kodolo régiok végén talalhatod stop kodont. Ezekkel a valtoztatasokkal a
cDNS ORF-eket C terminalisan fuzionaltatni tudtuk a pGWB405 binaris vektorban 1évo SGFP
riportergénnel.

Az elkészitett vektorkonstrukciokkal E. coli ‘JM109° torzset transzformaltunk, majd
szelekciés LB téaptalajon (50 pg/ml spektinomicin) tenyészeteket inditottunk. A felndvo
kolonidkra kolonia PCR-t inditottunk M13 F — FvADC SRT és M13 F — FvSPDS_SRT
primerparok felhasznalasaval. A pENTR::FVSAMS esetében pozitiv eredményt ad6 kolonidk koziil
a az elso kettd, mig a pPENTR::FVSAMDC esetében az 6todik és hatodik koloniakbol izolaltunk
plazmidot). Az izolalt plazmidok felhasznalasaval a M13_F — FVYSAMS_SRT, FVSAMS_SFT-
MI13 R és a M13 F — FYSAMDC_SRT, FYSAMDC_SFT — M13 R primerparokkal PCR-t

inditottunk, amellyel a fragmentumok orientaciojat is ellendriztiik.

A szelekcios taptalajon felndvo koloniakbol izolalt plazmidokat restrikcios enzimekkel
emésztettik. A pENTR::FVADC ¢és a pENTR::FVSPDS plazmidok emésztését AflIl és Ascl
enzimekkel végeztiik. A 10.12, 10.14, 10.15 mellékletekben szerepld restrikcios térképek alapjan
vart méretli fragmentumok amplifikalédasa ¢és azok megfeleld méretli fragmentumokra torténd

hasitasat figyeltiik meg.

4,5. A pGWB405::FVADC és a pGWB405::FvSPDS binaris vektorkonstrukciok eléallitasa

Az emésztéssel is pozitiv eredményt addé pPENTR::FVADC ¢és pENTR::FvSPDS
vektorkonstrukcidkat ezutdn LR klondz enzim alkalmazasaval (Gateway ™ LR Clonase ™,
ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) a gyart6 altal eldirt protokoll alapjan pGWB405 binaris
vektorba ligaltuk a szekvencidkat (Melléklet 10.8). A pGWB405 bindris vektor konstitutiv
CaMV35S promotert és sGFP riportergént tartalmaz, amely alkalmas a szekvencidk C terminalis
fuzionaltatasara. A szelekcios marker-gén baktériumok esetében spektinomicin rezisztenciat, a

novények esetében a kanamicin rezisztenciat kodol (7. abra).
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(a)

RB | FVADC ORF 1 sGFP 1B |

(b)

FUSPDS ORF | sGFP

7. abra: A pGWBA405::FVADC (a) és a pGWB405::FvSPDS (b) binaris vektorkonstrukciok. RB-
right border (jobb oldali hatarrégio); CaMV35Spr — karfiol mozaik virus 35S konstitutiv
prométere; SGFP — szintetikus zo1ld fluoreszcens fehérjét kodold gén; NOStr — nopalin szintaz
terminatorrégioja; Nptll — neomicin foszfotranszferaz II (kanamicin rezisztenciat kialakito gén);
NOSpro — nopalin szintaz prométere; LB — left border (bal oldali hatarrégio).

Az igy kapott pGWB405::FVADC és pGWB405::FvSPDS binaris vektorkonstrukciokkal
Escherichia coli ‘JM109’ torzset transzformaltunk. A transzformalt torzsek szelekcios LB
taptalajon (50 pg/ml spektinomicin kiegészitéssel) feln6vé koloniaira az 1. tablazatban szereplé
primerek felhasznalasaval kolonia PCR-t inditottunk. pBI121 35S F — FvADC SRT és
pBI121_35S F — FvSPDS_SRT valamint FvADC_SFT — sGFP_RT R és FvSPDS SFT —
sGFP_RT R primerparok felhasznalasaval ellendriztiik a megfeleld orientdcidban torténd
beépiilést. Ezzel parhuzamosan a restrikcios térképek alapjan (Melléklet 10.13, 10.14, 10.15) az
pGWB405::FVADC konstrukciohoz az Ascl — Sacl enzimeket, a pGWB405::FvSPDS
konstrukcidhoz a Hindl 1 — Ascl enzimeket valasztottuk ki, hogy elvégeztiik restrikcios emésztést
is (8-9. abra).

8. abra: A pGWBA405::FvVADC kolonidkkal inditott kolonia PCR eredménye. A kivant méretii
fragmentumokat fehér nyilakkal jeloltiik. 1-2: pGWB405::FVADC plazmid pBI121_35S F —
FVADC_SRT primerekkel; 3: tires pGWBA405 plazmid pB1121_35S_F — FvADC_SRT
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primerekkel (negativ kontroll); 4-5: pGWB405::FVADC plazmid FvADC_SFT — sGFP_RT_R
primerekkel;6: tires pPGWB405 plazmid FYADC_SFT — sGFP_RT R primerekkel (negativ
kontroll); 7: pGWB405::FVADC plazmid emésztése Ascl — Sacl restrikcios enzimekkel; 8: iires
pGWB405 plazmid emésztése Ascl — Sacl restrikcios enzimekkel, M: Molekulatomeg marker,
ThermoFisher Scientific 100 bp Plus, a fragmentumok nagysaga: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031,
900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;

9. abra: A pGWBA405::FvSPDS koloniakkal inditott kolonia PCR eredménye. A kivant
méretli fragmentumokat fehér nyilakkal jeloltiik. 1-2: pGWB405::FvSPDS plazmid
pBI121 35S F — FvSPDS_SRT primerekkel; 3-4: pGWB405::FvSPDS plazmid FvSPDS_SFT —
SGFP_RT_R primerekkel; 5-6: pGWB405::FvSPDS plazmid emésztése Hindll1 — Ascl
restrikcios enzimekkel; 7: iires pPGWB405 plazmid emésztése Hindll1 — Ascl restrikcios
enzimekkel; M: Molekulatémeg marker, ThermoFisher Scientific 100 bp Plus, a fragmentumok
nagysaga: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;

A gélfotokon latszik, hogy mindkét konstrukcido esetében (pGWB405::FVADC ¢és
pGWBA405::FvSPDS ) a megfeleld méretii fragmentum amplifikalodott mind az 5° irdnyban, mind
a 3’ iranyban atfed6 szekvencidkhoz kapcsolodd primereket (pBl121 35S F, sGFP_RT_R)
alkalmazva. A pGWB405::FVADC plazmid emésztése soran az Ascl — Sacl restrikcios enzimek
kivagtak egy megfelelé méreti fragmentumot a konstrukciobdl, ami a nativ pGWB405 plazmidbol
nem hasitodott ki. A pGWB405::FvSPDS plazmid Hindlll — Ascl restrikcios enzimekkel torténd
emésztése utan a két kisebb méretii fragmentum jelenléte a kontrollként hasznalt nativ pGWB405-
ben megtalalhatd egy nagyobb szakasszal szemben bizonyitja a megfeleld beépiilést. Mindkét
pGWB405 konstrukci6 esetében a pozitivnak bizonyuld kolonidk koziil a masodikat valasztottuk

ki. Az ezekbdl a koloniakbol izolalt plazmidokat hasznaltuk a késébbiekben.

4.6. Az Agrobacterium tumefaciens ‘GV3101° torzs transzformacioja a pGWB405::FvVADC
és a pGWBA405::FvSPDS vektorkonstrukciokkal

A  pGWB405::FVYADC ¢és pGWB405::FVSPDS binaris  vektorkonstrukciokkal

Agrobacterium tumefaciens ‘GV3101° torzset transzformaltunk. A transzformalt térzsek 50 pg/ml

spektinomicint tartalmazé szelekcios LB taptalajon felnové kolonidira az 1. tablazat-ban leirt
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pBI121_35S_F — FvADC SRT és pBI121 35S F — FvSPDS SRT primerparok felhasznalasaval
kolonia PCR-t inditottunk (10-11. abra).

10. abra: A pGWBA405::FvVADC plazmiddal transzformalt Agrobacterium tumefaciens
‘GV3101° torzs kolonidira inditott kolonia PCR eredménye. A kivant méreti fragmentumokat
fehér nyilakkal jeloltiik. 1-5: pGWB405::FVADC plazmid, Agrobacterium tumefaciens
‘GV3101° 1-5. koloniak; 6: pGWB405::FVADC plazmid, pozitiv kontroll; M: Molekulatomeg
marker, ThermoFisher Scientific 100 bp Plus, a fragmentumok nagysaga: 3000, 2000, 1500,
1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;

11. abra: A pGWB405::FvSPDS plazmiddal transzformalt Agrobacterium tumefaciens
‘GV3101° torzs koloniaira inditott kolonia PCR eredménye. A kivant méreti fragmentumokat
fehér nyilakkal jeloltiik. 1-5: pGWB405::FvSPDS plazmid, Agrobacterium tumefaciens
‘GV3101° 1-6. kolonidk; 6: pGWB405::FvSPDS plazmid, pozitiv kontroll; M: Molekulatomeg
marker, ThermoFischer Scientific DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagyséaga: 3000,
2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;

A pGWB405::FvADC konstrukciot tartalmazo A. tumefaciens torzs 4. vizsgalt koloniajabol
¢s a pGWBA405::FvSPDS plazmiddal transzformalt A. tumefaciens torzs 1. koloniajabol glicerines

37



torzset inditottunk, melyeket ezutan -80°C-on tartottunk a tovabbi felhasznalasig. A késdbbiekben

ezekbdl a torzsekbdl inditott tenyészetekkel transzformaltuk a dohanyndvényeket.

4.7. A Nicotiana tabacum L. transzformacioja

A pozitivnak értékelt pPGWB405::FVADC ¢és pGWB405::FvSPDS vektorkonstrukciokkal
elvégeztiikk az Agrobacterium tumefaciens ‘GV3101° torzs transzformaciojat (Melléklet 10.10).
Ennek sikerességét a mar ismertetett kolonia PCR-rel ellendriztiik. A vektorépitéshez hasznalt
primereket, valamint azok fobb paramétereit a 2. tablazat tartalmazza. A pozitiv eredményt ad6d
koloniakbol az E. coli ‘JM109°, valamint az Agrobacterium tumefaciens ‘GV3101°
baktériumtorzsek esetében a hosszitavu tarolashoz folyékony glicerines baktérium torzstenyészet

készitettiink (750 ul steril 87%-os glicerin, 250 pl torzstenyészet), melyeket -80°C-on taroltunk.

2. tablazat: A vektorépitéshez hasznalt primerek fobb paraméterei

Primer neve Szekvencia Tm(°C) Fragmentum hossz Génba',lk,i
(bp) azonosito

Fv_ADC_SFT CACC GTAGTCGCGGAAGAGATGC | 66,3

Fv_ADC_SRT TCAACCACTGCAGTATGACCACT 62,1 1266 XM_004306397.2

Fv_SPDS_SFT [ CACC TCTTGTTTGGGTTTCATGGCC | 65,7

Fv_SPDS SRT [CTGTGCTTTCGATTCAATCACCTTCT| 61,7 1027 XM_004297595.2

M13_F CACGACGTTGTAAAACGACGG 55,6 Az inszert méretétol GU931384 1

M13_R TGCCAGGAAACAGCTATGACC 55,2 fiigg '

pBI121 35S F GGTAATATCCGGAAACCTCCTC 52,5 Az inszert méretétol AB294429

SGFP_RT_R CTTGTAGTTGCCGTCGTCCT 55,1 fligg

A transzformans koloniakbol folyékony YEP taptalajon (Melléklet 10.11) tenyészetet
inditottunk (50 pg/ml spektinomicin és 100 pg/ml rifampicin hozzaadasaval), amit 12 6raig
inkubaltuk 28°C-on. A kifejlédott folyékony tenyészetekbdl 2 mi-t 50 ml friss folyékony YEP
tapoldatba oltottunk (50 pg/ml spektinomicin és 100 pg/ml rifampicin hozzaadasaval). Ismét
inkubaltuk 28°C-on, amig a baktériumtenyészet ODegoo értéke 0,5-1 k6z¢ nem esett. Ezutan a
tenyészetet centrifugaltuk (15 percig 4300 g fordulatszamon), a feliiliszot ledntottik. [Az tiledéket
(baktériumokat) 1 ml folyékony MS tapoldatban (Melléklet 10.11) felszuszpendaltuk (1 mg/I
benzil-adenin és 0,2 mg/l naftil-ecetsav hozzaadasaval).] A kapott tenyészetbél 400 pl-t oltottunk
az elébb leirt 20 ml folyékony YEP tapoldatba. A dohanyleveleket 1 cm? feliiletii téglalap alakt
darabokra vagtuk, melyeket folyékony tenyészetben razattunk 60 percig. Szilard MS taptalajra
helyeztiik az explantumokat és 4 napig sotétben egyiitt tenyésztettiik a ndvényi szoveteket a
baktériummal. A kokultivacio végén a levéldarabokat haromszor atmostuk 200 pg/ml timentint,
300 pg/ml karbenicilint és 300 pg/ml cefotaximot tartalmazd steril desztillalt vizzel, majd
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haromszor antibiotikum mentes desztillalt vizzel. Ezutan szilard szelektiv hajtasregeneraldé MS
taptalajra helyeztiik (0,2 mg/l NAA, Img/l BA, 200 pg/ml timentin 80 pg/ml kanamicin és 250
pg/ml cefotaxim hozzdadasaval) a novényi szoveteket. 2 hetente friss taptalajra helyeztik a
kalluszosodd explantumokat szer-rotaciot alkalmazva a felhasznalt antibiotikumok tekintetében
(timentin, karbenicilin, cefotaxim). Ezzel a modszerrel csokkenthetjiik az antibiotikum rezisztens

torzsek kialakuldsanak kockazatat.

4.8. A genetikai transzformacio sikerességének bizonyitasa, a T1 generacio eloallitasa

A szelektiv (80 pg/ml kanamicinnel kiegészitett) MS t4ptalajon a nem transzformans
novények a kloroplasztiszok ¢€letképtelensége miatt gyenge novekedésiiek, torzak €s fehér szintiek
lettek. A normalisan fejlédé novényeket a petri-csészékbdl egyesével passzaltuk az ugyanolyan
taptalajt tartalmazo tenyészedényekbe. Ezek leveleibl DNS-izolalas utan PCR-rel ellendriztiik a
FVSPDS szekvenciak klonozasat PCR-rel (Melléklet 10.5). A felszaporitott szekvenciakon
ellendrzeés celjabol gélelektroforézist végeztiink (TAE puffer, 1,2% agar). A pozitiv eredményt
ado novényekbdl a gyartd leirasa alapjan izolaltuk az 6sszes RNS-t (Total RNA Mini Kit Plant,
Geneaid®, New Taipei City, Taiwan) (Melléklet 10.3). Az dsszes RNS-bs1 oligo(dT)1s primer
felhasznalasaval c¢DNS-t szintetizdltunk a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) segitségével (Melléklet 10.4). A transzgénr6l torténd
transzkripciot PCR-rel az el6bb emlitett modszerrel vizsgaltuk a CDNS-ek felhasznalasaval. Az
inszertek C-terminalisan fhzionaltatva voltak az SGFP riportergénnel, igy a termel6dé fehérje
vizudlisan is nyomon kdvethetd, ezért az RNS szinten is pozitiv eredményt add vonalakat
lézerletapogatast konfokalis mikroszkoppal is vizsgaltuk a 4.11 fejezet szerint (Leica TCS SP8).
Ezzel a médszerrel a transzgén transzlacios aktivitasa is kimutathato. Azokbdl a vonalakbdl,
melyek fehérje szinten is mutattak az inszert integracidjat és funkcioképességét, in vivo
akklimatizaltuk autokldvban sterilizalt viragfold keverékben (16 6ras nappalhossz, 23°C). A két
konstrukciot tartalmaz6 vonalak viragait ontermékenyitettiik, ezekr6l magot fogtunk. Az ezekbol
a magokbol kikeld novények alkotjak a T1 nemzedéket. A To nemzedék azon vonalai tartalmazzak
a bevitt génkonstrukciot egy funkcidképes kopiaban, melyek utddpopulacidja (T1 nemzedék) 3:1-
es hasadast mutat szelekcios taptalajon. A T1 vonalak szegregacids aranyat in vitro vizsgaltuk a 80
pg/ml kanamicint tartalmazé MS taptalajon. A FvADC és FvSPDS vonalak esetében tobb
fiiggetlen transzformacidés eseménybdl szarmaz6 vonalndl kaptunk a kivanatos 3:1-es hasadasi
aranyt. Ezek koziil a kdvetkezd harom-harom vonalat valasztottuk ki tovabbi vizsgalatok céljabol:

FVADC-5, FvADC-7, FvADC-37 FVSPDS-2, FVSPDS-9, FVSPDS-82.
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4.9. Novénynevelési paraméterek a gének indukalhatésiaganak vizsgalatiahoz

A kiemelt 3-3 megfelelé szegregacios aranyt mutatd transzgénikus vonal elészelekcidjat
80 pg/ml kanamicinnel kiegészitett MS taptalajon végeztiik, mig a vad tipusa (kontrollnak
hasznalt) Nicotiana tabacum L. magokat antibiotikum-mentes MS taptalajon csiraztattuk. A 21.
napon a novényeket indukcios taptalajra helyeztiik, mely minden esetben MS téptalaj volt egy-egy
a poliamin metabolizmusban résztvevd szerves molekula kiegészitéssel. Az arginin dekarboxildz
enzim génjének egy uj, jelolt kopiajat hordozoé vonalakat (FvADC-5, FVvADC-7, FYvADC-37) 150
mg/l arginint vagy 10 mg/l putrescint tartalmazo taptalajra helyeztiik. A spermidin szintdz génnel
transzformalt FvSPDS-2, FvSPDS-9, FvSPDS-82 vonalakat 10 mg/l putrescint vagy 10 mg/|
spermidint tartalmazo taptalajon neveltilk tovabb (Bhatnagar et al., 2004; Veerasamy és
Chinnagounder 2013). A vad tipust novényeket mindharom kezelésnek (arginin, putrescin és
spermidin) alavetettiik. A vad tipust, valamint a 3-3 transzformalt névényvonalat kiegészités
nélkiili MS téptalajon is tenyésztettiik. A novényeket 16 ora megvilagitds mellett 23°C-on

neveltiik, a mintdkat a vetést kovetd 90. napon gyiijtottiik.

4.10. A Klorofill mennyiségének mérése

Az 6sszklorofill-tartalom, valamint a klorofill a és b mennyiségének meghatarozasat Porra
et al. (1989) modszere alapjan végeztilk. A gyiijtott levélmintakbol 200 mg-ot poritottunk el
folyékony nitrogénben. Ezutan 2 ml 80%-os (v/v) jéghideg acetonban szuszpendaltuk a mintakat.
Az acetonban felvett mintakat 12000 g fordulatszamon 4°C-on 20 percig centrifugaltuk. A
feliiluszot yjra centrifugaltuk 12000 g fordulatszdmon 5 percig, szintén 4°C-on. 1 ml feliiliszohoz
1 ml 1 M Tris-HCI-ot (pH 8) adtunk, majd NanoDrop ND-1000 UV/Vis spektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies, USA) a 645 nm-en (Abs.645) és a 663 nm-en (Abs.663) mértiik az
abszorbanciat. Novényi minta nélkiil elkészitett oldattal kalibraltuk a mtiszert. A klorofill a (Ca)
¢s a klorofill b (Cb), valamint az 6sszklorofill (Ct) tartalmat az alabbi képletek felhasznalasaval

hataroztuk meg:

Ca=0,0127*(Abs.663)-0,00269*(Abs.645):
Ch=0,0229*(Abs.645)-0,00468*(Abs.663);
Ct=Ca+Cb.

4.11. A lignin tartalom mérése

A hajtasok lignin mennyiségének meghatarozasahoz elsé 1épéseként fehérjementes sejtfal-
kivonatot készitettiink. 200 mg liofilizalt hajtast (szarat és levelet vegyesen) homogenizaltunk 5
ml 50 mM kalium-foszfat pufferben (pH 7), majd 1400 g fordulatszamon centrifugaltuk 5 percig.
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A feliiliszot ledntottiik, és kétszer megismételtiik a centrifugalast. Az als6 fazishoz 5 ml 1%-0s
Triton-X-100-t adtunk (pH 7), és 1400 g fordulatszamon centrifugaltuk 5 percig. A feliiluszot
leontottiik, és kétszer megismételtiik a centrifugalast. Ezutan Sml 1 M NaCl-t (pH 7) mértiink a
mintakra, majd 1400 g fordulatszamon centrifugaltuk 5 percig. A feliiliszot ledntottiik, és kétszer
megismételtiik a lépést. A csapadékra 5 ml desztillalt vizet mértiink, és 1400 g fordulatszamon
centrifugaltuk 5 percig. A feliiliszot leontottiik és kétszer megismételtiik a mosast. Ezutan 5 ml
acetont adtunk a mintakhoz, 5 percig centrifugaltuk 1400 g fordulatszamon, a feliiliszot
leontottiik. Még két alkalommal centrifugaltuk, majd 60°C-on 12 6ran at beszaritottuk a mintékat.

A lignin mennyiségének meghatarozasahoz Moreria-Vilar et al., (2014) modszerét
alkalmaztuk. 20 mg fehérjementes sejtfal-kivonatra ramértiink 0,5 ml 25% (v/v) jégecetben oldott
acetil-bromidot, majd 70°C-on 30 percig inkubaltuk. A mintakat ezt kdvetden jégen hirtelen
hiitottiik le. Ezutan hozzaadtunk 0,9 ml 2 M natrium hidroxidot (NaOH), 0,1 ml 5 M hidroxilamin-
hidrogén kloridot (NH2OH*HCI) és 4 ml jégecetet. Az igy kapott oldatokat 1400 g fordulatszamon
5 percig centrifugaltuk. A mintak abszorbanciajat WPA Biotech Photometer 1101 (Cambridge,
UK) késziilékkel mértiik 280 nm-en. A standard gorbe készitéséhez a fent leirt modon elokészitett
alkali lignin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) 10, 100 és 500 mg-os oldatat hasznaltunk.

4.12. A poliaminok, valamint a prolin mennyiségének meghatarozasa HPLC-vel

A szabad poliaminok, valamint a prolin mennyiségének meghatarozasat HPLC modszerrel,
Németh et al. (2002) alapjan végeztiik. A mintael6készités soran 200 mg névényi mintat folyékony
nitrogénben homogenizaltunk, 2 ml 0,2 M-os jéghideg perklorsavval (HCIO4) extrahaltuk Az igy
clokészitett mintakat 20 percre jégre helyeztiik, majd 10000 g fordulatszamon 20 percig
centrifugaltuk 4°C-on.

Smith és Davies (1985) a modszere szerint a poliamin frakciobol danzil-kloriddal
szarmazékot képeztiink. 100 pl feliiliszohoz 200 pl telitett natrium-karbonatot, valamint 400 ul
acetonban frissen oldott danzil-kloridot (5 mg/ml) adtunk 2 ml-es Eppendorf cs6ben. A mintakat
homogenizaltuk, majd 60 percig inkubaltuk s6tétben 60°C-on. Ezutan 100 pl prolin oldatot adtunk
hozza (100 mg/ml), és tovabbi 30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten sotétben. Ezutan a
danzilszarmazékokat 500 pl toluollal extrahaltuk 30 masodpercig, majd a fels6, szerves fazist
atszivtuk 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe Pasteur-pipetta segitségével. A mintdkat vakuum alatt
beparoltuk. A danzilalt poliaminokat és prolint 1 ml 100%-0s metanolban oldottuk fel, majd 0,2
um poérusméretii teflon membransziirén atsziirtiik. A mintékat acetonitril vivokdzeg hasznalataval

WATERS W 2690 (Milford, USA) HPLC késziilékkel vizsgaltuk.

4.13. Mikroszképos vizsgalat

41



A fuziés z6ld fluorescens fehérjék (FvADC::SGFP, FVvSPDS::sGFP) vizualis detektalasat Leica
TCS SP8 1ézerletapogatasu konfokalis mikroszkoppal valamint Leica/Leitz fluoreszcens sztereo
mikroszképpal (DMRB 301-371.010, Leica, Wetzlar, Germany) végeztik. A vizsgalt
levéllemezek apikalis részén 5*5 mm-es metszeteket készitettiink. A metszeteket nativ formaban,
fixalas nélkiil vizsgaltuk az adaxialis oldalarol. A metszetek fedéshez glicerin ¢s desztillalt viz 1:1
aranyu elegyét alkalmaztunk. A képek feldolgozasahoz a Leica LAS AF Lite 3.3.10134.0 szoftvert
hasznaltuk.

4.14. Statisztikai analizis

A vizsgalatokhoz szlikséges novényi mintat 3-3 ndvényegyed egyenld ardnyban gyiijtott
levelei képezték. Az eredmények 9 mérésbol szarmaznak. Az adatok kiértékeléséhez egytényezds
varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink. A szorashomogenitas megfeleldségét a Levene’s teszt, és
a varinaciahdnyados-proba alapjan ellendriztilk. Amikor a szorashomogenitds szignifikans
(p>0,05) Tukey féle post hoc teszttel, amikor a szorashomogenitas sériil (p<0,05) Games-Howell
teszttel hataroztuk meg a szignifikdnsan eltésd csoportokat. Az adatok Osszefliggésének
vizsgalatahoz korrelacidanalizist végeztiink. A kapott értékek kezelések €s vonalak szerinti
elemzését interakciovizsgalattal végeztiik. Az adatok kiértékeléséhez IBM SPSS v.27 programot

hasznaltuk.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1. A FvADC, FvSPDS expresszios mintazata a Fragaria x ananassa Duch. gyiimélcs
érése soran

Az etilén mellett a poliaminok is fontos szerepet jatszanak a gyiimdlcsérésében, ezért a mi
vizsgalataink is Kiterjedtek az endogén FaADC ¢és a FaSPDS gének relativ expresszidjara qPCR
modszerrel. A Fragaria vesca genomra tervezett primerek (1. tablazat) a PCR-rel torténd
ellendrzés soran 100%-osan miikddtek a Fragaria x ananassa Duch. cv. ‘Asia’ fajta genomi DNS-
¢ével is (12. abra), ezért a zold, fehér, rozsaszin és piros érési stadiumu gyiimolesok receptakulum
¢s aszmag szoveteibdl egyiittesen izolalt RNS-rdl visszairt cDNS-en gPCR-t inditottunk. (13.

abra).

12. abra: A Fragaria vesca L. genomra tervezett primerek tesztelése PCR-rel a
Fragaria x ananassa Duch. cv. ‘Asia’ fajta genomi DNS-ével. A kivant méretli fragmentumokat
fehér nyilakkal jeloltik. 1:FVADC_RT_F — FvADC RT R primerparral kapott fragmentum a
Fragaria x ananassa Duch. cv. ‘Asia’ fajta genomi DNS-ével; 2: FvADC _RT_F —
FvADC RT R primerparral kapott fragmentum a Fragaria vesca cv. ‘Riigen’ genomi DNS-
ével; 3: FVSPDS_RT_F — FVSPDS_RT _R primerparral kapott fragmentum a Fragaria x
ananassa Duch. cv. ‘Asia’ fajta genomi DNS-ével; 4: FvSPDS_RT _F — FvSPDS _RT_R
primerparral kapott fragmentum a Fragaria vesca cv. ‘Riigen’ genomi DNS-¢ével; 5:
Fv_ACTIN_RTF — Fv_ACTIN RTR primerparral kapott fragmentum a Fragaria X ananassa
Duch. cv. ‘Asia’ fajta genomi DNS-ével; 6: Fv_ACTIN_RTF — Fv_ ACTIN_RTR primerparral
kapott fragmentum a Fragaria vesca cv. ‘Riigen’ genomi DNS-ével; M: Molekulatomeg marker,
ThermoFisher Scientific 100 bp Plus, a fragmentumok nagysaga: 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 bp.

A FaADC gén esetében 14-szer nagyobb relativ expresszidt mértiink a zold érési
stadiumban 1évé gylimdlesben, mint a fehérben és kozel 40-szer nagyobbat, mint a rozsaszinben
és piroshan. A FaADC-hez hasonlo expressziés mintazatot kaptunk a FaSPDS gén esetében is, a
z06ld gylimdlesben tobb mint 10-szer nagyobb relativ expressziot detektaltunk, mint a fehér és a

rozsaszin érési stadiumokban. Még a piros érési stadiumhoz képest is kozel 8-szoros volt az
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expresszid mértéke. Mindkét gén relativ expresszidja kizardlag a zold érési stddiumban volt
kimagaslo, mig a fehér és rdzsaszin stadium kozott egyaltalan nem volt kiilonbség. A FAADC gén
relativ expresszidja a piros stddiumban a rdzsaszinhez képest felére esett vissza, mig a FaSPDS
gén-¢ kismértékben (30%-kal) er6sodott (Mendel et al., 2018). Egy korabbi tanulmanyban a Vitis
vinifera L. kiilonb6z6 érési stadiumaiban 1évé bogyoinak vizsgalata soran a VVSPDS gén relativ
expresszidja hasonld mintazatot mutatott (Agudelo-Romero et al., 2014). Guo et al. (2018)
szamoca kiilonbozo érési stadiumaiban poliamin szinteket mértek. Méréseikb6l kideriil, hogy a
z0ld érési fazisban a legmagasabb a putrescin szintje, melyért a magasabb arginin-dekarboxilaz
aktivitas felelds. Az érés elorehaladasaval ez a szint lecsokkent. Ezzel szemben a spermidin
mennyiségének novekedését csak a piros gyiimodlcsoknél tudtak kimutatni. Klimaktérikus, €s nem
klimaktérikus fajok (6szibarack, sargadinnye, paradicsom, szamoca, paprika €s tojasgylimdlcs)
gyiimolcsfejlodését vizsgalva is hasonld mintazatot kapott Nambeesan et al. (2008). Korabbi
kutatasok kimutattak, hogy az ADC gének foleg a sejtmegnyulast segitik eld a ndvényi fejlodés
(kiilonosen a gylimolesok fejlédése) soran, igy az ezzel jard fejlodési stadiumokban erdsebb a
relativ expressziojuk (Walden et al., 1997). A paradicsom ADC mRNS szintje a szinvaltaskor a
legmagasabb (Rastogi et al., 1993), mig a borsé novekedési szakaszaban is magasabb, mint a
késbbbi érési stadiumokban (Pérez-Amador et al., 1995). Kutatasaikban azt is kimutattak, hogy a
bors6 ADC mRNS mennyisége nincs szoros Osszefliggésben az ADC enzimaktivitassal, tehat

poszttranszlacios szabalyozas alatt all.
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13. abra: A FaSAMSy1 (a), FaSAMSy2 (b), FaSAMSy3 (c), FaSAMDcL (d), FaSAMDc2 (e),
FaSAMDc3 (f), FaADC (g) és FaSPDS (h) gének relativ expresszidja a szamdca gylimdlcs négy

Szamos kutatds eredménye egybehangzo abban a tekintetben, hogy a poliaminok nagy
mennyiségben vannak jelen a gyors sejtosztodasban, erds ndvekedési fazisban 1évd szovetekben,
valamint ott, ahol aktiv metabolizmusra van sziikség (Feirer et al., 1984; Fienberg et al., 1984;
Heimer és Mizrahi, 1982; Khan és Minocha, 1991; Minocha et al., 1991; Minocha et al., 1995;
Montague et al., 1978; Montague et al., 1979; Robie és Minocha, 1989; Tabor és Tabor, 1984;
Walker et al., 1985). Hatanaka et al. (1999) szerint megemelkedett spermidin koncentracio
sziikséges a Coffea arabica embriogeneziséhez. Magasabb CaSPDS c¢cDNS szinteket talaltak a
nyolc leveles kavé novények gyokereiben, z61d hajtasaiban, valamint a fiatalabb leveleikben, tehat
a fejlédésben 1évé szovetekben. In vitro tenyésztés soran ki tudtak mutatni a CaSPDS nagyobb

aktivitasat az intenziven osztédé kallusz sejtekben .

kiilonboz6 érési stadiumaban. SD+, n=4 (P<0,001).
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poliaminoknak az in vitro sejtosztédasban és ndvényregeneracidban is (Minocha és Minocha,
1995; Vondrakova et al., 2015; Yadav és Rajam, 1997).

5.2. A Nicotiana tabacum L. modellnovény transzformaciéja Agrobacterium tumefaciens-
sel és a To vonalak elészelekcioja

A glicerines Agrobacterium tumefaciens ‘GV3101° torzsekbdl folyékony tenyészeteket
sebzett levélexplantumokat a tenyészetekbe martottuk, majd 4-5 napos kokultivaciot
alkalmaztunk. Haromszori steril desztillalt vizes atmosas utan az explantumokat 80 pg/ml
kanamicint is tartalmazé szelekcios MS taptalajra helyeztiik. A szelekciods taptalajon regeneraldodo
novényeket egyesével friss taptalajra helyeztiik, ezzel egyidejlileg DNS-t izolaltunk beldliik, hogy
kideritsiik, mely egyedek DNS-ébe integralddott a T-DNS, PCR-t inditottunk az izolalt DNS-ekbdl
apBl1121_35S F-FvADC SRT éspBI121 35S F—FvSPDS SRT primerparok felhasznalasaval
(14. abra). A DNS szinten pozitivnak bizonyul6 vonalakat (To) in vitro klonoztuk. Ezen klonok
akklimatizalt, nevelokonténerbe kiiiltetett (in vivo) egyedeir6l fogtunk magot a késObbi

felhasznalasra (T1).

14. abra: A pGWB405::FVADC ¢és a pGWB405::FvSPDS vektorkonstrukciokat
tartalmazo To vonalak DNS szintii tesztelése. A kivant méretli fragmentumokat fehér nyilakkal
jeloltiik. 1-5: pGWB405::FVADC vektorkonstrukcidval transzformalt To 1-5 vonalak; 6:
pGWBA405::FVADC vektorkonstrukcio (pozitiv kontroll); 7-11: pGWB405::FvSPDS
vektorkonstrukcioval transzformalt To 1-5 vonalak; 12: pGWB405::FvSPDS vektorkonstrukcio
(pozitiv kontroll); M: Molekulatomeg marker, ThermoFischer Scientific DNA Ladder 100 bp
Plus, a fragmentumok nagysaga: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100 bp.

A 14. abran lathat6, hogy mely To vonalnal amplifikalodott a vart méretii szekvencia
(ADC3, ADC5, SPDS2 SPDS4 ¢és SPDSS5). Ezekb6l a DNS szinten pozitivnak bizonyuld
egyedekbol (ADC: 3, 5, 6, 7, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 vonalak; SPDS: 2, 4, 5, 9, 10, 11, 80,
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81, 82 vonalak) RNS-t izolaltunk, melyekrél Oligo (dT)18 primerrel reverz transzkripciot
inditottunk. A kapott cDNS-ekre a mar emlitett modon PCR-t inditottunk (FVADC_SFT —
sGFP_ RT R ¢és FvSPDS SFT - SGFP_RT_R primerparok felhasznalasaval), hogy
meghatarozzuk, mely vonalakban aktiv a transzkripcié a transzgénr6l. Az RNS szintii ellendrzés
soran vizsgalt 12 FvADC vonalak koziil 5, az FvSPDS vonalak koziil 3 esetében volt bizonyithato
a transzkripcids aktivitds. A pozitiv mintdk amplifikalodott fragmentumait lathatjuk a 15-16.

abrakon.

p—— SRA—— . —— U — S — . p——— | F— L p—— ——

M T3 T5 T6 T7 T35 T36 T37 T38 T39 T40 T4l T42

15. abra: A pGWBA405::FvADC vektorkonstrukciokat tartalmazo To vonalak RNS
szintl tesztelése. A kivant méretli fragmentumokat fehér nyilakkal jeloltiik. pPGWB405::FVADC
konstrukciot tartalmazoé 3, 5, 6, 7, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 T, vonalak RNS-ébdl szintetizalt

cDNS; M: Molekulatomeg marker, ThermoFischer Scientific DNA Ladder 100 bp Plus, a
fragmentumok nagysaga: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200,
100 bp.

4 T5 T9 Ti10 T11 T80 T81 T82

16. abra: A pGWB405::FvSPDS vektorkonstrukciokat tartalmazo To vonalak RNS
szintl tesztelése. A kivant méretli fragmentumokat fehér nyilakkal jeloltiik. pPGWB405::FvSPDS
konstrukciot tartalmazo 2, 4,5, 9, 10, 11, 80, 81, 82 To vonalak RNS-¢ébdl szintetizalt cDNS; M:

Molekulatomeg marker, ThermoFischer Scientific DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok
nagysaga: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp.
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Azoknak a vonalaknak akklimatizalt in vivo To klonjaibol, melyeknél DNS és RNS szinten
is bizonyitottuk az expresszios kazetta integralodasat a genomba, magot fogtunk. A T1 vonalak
szegregacios aranyat in vitro vizsgaltuk a 80 pg/ml kanamicint tartalmazé MS taptalajon. A To
nemzedék azon vonalai tartalmazzdk a bevitt génkonstrukciot egy funkcidképes kopiaban, melyek
utédpopulacidja (T1 nemzedék) 3:1-es hasadast mutat az adott szelekcios taptalajon. A FVvADC és
FvSPDS vonalak esetében tobb fliggetlen transzformacios eseménybdl szarmazo vonalnal kaptunk
a kivanatos 3:1-es hasadasi aranyt. Ezek koziil a kovetkezd harom-harom vonalat valasztottuk ki
tovabbi vizsgalatok céljabol: FvADC-5, FvADC-7, FvADC-37 FvSPDS-2, FvSPDS-9, FvSPDS-
82.

5.3. A FvADC és FvSPDS enzimek sejten beliili lokalizacidja
Els6 1épésben stabil transzformansokban vizsgaltuk a FvADC::sGFP ¢s a FvSPDS::sGFP
fuzids fehérjek sejten beliili lokalizaciojat. A klorofill autofluoreszcencidjan kiviil nem mutathato

ki sGFP aktivitas a vad tipusi névények esetében (17. abra).

sGFP Klorofill Egyesitett

17. abra: A vad tipusu (Vt) Nicotiana tabacum novények expresszios mintazata az
oszlopos parenchima sejtekben. A vonal 100 pm-t jelol.
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SGFP Klorofill Egyesitett

18. abra: A FYADC::sGFP konstrukcié expresszids mintazata a stabil transzformansok
epidermalis (a) és 0szlopos parenchima (b) sejtjeiben. A vonal 100 um-t jelol.

Stabil transzformansokban vizsgaltuk a FVADC::sGFP fuzios fehérjék lokalizaciojat. Az
epidermalis sejtekben az sSGFP a klorofillal azonos mintazatti helyeken detektalhato, igy
kloroplasztisz lokalizaciot allapitottunk meg (18./a abra). Az sGFP riportergén konstitutiv
promoterhez kapcsolva dnmagaban citoplazmas expressziot mutat, igy nem modosithatja a vele
fuzionaltatott szekvencia szubcellularis lokalizacidjat (Chiu et al., 1996). A N. tabacum endogén
arginin dekarboxildz enzime minden ndvényi szervben mutat aktivitast, &m az aktivitds helye a
szovet funkcidjatol fiigg (Bortolotti et al., 2004). Korabbi kutatasok kimutattak, hogy az ADC
enzim alapvetden a sejtmagban és kloroplasztiszban miikodik (Nandy et al., 2022; Slocum, 1991).
A fotoszintetikusan aktiv szovetekben a kloroplasztiszi jelenlét, a nem aktivakban a sejtmagi
jelenlét a dominans. Az A. thaliana esetében citoplazmas és kloroplasztisz lokalizaciot figyeltek
meg szintén sGFP fehérjék segitségével (Maruri-Lopez és Jiménez-Bremont, 2017). A sejtmagi és
citoplazmas lokalizacion kiviill minden szerz$ egyetért abban, hogy a kloroplasztiszban is
rendkiviil aktiv a poliaminok bioszintézise és igy az abban résztvevé enzimek is (Borrell et al.,
1995; Gemperlova et al., 2006; Torrigiani et al., 1986). Korabbi kutatasok kloroplasztisz

specifikus tranzitfehérjék kodonjait adonositottak Arabidopsis, dohany, rizs, zab, rozs, mustar és
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alma ADC génjei vizsgalatakor (Burtin és Michael, 1997; Peremarti et al., 2010; Urano et al.,
2003). A poliaminok a klorofill fehérjekomplexek antennafehérjéihez kapcsolodva modositjak a
fotoszintetikus apparatus hatasfokat és fokozzdk az ellenallast az oxidativ stresszek ellen
(Sobieszczuk-Nowicka és Legocka, 2013). Emiatt fontos a poliaminok folyamatos utanpotlasa,
ami magyarazza a fokozott ADC aktivitast a kloroplasztiszokban. Rizs, alma, dszibarack, szegfii
¢s mustar ADC génjei is hordoznak N-terminalis kloroplasztisz specifikus tranzitpeptid kodont
(Liu et al., 2009; Peremarti et al., 2009). Az arginin dekarboxildz enzim a citoplazmaban

szintetizalodik, majd onnan szallitodik a kloroplasztiszokba.

Mikroszkdépos vizsgalataink soran nem tudtunk a FVADC::sGFP konstrukcio sejtmagi
vagy citoplazmas aktivitasat kimutatni, am az oszlopos parenchima sejtek esetében a sejtkozotti
térben detektalhaté volt az SGFP jele (18./b abra). Dohanyndvények esetében a poliamintartalom
jelentds megemelkedését tapasztaltak az intercellularis térben stressz (pl. virusferttézés) hatasara
(Yamakawa et al., 1998). A spermidin és a spermin noveli a védekezésben résztvevd szamos gén
transzkripcios aktivitasat, fOleg a szerzett szisztemikus reztisztencidért felelds génekét. Védelmet
nyujtanak tobbek kozott a Botrytis cinerea, a dohany mozaik virus, az uborka mozaik virus,
valamint a Pseudomonas syringae baktérium ellen is (Marco et al., 2014; Mitsuya et al., 2009;
Seifi et al., 2019; Takahashi et al., 2003, 2004). Patogének altal fert6zott szoveteknél gyakran
megfigyeltek emelkedett poliaminszinteket, igy Pseudomonas syringae, P. cichorii, P. viridiflava,
Magnaporthe grisea vagy Sclerotinis sclerotiorum esetében is (Angelini et al., 2010). Rozs
lisztharmat fert6zését kovetéen megemelkedik a Put, Spd és Spm mennyisége, az ODC, ADC és
SAMDC aktivitasa is (Walters et al., 1985; 1986). Petrezselyem sarga mozaik virus és
dohanymozaik Vvirus fert6zés megnovelte a novények endogén poliamintartalmat (Uehara et al.,
2005). Szamos vizsgalat alapjan ugy tiinik, hogy a poliaminok, valamint a DAO ¢s a PAO enzimek
részt vesznek a védekezésben a ndvény-patogén kdlcsonhatas soran. Emelkedett poliaminszintek,
valamint a bioszintézisiikben résztvevd enzimek fokozott aktivitasat figyelték meg a ndvények
szisztemikus védekezésében (Walters, 2003a). A legtobb esetben a H20. szint kismértékben
megemelkedik, amit egy hiperszenzitiv reakcid kovet. A poliaminok masodlagos metabolitok
kiindulasi anyagai, valamint fenolos vegyiiletekkel is komplexeket képeznek, igy tudnak részt
venni a patogénekkel szembeni védekezésben (Walters, 2003b). A Spm szignalmolekulaként részt
vesz a hiperszenzitiv reakcioban uborka mozaik virus fert6zés esetében, igy gatolva a virus
szaporodasat dohanyban és Arabidopsis-ban is. Exogén Spd és Spm kezeléssel kdzepes mértéki
TMV rezisztenciat is ki tudtak alakitani (Mitsuya et al., 2009; Sagor et al., 2009). A fokozott

poliamin termelés a bioszintézisben résztvevd enzimek fokozott aktivitasat is jelenti, am jelenlegi
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ismereteink szerint eddig egy szerzé sem szamolt be a sejtkdzotti jaratokban arginin dekarboxilaz

aktivitasrol.

sGFP Klorofill Egyesitett

19. abra: A FVSPDS::sGFP konstrukcié expresszios mintazata a stabil transzformansok
epidermalis (a) és oszlopos parenchima (b) sejtjeiben. A vonal 100 um-t jelol.

A FVSPDS::sGFP expresszios mintazatat is vizsgaltuk N. tabacum epidermalis sejtjeiben.
Az sGFP kloroplasztiszokkal megegyez6 helyeken is adott fluorescens jelet, igy kloroplasztisz
lokalizaciot allapitottunk meg (19./a abra). A N. tabacum endogén spermidin szintaz enzime
minden névényi szervben mutat aktivitast (Gomez-Jimenez et al., 2010; Paschalidis et al., 2005).
Ez 6sszhangban van szamos kutatas eredményével, melyekben kimutattak, hogy a SPDS enzim
alapvetéen a sejtmagban és kloroplasztiszban miikodik (Belda-Palazon et al., 2012; Kaur-
Sawhney et al., 2003; Slocum, 1991). A SPDS enzim kloroplasztiszokban betoltott szerepét is
tobben is bizonyitottak (Borrell et al., 1995; Gemperlova et al., 2006; Torrigiani et al., 1986).
Ahogy kordbban mar emlitettiik, a poliamin bioszintézis enzimei nagyban hozzédjarulnak a
fotoszintézis hatékonysaganak noveléséhez, valamint a biotikus-, és abiotikus stresszekkel
szembeni ellenalas fokozasahoz (Marco et al., 2014; Mitsuya et al. 2009; Seifi et al., 2019;
Sobieszczuk-Nowicka és Legocka, 2013; Takahashi et al. 2003, 2004; Yamakawa et al., 1998). A
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poliaminok folyamatos jelenlétéhez legnagyobb mértékben a sejtmagban és a kloroplasztiszban
van sziikség, valamint a veszélyeknek leginkdbb kitett helyeken (sebek, sztoma zardsejtek,
epidermalis réteg, etc.) (Jiménez-Bremont et al., 2014). Morus spp. SPDS génjeiben nem talaltak
szignal peptidet, lokalizacidjat a funkcidja hatarozta meg (Liu et al., 2021). A névényi SPDS gének
nem tartalmaznak tranzit peptid specifikus szekvenciakat és a SGFP sem modositja az expresszios
mintazatot. A spermidin szintdz enzim a citoplazmaban szintetizalodik, majd onnan szallitodik a

kloroplasztiszokba és a sejtmagba (Chiu et al., 1996; Hashimoto et al., 1998; Liu et al., 2021).

Korabbi kutatasok is felhivtak a figyelmet arra, hogy a poliamin bioszintézis enzimei a
citoplazmaban a legaktivabbak, majd onnan szallitddnak a tovabbi felhasznalas helyére (Gonzalez
et al., 2021; Hashimoto et al., 1998; Takacs et al., 2016). Az oszlopos parenchima sejtek esetében
a mi kisérletiinkben is detektalhat volt az sGFP jele a citoplazmaban (19./b abra).

A poliaminok részt vesznek az oxidativ stressz elimindldsidban, a huzdfonalak
kialakitasaban, a kromatinszalak stabilizalasdban, valamint a génexpresszi6 szabalyozasdban
(Childs et al., 2003; Goyal et al., 2019; Matthews, 1993; Phengchat et al., 2016;). Ennek
megfelelden tobb kordbbi tanulményban is megemlitik a SPDS enzimek sejtmagi lokalizacidjat
(Amarasinghe és Carlson, 1994; Liang és Lur, 2002; Wu et al., 2020), mikroszkopos vizsgalataink

soran azonban nem tudtuk a FYSPDS::sGFP konstrukci6 sejtmagi aktivitasat kimutatni.

5.4. Az arginin, a putrescin és a spermidin hossziatava hatasanak vizsgalata a FvADC-t,

FvSPDS-t tultermelé és a vad tipusu Nicotiana tabacum novények élettani paramétereire

5.4.1. A klorofilltartalom

(FvADC-5, FvADC-7, FYvADC-37) 150 mg/l arginint vagy 10mg/1 putrescint tartalmazo taptalajra
helyeztiik. A spermidin szintdz génnel transzformalt FvSPDS-2, FvSPDS-9, FvSPDS-82
vonalakat 10 mg/l putrescint vagy 10 mg/l spermidint tartalmazo6 téptalajon neveltiik tovabb. A
vad tipusti ndvényeket mindhdrom kezelésnek (arginin, putrescin és spermidin) aldvetettiik. A vad
tipust, valamint a 3-3 transzformalt ndvényvonalat kiegészités nélkiili MS taptalajon is

tenyésztettiik.

A klorofilltartalom informaciot ad a novények fiziologiai allapotardl, fitneszérdl is
(Kovacs et al., 2020). Az osszklorofill-tartalom, valamint a klorofill a és b mennyiségének

meghatarozasat Porra et al. (1989) modszere alapjan végeztiik.
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20. abra: A vad tipusu (a), FVADC (b) és FVYSPDS (c) Nicotiana tabacum névények klorofill a
¢és b tartalma (mg/g) friss tomegre megadva, valamint azok egymashoz viszonyitott aranya
kontroll koriilmények kozott, valamint 150 mg/1 arginin, 10 mg/1 putrescin, és 10 mg/l spermidin
hatasara (SD=, n=3).

A vad tipusu Nicotiana tabacum névények klorofill a és b tartalma (mg/g) friss tomegre
megadva, valamint azok egymashoz viszonyitott aranya a 20/a abran lathat6. A kezeletlen
kontroll értéke 10,5 mg/g volt. A kontrollhoz képest mind a harom kezelés novelte az 6sszklorofill
szintjét, legkevésbé a putrescin kezelés (4,2%), legnagyobb mértékben az arginin hozzdadasa
(25,6%). A kontroll novényekhez képest az arginin kezelés 35,1%-kal, a putrescin kezelés 4,9%-
kal novelte a klorofill a aranyat a klorofill b-hez képest. Ezzel szemben spermidin hozzaadasakor

20,0%-kal csokkent ugyanez az érték az dsszklorofill-tartalom emelkedése mellett.
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Akontroll FYvADC vonal klorofill tartalma 14,0 mg/g volt a friss tomegre vetitve, ami
33,3%-kal nagyobb a kezeletlen vad tipusu novényeknél mértnél (20/b abra). Ugyanez az eltérés
mutathaté ki a putrescin hatasara is. Minden vizsgalt mintanal elmondhatd, hogy a putrescin
kezelés utan magasabb klorofilltartalmat mértiink, mint arginin hatdsara. Az arginin hozzaadasa
11,6%-kal csokkentette, a putrescin hozzaadasa 5,2%-kal novelte az 6sszklorofill-tartalmat. A két
klorofill tipus aranya ebben az esetben informativabb azok mennyiségénél. Azt tapasztaltuk, hogy
az argininnal kezelt névények Ca/Cb aranya atlagosan 15,5%-kal emelkedett, mig putrescin

hatasara atlagosan 27,0%-kal csokkent a kontrollhoz képest..

A harom FVSPDS Nicotiana tabacum vonal kontroll névényeinek atlaga 15,2 mg/g volt a
friss tomegre vetitve, ami 45,5%-kal nagyobb a kezeletlen vad tipust névényeknél mértnél (20./c
abra). Az Gsszklorofill-tartalom alakulasa nem mutat egységes képet a kiilonb6zé kezelések
hatasara a FvSPDS vonalak esetében. A putrescin kezelés hatasara mindharom FvSPDS vonal
esetében csokkent a koncentracio, atlagosan 30,5%-kal. Spermidin hozzaadasakor egy vonal
klorofilltartalma csokkent, kett6¢ emelkedett a kezeletlen kontrollhoz képest, am mindharom
esetben emelkedett a putrescinnel kezeltekhez képest (atlagosan 39,5%-kal). A putrescin kezelés
utan minden vizsgalt mintanal magasabb klorofilltartalmat kaptunk, mint arginin hatdsara. A
putrescin hozzaadasa a harom FvSPDS vonal atlagaban 32,1%-kal, a spermidin hozzaadasa 3,1%-
kal csokkentette a mintak 6sszklorofill-tartalmat. A két klorofill tipus aranya ebben az esetben is
informativ. Minden putrescint vagy spermidint tartalmazo6 taptalajon nevelt FvSPDS Nicotiana
tabacum novény Ca/Cb aranya csokkent, atlagosan 18,3%-kal. A putrescin 17,2%-Kkal, a spermidin

20,1%-kal alacsonyabb értékeket eredményezett a kontroll FvSPDS novényekhez képest.

5.4.2. A lignintartalom

Korabbi vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a FVYSAMS-t és FvSAMDC-t taltermeld
kezeletlen N. benthamiana D. novények szignifikansan magasabb lignintartalommal rendelkeztek,
mint a vad tipusuak. Sostressz hatasara a SAM dekarboxilacidja csokkentette a lignintartalmat a
poliamin metabolizmus, és ezaltal az abiotikus stresszel szembeni tolerancia javara (Kovacs et al.,
2020). Ezért vizsgaltuk, hogy a kisérletbe vont taptalaj-kiegészitok hogyan befolyasoljak a vad

tipust, valamint a FvADC-t és FvSPDS-t konstitutivan tultermeld novények lignin tartalmat.
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21. abra: A vad tipusu (a), FVADC (b) és FVSPDS (c) Nicotiana tabacum novények
lignintartalma (mg/g) liofilizalt szaraz tomegre megadva Kontroll koriillmények kozott, valamint
150 mg/I arginin, 10 mg/1 putrescin, és 10 mg/l spermidin hatasara (SD+, n=3).

A 21./a abra a vad tipust Nicotiana tabacum novények liofilizalt szaraz tomegre
vonatkozo lignintartalmat mutatja be (mg/g). A kontroll névények 36,4 mg/g lignint tartalmaztak
szaraz tomegre vetitve. Mind a harom alkalmazott taptalaj-kiegészités csokkentette a vizsgalt
novények lignintartalmat. Arginin kezelés hatasara a lignintartalom 18,1%-kal csokkent (29,8
mg/g), mig spermidin hatasara 14,4%-kal (31,2 mg/g). Putrescin hozzdadasara 1,6%-0s, nem

szignifikans csokkenést tapasztaltunk.
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A hiarom FVADC vonal kontroll ndvényeinek atlaga 35,1 mg/g volt a szaraz tomegre
vetitve, ami 3,6%-kal alacsonyabb a kezeletlen vad tipust novényeknél mértnél (21./b abra).
Mindharom vonalndl ugyanazt a tendenciat figyelhetjiik meg a lignintartalom alakuldsaban: a
legkisebb értékek a kontroll FYADC névényeknél jelentkeznek, mig a legnagyobban a putrescinnel
kezelteknél. A harom vonal atlagaban az arginin hozzaadasa 11,8%-Kal, a putrescin hozzaadasa

23,0%-kal novelte a mérhet6 lignintartalmat.

A harom FvSPDS Nicotiana tabacum vonal kontroll névényeinek atlagos lignintartalma
29,2 mg/g volt a szaraz tomegre vetitve, ami 19,9%-kal alacsonyabb a kezeletlen vad tipusu
novényeknél mértnél (21./c abra). A harom vonal esetében egyértelmiien a kontroll FvSPDS
novényeknél jelentkeznek a legkisebb lignintartalmak, a két taptalaj-kiegészitd emelte ezt az
értéket. A harom vonal atlagaban a putrescin hozzaadasa 35,4%-kal, a spermidin hozzaadasa
30,6%-kal novelte a FvSPDS Nicotiana tabacum névények lignin tartalmat.

5.4.3. A prolintartalom

Kavi Kishore et al., (1995) kimutattak a transzgénikusan tobb prolint termelé Arabidopsis
novények fokozott sotoleranciajat, valamint a prolin mennyiség ndvekedését kiilonb6zé stresszek
hatasara, ezért vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z06, poliamin metabolizmushoz kapcsolodé téaptalaj-
kiegészitok miként befolyasoljak a FVvADC, FvSPDS vonalak, valamint a vad tipusi dohany

novények prolintartalmat.
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22. abra: A vad tipusu (a), FVADC (b) és FVSPDS (c) Nicotiana tabacum novények
prolintartalma (ug/g) friss tomegre megadva kontroll koriilmények kozott, valamint 150 mg/1
arginin, 10 mg/1 putrescin, és 10 mg/l spermidin hatasara (SD=, n=3).

A 22./a abra a vad tipusi Nicotiana tabacum ndvények friss tomegre vonatkozod
prolintartalmat mutatja be (ug/g). A kezeletlen kontroll értéke 18,1 pg/g volt. Osszességében
elmondhat6, hogy mind a harom alkalmazott taptalaj-kiegészités csokkentette a vizsgalt ndvények
prolintartalmat. Arginin kezelés hatasara a prolintartalom 6,4%-kal csokkent (16,9 pg/g), mig
putrescin hatasara 6,0%-kal (17,0 ug/g). Spermidin hozzaadasara 33,3%-0s, erételjesebb
csokkenést tapasztaltunk.

58



A harom FVADC vonal kontroll n6vényeinek atlaga 10,7 pg/g volt a friss tomegre vetitve,
ami 41,0%-kal alacsonyabb a kezeletlen vad tipust novényeknél mértnél. Mindharom vonalnal
ugyanazt a tendenciat figyelhetjiik meg a prolintartalom alakuldsaban: a legkisebb értékek a
kontroll FvADC ndvényeknél jelentkeznek, mig a legnagyobban a putrescinnel kezelteknél (22./b
abra). A harom vonal atlagaban az arginin hozzaadasa 28,6%-kal, a putrescin hozzaadasa 56,1%-

kal novelte a mérheté prolintartalmat.

A FvSPDS Nicotiana tabacum vonalak kontroll névényeinek atlaga 8,2 pg/g volt a friss
tomeg aranyaban, ez 54,7%-kal alacsonyabb a kezeletlen vad tipust novényeknél mértnél (22/c.
abra). A prolintartalom alakulasaban ugyanaz a tendencia mindharom vizsgalatba vont vonal
esetében, a legnagyobb értékek a kontroll FvSPDS novényeknél voltak mérhetdk. Putrescin
hozzaadasa atlagosan 24,9%-kal, mig spermidin hozzaadasa 47,0%-kal csokkentette a

prolintartalmat.

5.4.4. A putrescin, spermidin és spermin, valamint az 6sszpoliamin-tartalom

A poliaminok az abiotikus stresszekkel szembeni védekezés részeként szerepet jatszanak a
membranstabilitas megerdsitésében, a szabad gyokok eltavolitasaban, az ozmotikus
szabalyozasban, és a sztdmak nyitottsaganak szabalyozasaban (Liu et al., 2007). Ezért vizsgaltuk
a kiilonb6z6 poliaminformak mennyiségének valtozasat a poliamin-metabolizmusban résztvevé
arginin, putrescin és spermidin hatasara a FvADC, FvSPDS vonalak, valamint a vad tipust dohany

novényekben (23. abra).
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23. abra: A vad tipusu (a), FVADC (b) és FVSPDS (c) Nicotiana tabacum novények
putrescintartalma (nmol/g) friss tomegre megadva Kontroll koriilmények kozott, valamint 150
mg/l arginin, 10 mg/1 putrescin, és 10 mg/1 spermidin hatasara (SD+, n=3).

A 23./a abra a vad tipusi Nicotiana tabacum ndvények friss tomegre vonatkozo
putrescintartalmat mutatja be (nmol/g). A kezeletlen kontroll értéke 298,3 nmol/g volt, tehat mind
a harom alkalmazott taptalaj-kiegészités csokkentette a vizsgalt ndvények putrescintartalmat.
Arginin kezelés hatasara a putrescintartalom 28,8%-0s (212,4 nmol/g), putrescin hatasara 15,7%-
0s (255,5 nmol/g), mig spermidin hozzaadasara 20,6%-0s (237,0 nmol/g) csokkenést

tapasztaltunk.
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A 23./b abra a FYADC Nicotiana tabacum novények putrescintartalmat mutatja be
(nmol/g) friss tomegre vetitve. A harom vonal kontroll novényeinek atlaga 220,2 nmol/g volt a
friss tomegre vetitve, ami 26,1%-kal alacsonyabb a kezeletlen vad tipust n6vényeknél mértnél. A
putrescintartalom alakuldsa mindharom vonal esetében hasonldéan alakul. Az arginin hozzéadasa
8,1%-kal csokkentette, a putrescin hozzaadasa 5,3%-kal novelte a szabad putrescintartalmat a

harom vonal 4tlagaban.

A FvSPDS Nicotiana tabacum vonalak kontroll névényeinek atlaga 192,7 nmol/g volt a
friss tomeg aranyaban, ez 35,4%-kal alacsonyabb a kezeletlen vad tipusu novényeknél mértnél
(23./c abra). A putrescintartalom alakulasaban ugyanazt a tendenciat figyelhetjilk meg mindharom
vizsgalatba vont vonal esetében. A legalacsonyabb értékek a kontroll FvSPDS névényeknél voltak
mérhetok. Putrescin hozzaadasa atlagosan 19,1%-kal, mig spermidin hozzaadasa 35,9%-kal

novelte a mérhetd putrescintartalmat.
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24. abra: A vad tipusu (a), FVADC (b) és FVSPDS (c) Nicotiana tabacum novények
spermidintartalma (nmol/g) friss tomegre megadva Kontroll koriilmények kozott, valamint 150
mg/l arginin, 10 mg/1 putrescin, és 10 mg/1 spermidin hatasara (SD+, n=3).

A 24./a abra a vad tipusi Nicotiana tabacum novények friss tomegre vonatkozo
spermidintartalmat mutatja be (nmol/g). A kontroll n6vények atlagosan 476,5 nmol/g spermidint
tartalmaztak. Az arginin kezelés hatasara a spermidintartalom 16,0%-0s csokkenést (400,1
nmol/g), putrescin hatasara 2,2%-0s nem szignifikans emelkedést (487,0 nmol/g), mig spermidin

hozzaadasara 48,7%-0s erdteljes csokkenést (237,0 nmol/g) mutatott.

A harom FYADC Nicotiana tabacum vonal kontroll ndvényeinek atlaga 483,8 nmol/g volt

a friss tomegre vetitve, ami 1,5%-kal magasabb a kezeletlen vad tipusu novényeknél mértnél (24./b
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abra). A spermidintartalom alakulasa mindharom vonal esetében hasonloan alakul, a legkisebb
mennyiséget a kezeletlen kontrollnal , a legnagyobbat a putrescinnel kezelésnél mértiik. Az arginin
hozzaadasa 10,8%-kal, a putrescin hozzaadasa 22,9%-kal novelte a szabad spermidintartalmat a

harom vonal atlagaban.

A 24./c abra a FVSPDS Nicotiana tabacum ndévények spermidintartalmat mutatja be
(nmol/g) friss tomegre megadva. A kontroll novényeinek atlaga 391,8 nmol/g volt a friss tomeg
aranyaban, ez 17,8%-kal alacsonyabb a kezeletlen vad tipusu novényeknél mértnél. A
spermidintartalom alakulasdban ugyanazt a tendenciat figyelhetjiilk meg mindharom vizsgélatba
vont vonal esetében. A legalacsonyabb értékek a kontroll FvSPDS novényeknél voltak mérhetok.
Putrescin hozzdadasa atlagosan 17,3%-kal, mig spermidin hozzaaddsa 10,1%-kal novelte a

mérhetd spermidintartalmat.
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25. abra: A vad tipusu (a), FVADC (b) és FVSPDS (c) Nicotiana tabacum novények
spermintartalma (nmol/g) friss tdmegre megadva Kontroll koriilmények k6zott, valamint 150
mg/l arginin, 10 mg/1 putrescin, és 10 mg/1 spermidin hatasara (SD+, n=3).

A 25./a abra a vad tipusa Nicotiana tabacum ndvények friss tomegre vonatkozo
spermintartalmat mutatja be (nmol/g). A vad tipust novények kezeletlen kontrolljainal spermin
tartalma 170,28 nmol/g volt. Az arginin kezelés hatasara a spermintartalom 14,8%-0s csokkenést
(146,2 nmol/g), putrescin hatasara 2,0%-os nem szignifikans emelkedést (173,6 nmol/g), mig

spermidin hozzaadasara 12,4%-0s emelkedést (191,4 nmol/g) mutatott.

A harom FVADC vonal kontroll ndvényeinek atlaga 174,9 nmol/g volt a friss tomegre

vetitve, ami 2,7%-kal magasabb a kezeletlen vad tipusu novényeknél mértnél. A spermintartalom
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alakulasanal mindharom vonal esetében ugyanazt a tendenciat lathatjuk, a legkisebb mennyiséget
a kontroll, a legnagyobbat pedig a putrescin kezelésnél mértikk (25./b abra). Az arginin
hozzaadasa atlagosan 18,3%-kal, a putrescin hozzaadasa 28,6%-kal novelte a szabad

spermintartalmat.

A FvSPDS Nicotiana tabacum vonalak kontroll névényeinek atlaga 145,5 nmol/g volt a
friss tomeg aranyaban, ez 14,6%-kal alacsonyabb a kezeletlen vad tipusu novényeknél mértnél
(25./c). A spermintartalom alakulasaban ugyanazt a tendenciat figyelhetjiik meg mindharom
vizsgalatba vont vonal esetében, a legalacsonyabb értékek a kontroll FvSPDS novényeknél voltak
mérheték. Putrescin hozzaadasa atlagosan 12,5%-kal, mig spermidin hozzaadasa 42,7%-kal

novelte a mérhetd spermintartalmat.

Az 6sszpoliamin-tartalom a harom fobb poliaminforma, a putrescin, spermidin és spermin
mennyiségének Osszessége, mely kiillon mutatoként is jellemzi a vizsgalt vonalak allapotat, a 26.

abran lathato.
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26. abra: A vad tipusu (a), FVADC (b) és FVSPDS (c) Nicotiana tabacum nvények
osszpoliamin-tartalma (nmol/g) friss tomegre megadva kontroll koriilmények kozott, valamint
150 mg/I arginin, 10 mg/1 putrescin, és 10 mg/l spermidin hatasara (SD+, n=3).

A 26./a abra a vad tipusi Nicotiana tabacum ndvények friss tomegre vonatkozo
Osszpoliamin-tartalmat mutatja be (nmol/g). A vad tipusi novények kezeletlen kontroll értéke
945,12 nmol/g volt. Az arginin kezelés hatasara az Osszpoliamin-tartalom 19,8%-0s (757,7
nmol/g), putrescin hatasara 3,5%-0s (912,2 nmol/g), mig spermidin hozzaadasara 28,8%-0s (672,7
nmol/g) csokkenést mutatott, vagyis az Osszpoliamin-tartalmat mindharom taptalaj-kiegészitd

negativan befolyasolta.
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A harom FvVADC Nicotiana tabacum vonal kontroll novényeinek atlaga friss tomegre
vetitve 878,9 nmol/g volt, ami 7,0%-kal magasabb a kezeletlen vad tipust novényeknél mértnél
(26./b abra). Az Gsszpoliamin-tartalom alakulasanal mindharom vonal esetében ugyanazt a
tendenciat lathatjuk, a legkisebb mennyiséget a kezeletlen kontrollnal , a legnagyobbat a
putrescinnel kezelésnél mértiikk. Az arginin hozzaadasa atlagosan 7,9%-kal, a putrescin hozzaadasa

19,6%-kal novelte a szabad 6sszpoliamin-tartalmat.

A kontroll FYSPDS novényeinek atlaga 730,0 nmol/g volt a friss tomeg aranyaban, ez
11,2%-kal alacsonyabb a kezeletlen vad tipust novényeknél mértnél. A spermintartalom
alakuladsaban ugyanazt a tendenciat figyelhetjiilk meg mindhérom vizsgalatba vont vonal esetében,
a legalacsonyabb értékek a kontroll FvSPDS novényeknél voltak mérhet6k (26./¢ abra). Putrescin
hozzaadasa atlagosan 49,1%-kal, mig spermidin hozzaadasa 23,4%-kal novelte a mérhetd

spermintartalmat.

5.5. A Kkezelések hatasanak értékelése FVADC-t, FVSPDS-t tultermel6é és a vad tipusu

Nicotiana tabacum novények esetében

5.5.1. A vizsgalt paraméterek értékelése a kezelések tiikrében

A vizsgalt paraméterek (kloforill, lignin, prolin, putrescin, spermidin, spermin, ¢€s
0sszpoliamin tartalmak) értékeit a 49-51. abraban foglaltuk 6ssze. A Vt novények esetében a mar
ismertetett Kilenc vonal atlagat reprezental6 adatokat jelenitettiik meg, mig a FvADC és FvSPDS
novények esetében a hdrom-hdrom egymastol fliggetlen transzformans vonal harom biologiai
ismétlésének atlagai szerepelnek az Gsszesitésben. Az oszlopok tetején az SD értékek szerepelnek,
felettiik a d6lt betiik a szignifikansan eltéré csoportokba tartozo értékeket jelolik A post hoc tesztet
Tukey’s Honest Significant Difference teszttel végeztiik, ahol a feltételek megengedték (a FvADC
prolintartalmat, valamint a FvSPDS lignin, prolin, és spermidin tartalmat Games-Howell teszttel
értékeltik).
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27. abra: A vad tipust (Vt) Nicotiana tabacum névények klorofilltartalmanak, Ca/Cb aranyanak
(@), lignintartalmanak (b), prolintartalmanak (c), valamint poliamintartalmanak (d)
meghatarozasa, SD+, n=9, valamint a szignifikdnsan azonos csoportok jelolése (dolt betit)
(P<0,05).

A vad tipust, FvADC és FVSPDS dohanyndvények eredményeinek értékelésével a harom,
poliamin bioszintézisben is résztvevd nitrogéntartalmu vegyiilet hosszutavu hatasat mutathatjuk

ki. A klorofill esetében csak az arginin kezelés eredményezett szignifikansan magasabb értéket a

vad tipusuaknal (27. abra), valamint a putrescin hozzaadasa okozott szignifikans csokkenést a
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FVSPDS novényeknél (29. abra). A tobbi esetben nem tudtunk kimutatni valtozast. Az exogén
poliaminok alkalmazasa noveli az antioxidans enzimek aktivitasat, stabilizalja a kloroplasztisz
kiils6 membranjat, és noveli a fotoszintetikus apparatus fotokémiai hatékonysagat (Shu et al.,
2012; Shu et al., 2013; Sun et al., 2018). A kiilséleg alkalmazott putrescin hatasa nemcsak az
antioxidans enzimek megemelkedett aktivitdsaban, és az érintett gének transzkripcidjaban érheto
tetten, hanem a megnodvekedett klorofilltartalomban is. A kiilonb6z6 eredetii klorofilltartalom
csokkenés is megakadalyozhaté kiilséleg alkalmazott poliaminokkal (Cai, 2009; Duan, 2000;
Wang et al., 2003). A putrescin mellett az arginin is csokkenti a membranok karosodasat, igy ovja
a kloroplasztiszok épségét (Sun et al., 2018). Méréseink alapjan a Ca/Cb arany szintén csak az
arginin kezelésnél emelkedett meg a vad tipusnal és a FVADC-nél (28. abra). Putrescin hatasara
mindkét transzformans csoportnal, mig a spermidin hatdsara a vad tipusnal és a Fv SPDS-nél
csokkent ez az érték. A Klorofill b 6Gnmagaban csak a fotonok energidjanak begytjtéséért felelds,
az igy el6allitott energiat egy klorofill a molekulanak adja at. A klorofill b mennyisége tehat
Osszességében javitja a fotoszintetikus rendszer kihasznaltsagat. Kisérletekben kimutattak, hogy a
stresszelt ndovényeik klorofilltartalma (klorofill a és klorofill b is) putrescin kezelés hatasara

emelkedett, de azok aranya érdemben (Ca/Ch) nem valtozott (Islam et al., 2022).

Kisérletiinkben a putrescin hozzdaddsa nem befolydsolta, az arginin és a spermidin
csOkkentette a mérhetd lignintartalmat a Vt névényeknél. A FYADC ¢és FvSPDS vonalaknal az
arginin, a putrescin ¢és a spermidin hatdsara is novekedett a lignintartalom. Korabbi
tanulmanyokban fokozott SAM aktivitast, és ezzel Osszefliggésben emelkedett lignifikaciot
figyeltek meg a vizhidnyos cirok, valamint soOstresszelt kukorica, szdéja ¢és paradicsom
novényekben. A lignin metabolizmusa hasznalja fel a legnagyobb mennyiségben a SAM-ot, ami
aminopropil csoportot szolgaltat a spermidin és spermin bioszintéziséhez is. (Azaizeh and Steudle,
1991; Cruz et al., 1992; Neves et al., 2010; Sanchez-Aguayo et al., 2004;). Korabbi vizsgalataink
soran kimutattuk, hogy a FVSAMS-t és FvSAMDC-t taltermeld N. benthamiana D. névények
szignifikansan magasabb lignintartalommal rendelkeztek, mint a vad tipusuak (Kovacs et al.,
2020). A taptalajhoz adagolt arginin csokkenti a lignin mennyiségét, mig a spermidin noveli a

lignifikaciot in vitro nevelt Arabidopsis novények esetében (Xu et al., 2014).
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28. abra: A FVADC Nicotiana tabacum novények Klorofilltartalmanak, Ca/Cb aranyanak (a),
lignintartalmanak (b), prolintartalmanak (c), valamint poliamintartalmanak (d) meghatarozasa,
SD+, n=9, valamint a szignifikansan azonos csoportok jelélése (d6lt betii) (P<0,05).

Méréseink alapjan a spermidinnel kezelt vad tipusu és a FvSPDS noévényeknél tudtunk
kimutatni szignifikdns prolintartalom csokkenést, de a FVADC vonalak prolintartalma ndtt
putrescin kezelés hatasara. A tobbi kezelésnek nem volt mérhetd hatdsa. Szamos novényfajban

figyeltek meg abiotikus stressz hatdsara megndvekedd prolin koncentraciot (Szabados és Savouré,

2010), ezért allapotot jelzé aminosavként tekintenek a prolinra. Vad tipusu Nicotiana tabacum
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novények vizsgalatdndl megfigyelték, hogy a kisebb hdstressz nagyobb mértékben a
prolintartalmat ndvelte, mig nagyobb hdstressz inkabb a poliaminok mennyiségét emelte. A két
érték mindig egyiitt mozgott, am ellentétes iranyban (Cvikrova et al., 2012). Az abszcizinsav-
fiiggd prolinfelhalmozddast nem befolyasolja a nitrogénoxid mennyisége, stressz hatisara az
antioxidans rendszert6l fliggetleniil né6 az aminosav koncentracidja (Planchet et al., 2014). A
novényi sejtekben az arginin az urea cikluson keresztiil kozvetleniil tudja névelni a prolin
mennyiségét (Del Duca et al., 2014), ami beinditja a putrescin termelédését (Mohapatra et al.,
2009Db). Islam kisérleteiben poliamin kezelés hatasara megnovekedett a prolintartalom stresszelt
novények esetében (Islam et al., 2022). Putrescinnel torténd permetezés tobb esetben is novelte a
prolin mennyiségét (Mohammadi et al., 2018; Sanchezrodriguez et al., 2016; Zeid et al., 2007),
de a spermidin és spermin is pozitiv hatassal volt ra (Chen et al., 2019). A putrescin mellett az
arginin is noveli a prolin koncentracidt az antioxiddns enzimaktivitds novelésén keresztiil
(Peynevandi et al., 2018; Sun et al., 2018). Ugyantgy, mint a prolin, az arginin dekarboxilaz
utvonalon keresztiil a putrescin (€s ezaltal a tobbi poliaminforma) bioszintézise is verseng a
glutamatért, mégsem lehet egyértelmii antagonisztikus dsszefliggést talalni a két Gtvonal kozott. A

prolinszintézis fliggetlen poszttranszlacios szabalyozas alatt all (Majumdar et al., 2016).
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29. abra: A FVvSPDS Nicotiana tabacum novények Klorofilltartalmanak, Ca/Cb aranyanak (a),
lignintartalmanak (b), prolintartalménak (c), valamint poliamintartalménak (d) meghatarozésa,
SD+, n=9, valamint a szignifikansan azonos csoportok jelélése (d6lt betii) (P<0,05).

Meéréseinkbdl kitlinik, hogy az arginin, putrescin és spermidin taptalajhoz torténd
adagolasa hatéssal volt a kiilonb6z6 poliaminforméak koncentracidjara. A kontrollként hasznalt vad
tipusti novények putrescin szintjét mindharom kezelés csokkentette. A két transzformalt vonal

egyedeinél a putrescin és (az FVADC esetében) a spermidin hozzdadasa is novelte a mérhetd

putrescin mennyiséget. A Vt novények endogén spermidin mennyiségét az arginin és a spermidin
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kezelés is csokkentette, a putrescin hatdstalan volt. A FVADC vonalak spermidin koncentracioja
mindkét kezelés hatasara nétt, a FvSPDS novényeké csak a putrescin kezelésre reagalt pozitivan.
A spermin mennyiségét a vad tipusban az arginin kismértékben csokkentette. A FVADC vonalak
spermin mennyisége szintén mindkét kezelés hatasara emelkedett, a FvSPDS novényekére viszont
csak a spermidin volt hatassal. Az §sszpoliamin-tartalom teljes mértékben leképezi a spermidin
tartalmat mindharom vizsgalt novényvonal esetében. A harom f6 poliaminforma (putrescin,
spermidin és spermin) a ndvény minden sejtjében megtalalhatod, és szdmos élettani folyamatban
részt vesznek, mint a novekedés, a szeneszcencia, stresszvalasz reakciok (Bouchereau et al., 1999;
Galston et al., 1997; Mariani et al., 1989; Nambeesan et al., 2008; Walden et al., 1997). A
spermidin €s spermin mennyiségét nagymértékben novelte a kiilséleg alkalmazott putrescin
kezelés mind a kezeletlen, mind az ozmotikus stressznek kitett lucerna novényekben (Zeid et al.,
2007), mig a putrescintartalom kismértékben nédtt (Pal et al., 2018). ADC enzimet taltermeld
Arabidopsis novényeknél emelkedett putrescin szintet mértek a spermidin- és sperminszintek
emelkedése nélkiil (Alcazar et al., 2010b). Ez azt bizonyitja, hogy az ADC enzimaktivitas hiaba
magas, az arginin dekarboxildz enzim (s az azt kodolo ADC gén transzkripcios aktivitasa) nem
limitalja a poliamin bioszintézist. Kasukabe et al. (2004) kisérletében SPDS enzimet taltermeld
Arabidopsis novények fokozott arginindekarboxilaciot és emelkedett spermidin szintet mutattak
stressz hatasara. Az SPDS gén taltermeltetése dohanyndvényekben emelkedett SPDS és SAMDC

aktivitast okozott, mig az ADC enzimaktivitas nem valtozott (Franceschetti et al., 2004).

Meéréseink alapjan a Vt ndvények élettani paraméterei nemhogy javultak volna, de
romlottak tobb esetben is a kiillonb6zo taptalaj-kiegészitok hatasara. a FvADC novények értékei
putrescin hatdsara nagyobb mértékben ndttek, mint arginin hatasara. A FvSPDS dohanyvonalak
esetében csak a poliamin szintek tiikrozik a putrescin, valamint a spermidin intenzivebb

feldolgozasat.

Lathat6, hogy a putrescin hatdsa a ndvényekre teljesen eltérd a spermidinétdl és a
sperminétdl. Kutatdsok szerint a poliaminok dsszes mennyiségén til a kiilonbozd poliaminformak
egymashoz viszonyitott ardnyanak is fontos szerepe van azok élettani folyamatokban betoltott
szerepében. Rézionok okozta lipidperoxidacid vizsgalatanal kimutattdk az exogén spermidin és
spermin pozitiv hatdsat, ami szoros Osszefliggésben volt a spermidin és spermin putrescinhez

viszonyitott aranyaval (Handa és Mattoo, 2010; Wang et al., 2007).
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30. abra: A vad tipusu , FvADC és FvSPDS Nicotiana tabacum névények poliaminformainak
aranyai, SD+, n=9, valamint a szignifikdnsan azonos csoportok jeldlése (dodlt betit) (P<0,05).

A 30. abran a méréseinkbdl szamitott (Spd+Spm)/Put aranyokat tiintettiik fel. A vad tipust
novények esetében kimutathatd, hogy az arginin és a putrescinin taptalajhoz torténé adagolasa
szignifikansan novelte a spermidin és a spermin aranyat a putrescinhez viszonyitva. Az exogén
putrescintobbletet az SPDS enzim spermidinné alakitja, igy igazolja a méréseinket. Az arginin
hozzaadasatél viszont azt varnank, hogy emelkedjen a putrescin tartalom (az ADC tutvonalon
keresztiil), am ennek ellentétét figyeltilk meg. A spermidin hozzaadéasa csokkentette a komplexebb
poliaminok aranyat a putrescin javara, ez sincs teljesen 0sszhangban a varhato hatassal. Az Fv
ADC ¢s FvSPDS vonalak ugyanugy reagaltak a kezelésekre, mint a Vt novények. Kimutattak,
hogy (Sper+Spm)/Put arany szoros 6sszefliggésben van a kiilonbozo stressztolerancia mértékével.
A magasabb arany nagyobb foku ellenallast biztosit (Wang et al., 2011; Zhou et al., 2008). A
kezeletlen kontrollhoz viszonyitott magasabb (Sper+Spm)/Put aranyt figyeltek meg sostresszelt
ndvények esetében. Spermidin hatasara ez az érték, és ezzel 6sszefliggésben a sotolerancia mértéke
még jobban emelkedett, ami azt jelenti, hogy a spermidin €s spermin egyiittes mennyisége dontd
fontossagl a tolerancia kialakitasaban (Li et al., 2016; Zapata et al., 2004). Putrescin tobbletet
termel6 Arabidopsis és Populus novények esetében nem mérhet6 jelentds valtozas a spermidin és
spermidin €s a spermin mennyiségét, nincs szoros Osszefliggés a kettd kozott. Ezzel szemben a
spermidin és a spermin mennyisége szoros regressziot mutat, amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
kolcsonodsen pozitiv hatassal vannak egymasra a SPDS és SPMS enzimek (és az azokat kodold

gének) (Mattoo et al., 2010).

5.5.2. A vizsgalt paraméterek kozti osszefiiggések

74



A hérom vonal kezeléseinek paraméterei alapjan korrelacidanalizist végeztiink, igy ki
tudjuk mutatni, hogy az egyes tulajdonsagok értékeit mely masik tulajdonsagok értékei

magyarazzak (3. tablazat).

3. tablazat: A vizsgalt paraméterek kozotti korrelacio (n=66, p<0.01).

Ca/Cb Lignin Putrescin Spermidin Spermin | Osszpoliamin
Lignin -0,395
Putrescin 0,492
Spermidin -0,343 0,712
Spermin -0,344 0,847 0,524 0,247
Osszpoliamin -0,357 0,920 0,373 0,917 0,569
(Spd+Spm)/Put -0,410 0,491 -0,413 0,874 0,679

A klorofill és prolin tartalom, valamint a Ca/Cb arany esetében nem tudtunk szignifikans
korrelaciot kimutatni. Ezek az értékek nem mutatnak 6sszefliggést egyik mért paraméter értékeivel
sem. A lignin tartalom kézepes, negativ 6sszefliggést (-0,395, és -0,386) mutat a Ca/Cb arannyal,
tehat magasabb lignin tartalmat alacsonyabb Ca/Cb arany esetében mérhetiink. A putrescin
kozepes pozitiv Osszefliggésben 4ll a lignintartalommal (0,492). A spermidin, spermin,
Osszpoliamin, és (Spd+Spm)/Put arany negativ kozepes erdsségii dsszefliggésben all a Ca/Ch
arannyal. Az 6sszes kezelés €s vonal atlagaban a magasabb poliamin tartalmak €s aranyok névelték
a Cb aranyat a Ca-val szemben, ami fokozott fotoszintetikus hatékonysagot jelent. A spermidin
szint kOzepes, pozitiv korrelaciot mutat a lignin mennyiségével. A spermin erds Osszefliggésben
van a lignin tartalommal (0,847), kézepesen erésen korrelal a putrescinnel, és gyengén a
spermidinnel. Az Osszpoliamin tartalom nagyon erds Osszefliggésben all a lignintartalommal
(0,920) és a spermidin tartalommal (0,917), és kozepesen erds korrelacioban all a putrescin,
valamint a spermin tartalommal. Az sszpoliamin tartalom legnagyobb mértékben a spermidin
tartalomtol fiigg, legkevésbé a putrescin mennyiségétdl. (Spd+Spm)/Put ardny erds pozitiv
Osszefliggést mutat a spermidin tartalommal (0,874), kdzepesen erdset a lignin és az §sszpoliamin
tartalommal. Negativ kozepesen erdés korrelacio all fenn a (Spd+Spm)/Put arany és a putrescin
mennyisége kozott, viszont a spermin mennyisége nem magyarazza ezt az értéket. Ezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az 6sszpoliamin mennyiséget és a (Spd+Spm)/Put
aranyt legnagyobb mértékben a spermidin mennyisége befolyasolja. A klorofill és prolin tartalom
fliggetlensége a tobbi paramétertdl azt bizonyitja, hogy a mért eltérések nem a poliamin

metabolizmus valtozasaibdl szarmaznak.
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55.3. A kezelésekre adott reakciok oOsszehasonlitaisa a FVADC és FvSPDS enzimet
tultermeld, valamint a vad tipusu novények vonatkozasaban

A vizsgalt paraméterek kezelésekre torténd valtozasai jol nyomon kdvethetdék a 20-30.
abrakon. Ki tudtuk mutatni, hogy az arginin, a putrescin és a spermidin kezelés is szignifikans
valtozast okozott az értékelt tulajdonsagokban. A kapott értékek kezelések és vonalak szerinti
elemzésével szamos esetben szignifikans interakcio figyelheté meg. Ezzel a vizsgélati modszerrel
kimutathatd, hogy az adott kezelésre mennyire eltérden reagaltak a kiilonb6zé névényvonalaink.
Az 31. abra Osszesiti azokat a vizsgalt paraméterekben végbement valtozasokat, melyekért a

FVADC gén okozta fokozott ADC aktivités felelds.

76



5 (@)  Klorofill Lignin Prolin
50 20
15 %
ol » P 15
o / 2 \
10
20
5 ~ : : 5 —
mg/g FW 10 mg/g DW ng/g FW
0 0 0
Kontroll Arginin Kontroll Arginin Kontroll Arginin
Putrescin Spermidin Spermin Osszpoliamin
350 600 250 1200
300
e \ 500 \ 200 1000 =
2
o 400 = \.. 800 \
. 300 600
150 0 100 00
100 nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g
50 100 30 200
0 0 0 0
Kontroll Arginin Kontroll Arginin Kontroll Arginin Kontroll Arginin
(b)  ca/cb & Lignin Prolin
0,7 20
0,6 — A — g
0,5 30 15
0,4
0,3 20 10
0,2 2
14 10 mg/g DW 5 ng/g FW
0,0 0 0
Kontroll Putrescin Kontroll Putrescin Kontroll Putrescin
Putrescin Spermidin Spermin Osszpoliamin
1100
400 800 250 1050
300 —— 600 i 1000
- —
400
100 900 B
100 y
nmol/g e nmol/g 50 nmol/g 850 nmol/g
0 0 0 800 A
Kontroll Putrescin Kontroll Putrescin Kontroll Putrescin Kontroll Putrescin
I I |
Vit FVADC

31. abra: A vad tipusu (Vt) és a FvADC Nicotiana tabacum novények paraméterei valtozasainak
Osszehasonlitdsa, 150 mg/1 arginin (a) és 10 mg/1 putrescin (b) kezelés hatasara n=9.

Az arginin dekarboxilaz enzimet taltermeld dohanyndvények klorofilltartalma arginin

hozz4adasara csokkent, mikdzben a vad tipusué nétt. Az arginin tobblet dekarboxilalodott a

fokozott ADC aktivitas hatasara és csokkentette klorofilltartalmat. Ezzel ellentétben a vad tipushoz
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képest nétt a lignin és a prolintartalom. A ndvény egészségi és stresszeltségi allapotat jelzo
paraméterek (a klorofill mennyiségén kiviil) javultak. A FvADC ndvények putrescin, spermidin
¢€s spermin mennyisége az elvarasoknak megfeleld emelkedd tendencidt mutat arginin kezelés
hatasara, igy azok 0sszessége is nott. Az arginin dekarboxildz enzimet tultermeld ndvények teljes
mértékben azonosan reagaltak a putrescin kezelésre, mint az argininra. A poliaminok
mennyiségének emelkedése ebben az esetben fokozottabb volt, nagyobb mértékben nétt, mint az
eléz6 kezelésnél. A fokozott poliamin tartalom fokozott stressztiirést eredményez. A putrescin
hozz4daddsa nem csokkentette az endogén putrescin mennyiséget a transzformdns ndvények
esetében. Burtin és Michael (1997) kisérleteiben ADC enzimet tultermelé dohanyndvényeknél
nem tudtak kimutatni fokozott poliamin mennyiséget annak ellenére, hogy a putrescin kdzvetlen
prekurzoranak, az agmatinnak t6bb, mint tizszeresére nott a koncentracioja. A SAM-dekarboxilaz,
diamin oxidaz és poliamin oxiddz enzimek aktivitasa valtozatlan maradt, tehat az arginin

dekarboxildz enzim fokozott termelésének hatasa nem jelent meg a poliaminok szintjén.
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32. abra: A vad tipusu (Vt) és a FvSPDS Nicotiana tabacum novények paraméterei
valtozasainak 6sszehasonlitasa, 10 mg/l putrescin (a) és 10 mg/l spermidin kezelés hatasara n=9.

Az 32. abra Osszesiti azokat a vizsgalt paraméterekben végbement valtozasokat, melyekért

a FVSPDS gén okozta fokozott SPDS aktivitds felelés. A szamdca spermidin szintdz enzimét
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tultermeld dohanynovények klorofill tartalma és a klorofillforméak ardnya is nagyobb mértékben
csOkkent putrescin kezelés hatdsara, mint a vad tipusu novényeké. Az intenzivebb
poliamintermelés nem jarult hozza a fotoszintetikus hatasfok javitasahoz. A putrescin a SPDS
enzim szubsztratjaként a poliaminfomak mennyisségével parhozamosan a lignin tartalmat is
novelte. Az vart spermidin és spermin szintézis emelkedése mellett a putrescin mennyisége is nott.
Spermidin kezelés hatasara a FvSPDS ndvények lignin és poliamintartalma a vad tipust névények
azonos paramétereihez képest nagyobb mértékben emelkedett. Ez azt jelenti, hogy a spermidin
szintdz enzim fokozott termelése pozitivhatassal van a ndovény egészségi dallapotara,
stressztlirésére. A spermidin hozzaadasa nem csokkentette az endogén spermidin mennyiséget a
transzformans novények esetében. A FvSPDS novények stresszeltségi allapotot jelzd prolin

tartalma nem tér el a vad tipustiakétol.

A 31-32. abrabol az is Kideriil, hogy a Vt dohanyndvények miként reagalnak az egyes
kezelésekre. Az arginin hatarozottan noveli a klorofill tartalmat, a putrescin és spermidin a spermin
tartalmat. A harom kezelés (arginin, putrescin, spermidin) csokkenteti az Gsszes tobbi vizsgalt
paraméter értékeit. Vizsgalataink soran a (Spd+Spm)/Put arany egyik esetben sem mutatott
szignifikans interakciot a vonalak tekintetében. Ennek az értéknek az alakulasa teljes mértékben

fiiggetlen az erédsebb ADC vagy SPDS gén transzkripcios aktivitasatol.
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5.6. Uj tudomanyos eredmények

1.

Bizonyitottuk, hogy a FARADC ¢és a FaSPDS valtozo expressziot mutat a Fragaria X

annanassa Duch. cv. ‘Asia’ szamoca gylimolcs érése soran.

Bizonyitottuk, hogy a FVADC és a FvSPDS gének expresszidosan aktivak a

transzgénikus Nicotiana tabacum névényekben.

GFP fuzios fehérjék segitségével megallapitottuk a FvADC intracelluléris
lokalizaciojat.

Kimutattuk, hogy a FYADC enzimet taltermelé N. tabacum ndévények tobb vizsgalt
¢lettani paraméterét modositotta a putrescin, mint az arginin tdptalajhoz torténd

adagolasa.

A Vi, FvADC ¢és FvSPDS vonalakban mért adatok alapjan megallapitottuk, hogy a
klorofill mennyisége minden vizsgalt paramétertdl fliggetlen, a lignin, spermidin,
spermin, 6sszpoliamin, és (Spd+Spm)/Put arany negativ Osszefliggést mutat a Ca/Ch
arannyal. A poliaminok mennyisége, valamint a (Spd+Spm)/Put arany pozitiv

Osszefliggésben all a lignintartalommal.

Bizonyitottuk, hogy a poliaminok egymdashoz viszonyitott aranyara nincs hatassal a
FVADC vagy FvSPDS enzimek tualtermelése, viszont az arginin vagy putrescin

taptalajhoz torténd adagolasa noveli ezt az értéket.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Bizonyitottuk, hogy a FaADC és a FaSPDS valtozo expresszidt mutatott a szamdca
gyiimolcsének korai érése sordn, ami a gyiimdlcsok kialakuldsakor a sejtosztodasban és
sejtdifferencidloédasban betdltott szerepiliket tamasztja ald. Korabbi kisérleteink alapjan mar
leirtuk, hogy a poliamin bioszintézisért felelds szamos gén részt vesz a gylimolesérésben is, tehat
a poliaminok fontos szerepet toltenek be a mindségi valtozasok soran. Szakirodalmi és sajat adatok
alapjan a poliaminok fokozzak az antioxidans rendszer enzimeinek aktivitasat, csokkentik a Na*
toxicitasat a H202 és Oz mennyiségét, valamint fokozzak a membranok stabilitasat, igy
segithetnek a gylimolcsok kialakulasakor és érésekor fellépd sejtszintii belsd stressz hatasait

csokkenteni, ellensulyozni.

A Fragaria vesca L. cv. ‘Riigen’ FVADC ¢és FVSPDS génjeit sikeresen transzformaltuk
Nicotiana tabacum L. novények szoveteibe, melyek utddaiban a vizsgalt gének transzkripcios
aktivitasa is bizonyithato volt. Az igy kapott novényvonalakat vetettiik ala tovabbi vizsgalatoknak.
Stabil transzformédnsok epidermalis sejtjeiben a FVADC::sGFP fuziés fehérjék esetében
kloroplasztisz lokalizaciot, a FVSPDS::sGFP fuziés fehérjék esetében kloroplasztisz ¢€s
citoplazmas lokalizaciotallapitottunk meg. A N. tabacum endogén poliamin bioszintézisben részt
vev6 arginin dekarboxilaz és spermidin szintaz enzime minden névényi szervben mutat aktivitast,
am az aktivitas helye a szovet funkcidjatol fiigg. A fotoszintetikusan aktiv szovetekben a
kloroplasztiszi jelenlét, a nem aktivakban a sejtmagi és citoplazmas jelenlét a domindns. A
poliaminok a klorofill fehérjekomplexek antennafehérjéihez kapcsolodva modositjak a
fotoszintetikus apparatus hatasfokat, és fokozzdk az ellendllast az oxidativ stresszek ellen. A
poliaminok folyamatos jelenlétéhez legnagyobb mértékben a sejtmagban és a kloroplasztiszban
van sziikség, valamint a veszélyeknek leginkabb kitett helyeken. Korabbi kutatdsok is felhivtdk a
figyelmet arra, hogy a poliamin bioszintézis enzimei a citoplazméban a legaktivabbak, majd onnan
szallitddnak a tovabbi felhasznalas helyére. Oszlopos parenchima sejtek esetében a sejtkozotti
térben detektalhatd volt a FVADC::sGFP konstrukci6 aktivitasa. Dohanyndvények intercellularis
terében a poliamin tartalom jelentés megemelkedését tapasztaltak biotikus stresszek (Botrytis
cinerea,dohany mozaik virus, Uborka dohany mozaik virus, Pseudomonas syringae, etc.) hatasara.
Kimutattak, hogy a poliaminok ndvelik szamos a védekezésben résztvevd gén transzkripcids
aktivitasat, f0leg a szerzett szisztemikus rezisztenciaért felelds génekét. Az intercellularis térben

aktiv ADC enzim a védekezésre torténd felkésziilésre utalhat.
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A lignin tartalom nodvekedése, valamint az emelkedett poliamin szintek alapjan
elmondhat6, hogy az arginin dekarboxildz enzimet tiltermeld dohanyndvények fitnessét leird
paraméterek javultak mind az arginin, mind a putrescin kezelés hatasara. Ez a javulas putrescin
hozz4adasakor nagyobb mértékli volt. A lignin tartalom ndvekedése, valamint az emelkedett
poliamin szintek jol mutatjak a putrescin és a spermidin exogén alkalmazasanak pozitiv hatasat a
spermidin szintdz enzimet taltermeld dohdnyndvények egészségi allapotara. A vizsgalatokbol ugy
tiinik, hogy mindegyik alkalmazott taptalajkiegészitd pozitivan hatott mind a vad tipust, mind a
FvADC és FvSPDS novények élettani paramétereire, vitalitasara. Annak ellenére, hogy a klorofill
mennyisége minden vizsgalt paramétertdl fliggetleniil alakult a vad tipust, FvADC ¢és FvSPDS
vonalakban is, a klorofillformak ardnyaban tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni.
Vizsgalatainkban a lignin, spermidin, spermin, dsszpoliamin tartalom és (Spd+Spm)/Put arany is
negativ korrelacioban all a Ca/Cb arannyal. A magasabb értékek ebben az esetben alacsonyabb
Ca/Cb aranyt eredményeznek, ami a fotoszintetikus apparatus magasabb hatasfokarol tanuskodik.
A lignintartalom Osszefliggését a poliaminokéval szintén ki tudtuk mutatni. Az Gsszefiiggés
erosségének sorrendjében a (Spd+Spm)/Put ardny, a putrescin, a sermidin, spermin ¢€s
0sszpoliamin tartalom pozitiv korrelaciét mutat a lignin tartalommal. Ez egyiranyu 0sszefiiggeés,
tehat a lignintartalom nincs hatassal a poliaminokra, csak forditva. A poliaminokrdl korabbi
kutatdsainkban mar megallapitottuk, hogy csokkentik a reaktiv oxigéngyokok ¢és a
hidrogénperoxid mennyiségét, a sériilt szovetek ionveszteségét, fokozzak a sétoleranciat, de most

a sejtfal szilardsaganak ndovekedése is bizonyitottnak latszik.

Minden vizsgalatot, minden mérést elvégeztiink vad tipusi N. tabacum ndvényeken,
valamint FVADC ¢és FVSPDS entimeket thltermeld transzformans vonalak mintain is. Az élettani
paraméterek és poliamin szintek alapjan megallapithato, hogy a Vt ndvényekhez képest a FYADC
gén konstitutiv taltermeltetése nagyobb mértékben van hatassal a vitalitdsra, mint a FVSPDS gén
overexpresszidja. Ezzel ellentétben az arginin taptalajhoz torténd adagolasa kisebb mértékii hatast
indukalt, mint a putrescin és spermidin kezelés. A poliaminformak kozvetlen hozzéadasanak
nagymértékii jotékony hatdsa az szakirodalom alapjan varhat6 volt, az arginin kdzvetlen hatasa
azonban kevésbé ismert. Ugy tiinik, az arginin egyéb bioszintetikus utvonalakban betoltétt szerepe
miatt (aminosav-, prolin-, GABA bioszintézis, citrat kor, urea ciklus, etc.) nem tud akkor hatast
kifejteni a vizsgalt paraméterekre, mint a poliaminok. Az arginint mas is fogyasztja, ezért kisebb
mértékben erdsiti a poliamin bioszintézist. Abban az esetben, amikor a poliaminok eldallitasa felé
tereltilk az arginint (ADC gén overexpresszioja altal), annak hatdsa jobban megjelent a vizsgalt

paraméterekben észlelt valtozasokban. A FVADC gén konstitutiv tultermeltetése nemcsak a
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poliaminok jotékony hatasan keresztiil fejti ki hatasat, hanem az urea cikluson keresztiil a
klorofilltartalmat is megnoveli a sejtekben. Igy a megemelkedett klorofill tartalom a jobb
fotoszintetikus hatékonysaggal kiegésziilve segit jobban hasznositani a beérkez6 sugarzast. A
FvSPDS gén hatésa inkabb a poliaminformak konverzidjaban jelenik meg. A hozzaadott putrescint
¢s spermidint segit kdzvetleniil tovabb alakitani, de a putrescin szintre is jotékony hatassal bir.
Ugy tiinik, a kiilonbozé poliaminformak mennyisége onmagaban nem jelent jobb fiziologiai
allapotot, inkabb a diamin putrescin és a hosszabb lancu spermidin és spermin egymashoz
viszonyitott ardnya dontd. Vizsgalataink sordn a (Spd+Spm)/Put arany egyik esetben sem mutatott
szignifikans interakciot a vonalak tekintetében. Ennek az értéknek az alakuldsara nincs hatéssal a
FvADC vagy FVSPDS gének tultermelése, viszont az arginin vagy putrescin taptalajhoz torténd
adagolasa noveli ezt az értéket. Ez az arany szigort szabalyozas alatt all, egyes szerzok szerint a

szovet- és szerv differencialodas iranyitasaban is meghatarozo szerepet tolt be.

Annak kimutatdsa, hogy mely egyéb bioszintetikus Utvonalakban bekovetkezett
valtozasokon keresztiil érvényesiilnek a FVADC és FVSPDS gének tultermelése okozta molekularis
valtozasok, qPCR vizsgalatokkal a legcélszeriibb a vad tipust €s transzformans vonalak kezelt
mintaibol izolalt RNS mintak reverz transzkripcidjat kovetden. Az alkalmazott kutatas felé torténd
elmozdulas lenne az in vivo kisérleti rendszer adaptalasa tiveghazi és szabadfoldi koriillményekre
egynyari, vagy akar éveld kertészeti kulturak esetében. Mar kereskedelmi forgalomban kaphatoak
poliamintartalmu névénykondicionald szerek. Ezek tapoldatozassal, vagy permetezéssel torténd
kijuttatasa fokozza a gyokér- és hajtasfejlodést, valamint a kiillonb6zo stresszekkel (gyomirtoszer,
vizhiany, hideg, h6sokk) szembeni ellenalloképességet, és leroviditi a regeneralodas idejét, ezek

alkalmazhatdsaga azonban kevésbé kutatott.
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7. OSSZEFOGLALAS

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a FAADC és a FaSPDS valtozo expressziot mutatott
a Fragaria x ananassa Duch. cv. ‘Asia’ gyiimolcsének érése soran, ami az érésben betoltott
szerepiiket tamasztja ald. Szakirodalmi és sajat adatok alapjan a poliaminok segithetnek a
gyiimolesok kialakuldsakor és érésekor fellépd sejtszintli belsd stressz hatasait csokkenteni. A
Fragaria vesca L. cv. ‘Riigen’” FVADC és FVSPDS génjeit sikeresen transzformaltuk Nicotiana
tabacum L. novények szoveteibe, melyek utddaiban a vizsgalt gének transzkripcids aktivitasat is

bizonyitottuk.

A stabil transzformansok epidermalis sejtjeiben FVSPDS::SGFP fuzios fehérjék esetében
kloroplasztisz €s citoplazmas lokalizaciot allapitottunk meg. A poliamin bioszintézis enzimei a
citoplazméaban a legaktivabbak, majd onnan szallitodnak a tovabbi felhasznalas helyére,
folyamatos jelenlétiikh6z legnagyobb mértékben a sejtmagban €s a kloroplasztiszban van sziikség.
A FVADC::sGFP fuzios fehérjék esetében kloroplasztisz lokalizaciot allapitottunk meg. Oszlopos
parenchima sejtek esetében a sejtkozotti térben is detektalhato volt a FVADC::SGFP konstrukcio
aktivitasa. Kimutattak, hogy a poliaminok novelik szamos, a szerzett szisztemikus rezisztenciaért
felelos gének transzkripcios aktivitasat. Az intercellularis térben aktiv ADC enzim a védekezésre

torténo felkésziilésre utalhat.

Mindegyik alkalmazott taptalajkiegészitd pozitivan hatott a vizsgalt novények élettani
paramétereire. A lignin tartalom novekedése, valamint az emelkedett poliamin szintek alapjan
megallapitottuk, hogy az arginin dekarboxilaz enzimet taltermel6 dohanynévények (FVADC)
fitnessét leird paraméterek javultak mind az arginin, mind a putrescin kezelés hatasara, mely a
javulas putrescin hozzaadasakor nagyobb mértékii volt. Az emelkedett poliamin szintek, valamint
a lignin tartalom novekedése jol mutatjak a putrescin és a spermidin exogén alkalmazdsanak
pozitiv hatasat a spermidin szintdz enzimet taltermelé dohanyndvények (FVSPDS) egészségi

allapotara.

A klorofill mennyisége minden vizsgalt paramétertdl fliggetleniil alakult a vad tipusu,
FvADC és FvSPDS vonalakban is, a klorofillformak aranyaban mégis lehetett szignifikans
kiilonbséget kimutatni. Vizsgalatainkban a lignin, spermidin, spermin, sszpoliamin tartalom és
(Spd+Spm)/Put arany is negativ korrelacidban all a Ca/Cb arannyal, ami a fotoszintetikus
apparatus magasabb hatasfokarol tanuskodik. Az Osszefliggés erdsségének sorrendjében a

(Spd+Spm)/Put ardny, a putrescin, a sermidin, spermin és Osszpoliamin tartalom pozitiv
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korrelaciét mutat a lignin tartalommal, igy a sejtfal szilardsaganak novekedése is lehet a

poliaminok hatésa.

A Vt novényekhez képest a FVADC gén konstitutiv tultermeltetése nagyobb mértékben
javitotta a vitalitast, mint a FvSPDS gén overexpresszidja, az arginin taptalajhoz tértén6 adagolasa
kisebb mértékii hatast indukalt, mint a putrescin és spermidin kezelés. A kozvetlen poliamin
adagolasnak nagymértékii jotékony hatdsa varhatd volt, az arginin kozvetlen hatdsa azonban
kevésbé ismert. Az arginint mas bioszintetikus Gtvonalak is fogyasztjak, ezért kisebb mértékben
erdsiti a poliamin bioszintézist. Abban az esetben, amikor az ADC gén konstitutiv tultermelése
altal a poliaminok eldallitasa felé csatorndztuk az arginint, annak hatasa jobban megjelent a
vizsgalt paraméterekben észlelt valtozasokban. A FVADC gén az urea cikluson keresztiil a klorofill
tartalmat is megnovelte a sejtekben, és a megemelkedett klorofill tartalom a jobb fotoszintetikus

hatékonysaggal kiegésziilve segit még jobban hasznositani a beérkezd sugarzast.

A FVSPDS gén taltermelése a poliaminformak konverzidjaban tiinik hatasosabbnak. Az
exogén putrescint és spermidint segit kdzvetleniil tovabb alakitani, de magara a putrescin szintre
is jotékony hatéssal birt mindkét poliamin. A diamin putrescin €s a hosszabb lanct spermidin és
spermin egymashoz viszonyitott aranya dontd, a kiilonb6z6 poliaminformak mennyisége
onmagaban nem okoz jobb fiziologiai allapotot. A (Spd+Spm)/Put arany egyik esetben sem
mutatott szignifikans interakciot a vonalak tekintetében (ennek az értéknek az alakulasara nincs
hatassal a FVADC vagy FVvSPDS gének taltermelése), viszont az arginin vagy putrescin taptalajhoz
torténd adagolasa novelte ezt az értéket. Ez az arany szigort szabalyozas alatt all, irodalmi adatok

alapjan a szovet- és szerv differencialodas iranyitasaban tolt be meghatarozé szerepet.
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8. SUMMARY

In summary, it can be concluded that FaRADC and FaSPDS showed a various expression in
the fruit ripening of Fragaria x ananassa Duch. cv. ‘Asia’, which confirms their role in fruit
ripening. Based on data from literature and from personal research, polyamines can prevent the
impacts of internal cellular stresses during fruit formation and ripening. FYvADC and FvSPDS genes
from Fragaria vesca L. cv. ‘Riigen’ were successfully transformed into tissues of Nicotiana
tabacum L. plants. The transcriptional activity of these newly introduced genes was demonstrated
in the progenies of the transformed plants.

In case of stable transformants, chloroplastic and cytoplasmic localization of
FvSPDS::sGFP fusion protein was observable in the epidermis cell layer. Enzymes of polyamine
biosynthesis are the most active in the cytoplasm, and are transported to other organs for further
utilization. Their continuous presence is eminently required in the nucleus and chloroplast.
Chloroplastic localization of FVADC::sGFP fusion protein was ascertained. The translational
activity of FvADC::sGFP construction was also in the extracellular space of palisade parenchyma
cell layer. It was previously established, that the polyamines enhance the transcriptional activity
of numerous genes involved in acquired systematic resistance, hence the activity of the ADC

enzyme in the extracellular space can denotes the preparation of the defense system.

All of the applied culturing media supply had a positive effect on the physiological
parameters of the examined plant lines. The elevated lignin content, the recovery of protein loss,
and the ascended polyamine content suggest the deduction, that the attributes describing the fitness
of the tobacco plants overexpressing the arginine decarboxylase enzyme (FVADC) ameliorated.
This progress was more marked in case of the addition of putrescin, than of arginine. The advanced
polyamine, lignin and protein content indicate well the positive effect of the exogenously applied
putrescine and spermidine on the state of health of the plants overexpressing the spermidine

synthase enzyme (FVSPDS).

The quantity of chlorophyll formed absolutely indifferently from every examined
parameter in all three (Wt, FVADC, FvSPDS) tobacco lines. In the other hand, the ratio of
chlorophyll forms represented a significant difference. Lignin, protein, spermidine, spermine, total
polyamine content and (Spd+Spm)/Put ratio also showed a negative correlation with the Ca/Ch
ratio, which infers the superior efficiency of the photosynthetic apparatus. In the order of strength

of relationship, (Spd+Spm)/Put ratio, putrescine, spermine, total polyamine content is in a positive
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correlation with the lignin content. This coherence foreshadows the role of polyamines in the
enhanced rigidness of the cell walls.

The constitutive overexpression of the FVADC gene improved the vitality in a greater
degree, then that of the FVSPDS gene, compared to the Wt. In addition, the exogenous putrescine
and spermidine had a greater effect, than the arginine treatment. The large-scale positive influence
of the direct addition of polyamines was expected, but the impact of straight arginine is less known.
Arginine is consumed by several biosynthetic pathways; therefore, it can enhance the polyamine
biosynthesis in a lesser extent. In the lines where the arginine is channeled in direction of
polyamine production through the constitutive overexpression of the ADC gene, its effect
manifested large better in the analyzed parameters. The FVADC gene enhanced the chlorophyll
content of the cells through the urea-cycle, and the higher content, complemented with a better
photosynthetic efficiency helps to harness much better the incoming radiation.

The overexpression of the FVSPDS gene appears to be more effective in the conversion of
the different polyamine-forms. It enhances the direct conversion of exogenous putrescine and
spermidine, and both polyamines have a positive impact on the putrescine content itself. The
quantity of polyamine-forms per se is not involved in improving the physiological status, but the
ratio of the diamine putrescine to the spermidine and spermine with longer chain is crucial. The
(Spd+Spm)/Put ratio showed no significant interaction in point of each case lines (the
overexpression of FYADC or FVSPDS genes had no impact to the conformation of this value), but
the exogenous addition of arginine or putrescine to the culturing media was able to heighten this
value. This ratio in under a strict regulation, it fills a fundamental role in the tissue- and organ

differentiation, based on the literature.
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10. MELLEKLETEK

10.1. Total DNS izolalas (DNeasy® Plant Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany)

- Elporitunk ~100-200 mg friss ndvényi mintat folyékony nitrogénben, az elporitott
ndvényi anyagot 1,5 ml-es Eppendorf csébe helyezziik és ramériink 400 ul AP1 puffert
+ 4 ul RNazA-t, majd VORTEX-szel homogenizaljuk.

- A mintakat 10 percig 65°C-on inkubaljuk (kdzben 2-3-szor dsszerazzuk), ezt kdvetden
130 pl P3 puffert adunk a mintakhoz, majd 6sszerazzuk és 5 percre jégre helyezziik.

- Ezutdn a mintdkat atmérjiik egy sziirdvel ellatott kolumnaba (QIAshredder Mini spin
column), amelyet egy 2 ml-es gyiijtocsébe helyeziink, majd 2 percig 11000 g
fordulatszamon centrifugaljuk.

- Az aluluszot atmérjiik 0j Eppendorf cs6be €s az &tmért mennyiséghez mérten 1,5-sz6rds
AWI1 puffert adunk a lizatumhoz, majd 6sszeszuszpendaljuk.

- A mintakbol 650 pl-ereket atmériink egy sziirdvel ellatott kolumnaba (DNeasy Mini
spin column), amelyet egy 2 ml-es gylijtécsébe helyeziink, majd 1 percig 6000 g
fordulatszamon centrifugaljuk, az aluliszot kiontjiik.

- Kovetkezo 1épésben hozzdadunk 500 ul AW?2 puffert és 1 percig 6000 g fordulatszamon
centrifugaljuk, az aluluszot kiontjiik €s a I€pést megismételjiik.

- A DNeasy Mini spin kolumnat egy tiszta 1,5 ml Eppendorf cs6be helyezziik és
kozvetleniil a membranra 100 pul AE puffert pipettazunk, 5 percig szobahdmérsékleten
inkubaljuk, majd 1 percig 6000 g fordulatszdmon centrifugaljuk.

- A nagyobb DNS koncentracio elérése érdekében a leoldd puffer mennyisége
csOkkenthetd.

- A DNS Kkoncentraciojat és tisztasagat NanoDrop ND-1000 UV/Vis spektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies, USA) ellendrizziik.

- A DNS-t -20°C-on taroljuk.

10.2 Plazmid DNS izolalasa Escherichia coli sejtekbol (PureYield™ Plasmid Miniprep
System, Promega, Madison, USA)

DNS tisztitas centrifugalassal:
- Meérjiink ki 600 pl baktériumkultarat egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe és adjunk hozza
100 pl sejtlizis puffert (Cell Lysis Buffer), majd keverjiik 0ssze a cs6 fel-le forgatasaval.
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- Adjunk hozza 350 pl hideg (4-8°C-0s) semlegesité oldatot (Neutralization Solution),
majd keverjiik 0ssze forgatdssal és centifugaljuk 11000 g fordulatszamon 3 percig
(lizatum készités).

- A letilepedett sejttormelék felkavarasa nélkiil mérjiik at a feliilaszot (kb. 900 ul) egy
gyljtécsobe helyeztt PureYield™ membranra, majd 11000 g fordulatszamon 15
masodpercig centrifugaljuk.

- Az aluliszot ontsiik ki, a membranra mérjlink ra 200 pl endotoxin semlegesitd oldatot
(Endotoxin Removal Wash) és 11000 g fordulatszamon 15 masodpercig centrifugaljuk.

- Az aluluszoét ontsiik ki, a membranra mérjiink ra 400 ul membranmos6 oldatot (Column
Wash Solution) és 11000 g fordulatszamon 30 masodpercig centrifugdljuk (mosas).

- Helyezziik at a membrant egy tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csdbe, €s mérjiink a
membranmatrixra 30 pl leoldé puffert (Elution Buffer) vagy nukleaz-mentes vizet.
Hagyjuk szobahOmérseékleten 1 percig allni, majd 11000 g fordulatszdmon 15
masodpercig centifugaljuk az izolatumokat, hogy leoldjuk a membranrél a plazmid
DNS-t.

- A plazmid DNS koncentracidojat és tisztasagat NanoDrop ND-1000 UV/Vis
spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, USA) ellendrizziik.

- Aplazmid DNS-t -20°C-on taroljuk.

10.3 Total RNS izolalas (Total RNA Mini Kit Plant Geneaid®, New Taipei City,

Taiwan)

- Elporitunk 100 mg ndvényi mintat folyékony nitrogénben, az elporitott mintakat egy
1,5 ml-es Eppendorf csébe helyezziik, 500 ul RB puffert és 5 pl B-merkaptoetanolt
adunk hozza (lizis), majd VORTEX-szel homogenizaljuk.

- A mintdkat 60°C-on 5 percig inkubdljuk, majd a gylijtécsébe helyezett sziirs
kolumnaba (Filter Column) pipettazuk ¢és 1 percig 1000 g fordulatszamon
centrifugaljuk.

- Az alultszéhoz, az aluliszohoz mérten fél mennyiségli abszolut etanolt adunk,
Osszerazzuk, majd ezt egy masik szlirdvel ellatott oszlopra (RB Column) atpipettazuk
¢és 14000-16000 g fordulatszdmon 1 percig centrifugaljuk (RNS megkotése).

- Az alultszot kiontjiik, a szlir@s oszlopra 80 pul DNéaz-t pipettazunk és 15 percig
szobahdmérsékleten inkubaljuk, majd 400 pul W1 puffert adunk hozza, végiil 14000-
16000 g fordulatszamon 30 mésodpercig centrifugaljuk.
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- Az aluluszot kiontjiik és a sziirds oszlopra 600 pl mosé puftert (Wash Buffer) (etanollal
kiegészitett) pipettazunk, majd 14000-16000 g fordulatszamon 30 masodpercig
centrifugaljuk (mosas).

- Az aluluszot kiontjiik és az ilires RB oszlopot 3 percig 14000-16000 g fordulatszamon
centrifugaljuk.

- A RB oszlopot 1,5 ml-es Eppendorf csdbe helyezziik, 50 pul RNaz mentes vizet
pipettazunk az oszlop matrixdra és minimum 2 percig allni hagyjuk, végiil 1 percig
14000-16000 g fordulatszamon centrifugaljuk (leoldas).

- A RNS koncentraciojat és tisztasagat NanoDrop ND-1000 UV/Vis spektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies, USA) ellendriziik.

- Az RNS-t -80°C-on taroljuk.

10.4 Reverz-transzkripcio (RT-PCR) (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
ThermoFisher Scientific®, Waltham, USA)

- A kovetkez6 reagenseket 6sszemérjiik egy steril, nukledz-mentes csébe, jégen

dolgozva.
total RNS 0,1ng-5 ug
Templat RNS vagy poly(A) mMRNS 10 pg- 0,5 pg
vagy specifikus RNS 0,01 pg- 0,5 pg

oligo (dT)1s primer 1l

Primer vagy random hexamer primer 1l
vagy génspecifikus primer 15-20 pmol

Steril bidesztviz 1-12 pl

5X Reakcio puffer 4l

RiboLock RNaz Inibitor (20 u/pl) 1 ul

10 mM dNTP Mix 2 ul

RevertAid M-MuLV Reverz Transzkriptaz (200 u/pl) 1l

Teljes térfogat: 20 pl

- Oligo(dT)1s vagy génspecifikus primer felhasznalasa soran a mintakat 1 Oraig
inkubaljuk 42°C-on. Random hexamer primer esetén egy 5 perces 25°C-os eldinkubacid
is sziikséges.

- Areakci6 ledllitdsahoz 5 percig 70°C-on inkubaljuk a mintékat.
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10.5

10.6

A PCR reakcioelegy dsszetevoi

PCR reakcioelegy Osszetevii a plazmid, a genomi DNS és a ¢cDNS esetén (20 pl
végtérfogathoz):

14 pl steril desztillalt viz;

2 ul puffer (10x koncentracioju) (elotte VORTEX-elni);

0,8 ul MgClz (25 mM) (elétte VORTEX-elni);

0,6 pl primer (forward) (10 pM/ul koncentracioju oldatbol);

0,6 pl primer (reverz) (10 pM/ul koncentracidja oldatbol);

1 Wl ANTP (2 mM);

0,5 wl Taq (2,5 unit/pl);

0,5 pl templat DNS (20-50 ng);

Kolonia PCR esetén fogvajohegynyi baktériumkoloniat teszink a PCR mixbe és

mintanként 0,5 pl-rel noveljiik a steril desztillalt viz mennyiségét.

Az inszertek visszatisztitasa agaréz gélbol (Promega Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System, Promega, Madison, USA)

DNS tisztitas centrifugalassal:

Elektroforézist kovetden kivagjuk a DNS fragmentumot az agardz gélbol és egy 1,5
ml-es Eppendorf cs6be helyezziik.

10 ul/10 mg gél mennyiségii membrankoto oldatot (Membrane Binding Solution)
adunk a mintakhoz, majd 50-65°C-on addig inkubaljuk, amig a gél teljesen felolvad.
Tegylik a SV membrant egy gyijtécsébe és mérjiik a membranra a felolvadt
gélkeveréket, majd szobahdmérsékleten 1 percig inkubaljuk.

Ezutan a mintakat 1 percig 16000 g fordulatszdmon centrifugéljuk, az aluluszot
kiontjiik (DNS megkotése).

Meérjiink a membranra 700 pl etanollal kiegészitett membranmosé oldatot (Membrane
Wash Solution) és 16000 g fordulatszdmon 1 percig centrifugaljuk, majd az alultiszot
ontsiik ki.

Ismételjiik meg az el6z6 lépést 500 pl membranmoso oldattal és 16000 g
fordulatszdmon 5 percig centrifugaljuk.

Ontsiik ki az aluliszot, majd nyitott tetével 16000 g fordulatszamon 1 percig

centrifugdljuk a mintakat, hogy a maradék etanol is elparologjon (mosas).
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10.7

10.8

10.9

Tegylik at a membrant egy tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csébe é¢s mérjiink ra 50 ul
nukleaz-mentes vizet, szobahdmérsékleten 1 percig inkubaljuk, majd 16000 g
fordulatszdmon 1 percig centrifugéaljuk (leoldas).

1000 UV/Vis spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, USA) ellendrizziik.
A DNS-t -20°C-on taroljuk.

Az inszertek ligalasa a pENTR/D/Topo klonozé vektorba (Invitrogen™
Gateway™, ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

A reakciodelegy Gsszetevoi:

- 0,5-4 ul (5-10 ng) visszatisztitott PCR termék;

- 1 pl séoldat;

- 1 ul pENTR/D-TOPO linearizalt plazmid DNS;

- Ha sziikséges, steril desztilalt vizzel 6 pl-re kiegészitjiik a reakcidelegyet;

- Ezutan a reakcidelegyet Osszeszuszpendaljuk és 30 percig szobahdmérsékleten

inkubaljuk.

Az inszertek ligalasa a pGWB405 binaris vektorba LR Klonaz enzim
alkalmazasaval (Invitrogen™ Gateway™, ThermoFisher Scientific, Waltham,

USA)

1,5ml-es Eppendorf csébe a kovetkez6 reakcidelegyet mérjiik Gssze:

- a megfeleld konstrukciot tartalmazo pENTR/D-TOPO vektorbol 2 ul (50-150 ng);

- pPGWBA405 binaris vektorbol 1 pl (150ng/ pl);

- TE pufferbol (pH 8) 5 ul;

- Ezutén a kiolvasztott ¢s a VORTEX-szelt LR Klondz enzim mixbdl 2 pl-t adunk hozza,
majd 1 6rén at 25°C-on inkubaljuk, végiil 1 pl Proteindz K-t mériink a mintakhoz és 10

percre 37°C-ra fokra helyezziik, ezzel inaktivaljuk a reakciot.
A kompetens Escherichia coli sejtek transzformalasa

Kompetens E. coli ‘IM109’-es torzsbdl kimériink 50 pl-eket, majd a bejutatni kivant
plazmidokbdl hozzdadunk 2 pl-eket és fél oraig jégen inkubaljuk.
Ezutan a baktériumoszuszpenziot 45-50 masodpercre 42°C-os vizfiirddbe helyezziik,

majd egybdl visszatessziik 2 percre a jégre.
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10.10

10.11

2 perc elteltével hozzaadunk 250 pl SOC (Melléklet 10.11) folyékony taptalajt a
mintdkhoz €s masfél-két drara 37°C-os razogépbe helyezziik.

Az 1d6 leteltével a mintdkat 11000 g fordulatszamon 5 percig centrifugaljuk, a
feliilaszobol 150 pl-t kipipettazunk €és a maradék 100 pl-t Gsszeszuszpendaljuk a
letapadt baktériumkolonidkkal és ebbdl a baktériumszuszpenzidobdl vesziink ki 50 pl-t,

majd a konstrukcionak megfelel6 szilard antibiotikumos LB téptalajra szélesztjiik.
Agrobacterium tumefaciens ‘GV3101° torzs transzformacioja binaris vektorral

A szilard YEP vagy LB + rifampicin (50 mg/1) taptalajon kiszélesztett Agrobacterium
tumefaciens ‘GV3101° baktériumtorzsbol fogvajonyit helyezziink 5 ml YEP vagy LB
+ 10 pl rifampicin (50 mg/1) folyékony taptalajba és *overnight’ 28°C-on razatjuk.
Masnap a folyékony torzstenyészetbdl 2 ml-t kimériink és hozzaadjuk 50 ml folyékony
YEP vagy LB + 100 pl rifampicin (50 mg/l) taptalajhoz, majd 4 o6rén at inkubaljuk
28°C-on.

Az inkubdci6 utan a kulturat 10 percre jégre tessziik, majd szétmérjiik 10 ml-erekre €s
a 4°C-ra hiit6tt centrifugaban 5 percig 5000 g fordulatszamon centrifugaljuk.

A feliiliszot ledntjiik, a baktériumokat 6sszeszuszpendaljuk 10 ml jéghideg 20 mM-0s
CaCl,-dal és az el6z6 pontban leirt kondiciokkal ujracentrifugaljuk.

A feliiluszot ismét leontjiik és a baktériumokat ujraszuszpendaljuk 1 ml jéghideg CaCl»-
dal, ezutén jégen dolgozva 150 pl-eket pipettazunk Eppendorf csdvekbe (attol fliggden,
hogy mennyi plazmiddal akarunk transzformalni).

A 150 ul mennyiségekre szétporcidzott baktérium-szuszpenzidhoz hozzaadunk 5-10 pl
(0,5-1pg) plazmidot, Osszerazzuk és azonnal folyékony nitrogénbe helyezziik az
Eppendorf csoveket 1 percre.

Végiil 28°C-on kiengedjiik a megfagyott baktériumkultarat és hozzdadunk 1 ml
folyékony YEP vagy LB taptalajt, majd 28°C-on ’overnight’ razatjuk.

Masnap a baktériumkultardt 5000 g fordulatszamon 10 percig centrifugaljuk, a
feliiluszot leontjiik, majd a maradék feliiluszoval sszeszuszpendaljuk a baktériumokat
¢s szilard YEP vagy LB + a konstrukcidonak megfeleld antibiotikumot tartalmazé

taptalajra szélesztjiik a baktérium-szuszpenziot.

Felhasznalt taptalajok

YEP taptalaj (1 literhez):
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- 10 g pepton;

- 1 gcukor;

- 5 g éleszt6 kivonat,

- 0,59 MgSO4*7 H20;

- 15 g bakterologiai agar hozzdadésa, ha szilard taptalajt akarunk késziteni;

- Antibiotikum hozzaadasa a koriilbeliil 45-50°C-ra visszahtitott taptalajhoz. Az optimalis

pH: 7,2.
MS taptalaj (1 literhez):

- 100 ml MS makro (Osszetevék: 1900 mg/l KNOs; 1650 mg/l NH4sNO3; 440 mg/I
CaCl>*2 H20; 370 mg/l MgSO4*7 H,0; 170 mg/l KH2POg);

-1 ml MS mikro (Osszetevék: 22,30 mg/l MnSO4*4 H,0; 8,60 mg/l ZnSO4*7 H,0; 6,20
mg/l H3BO3z; 0,83 mg/l KJ; 0,25 mg/l Na2M0oO4*2 H20; 0,025 mg/l CuSO4*5 H>0;
0,025 mg/l CoCl>*6 H20);

- 5ml Fe-EDTA;

- 100 mg inozit;

- 100 pl thiamin (0,1 mg/1);

- 100 pl piridoxin (0,1 mg/1);

- 500 pl nikotinsav (0,5 mg/l);

- 2 mlglicin (2 mg/l);

- Cukor 30g;

- Hormonok hozzaaddsa a dohany esetében 1 mg/l benziladenin (BAA) és 0,2 mg/l
naftilecetsav (NAA);

- 7 g ndvényi agar hozzaadasa, ha szilard taptalajt akarunk késziteni;

- Antibiotikum hozzdadésa a koriilbeliil 45-50°C-ra visszahtitott taptalajhoz.

- Az optimdlis pH dohdny esetében: 5,6-5,8.

LB taptalaj (1 literhez):

- 5 g élesztdkivonat;

- 10 g tripton;

- 10 g NaCl;

- 15 g bakteroldgiai agar hozzdadasa, ha szilard taptalajt akarunk késziteni;

- Antibiotikum hozzdadésa a koriilbeliil 45-50°C-ra visszahtitott taptalajhoz.

137



- Az optimalis pH: 7.

S.0.C. taptalaj (1 literhez):

- 20 g tripton;

- 5 gélesztokivonat;
- 50 mg NacCl;

- 186 mg KClI;

- 952 mg MgCly;

- 1,29 MgSOq;

- 3,6 g glikoz;

- Az optimalis pH: 7.

10.12 A pENTR-D-TOPO restrikcios térképe:

Enzyme Recognition frequency Positions

AclI AA'CG TT 1 365

Af1II C'TTAA G 1 555

Af1TIII A'CryG T 3 231, 1879, 2575

AhdI GACnn n'nnGTC 1 550

Alwl GGATCnnnn'n_ 5 1262, 1657, 1931, 1929, 2017
AlwNI CAG nnn'CTG 1 2166

Apal G _GGCC'C 1 568

ApalLl G'TGCA_C 1 2261

Apol r'AATT y 2 1013, 1197

AscI GG'CGCG_cCC 1 698

Asel AT'TA AT 3 167, 226, 1599

AsisI GCG_AT'CGC 1 1400

Aval C'yCGr G 1 561

BanII G rGCy'C 2 568, 1055

BbsI GAAGACnn'nnnn 1 438

BceAI ACGGCnnnnnnnnnnnn'nn__ 5 336, 562, 1719, 1856, 2075
BciVvlI GTATCCnnnnn_n' 1 2377

BfrBI ATG'CAT 2 1248, 1514

Bmel580I G _kGCm'C 2 568, 2265

BmrI ACTGGGnnnn_n' 2 436, 518

BmtI G CTAG'C 2 244, 510

BpulOI CC'TnA GC 1 1417

BpuEI CTTGAGnnnnnnnnnnnnnn_nn' 3 1951, 2192, 2490

BsaHI Gr'CG_yC 1 328

BsaJI C'CnnG_G 5 670, 688, 1271, 1673, 2415
BsaWI w'CCGG_w 3 1535, 2222, 2369

BsaXI ACnnnnnCTCCnnnnnnn_nnn' 1 157

BsaXI GGAGnnnnnGTnnnnnnnnn_nnn' 1 127

BseMII CTCAGnnnnnnnn_nn' 5 412, 445, 1431, 1883, 2292
BseYI C'CCAG _C 2 707, 2271

BsiEI CG ry'CG 4 85, 676, 1400, 2241
BsiHKAI G wGCw'C 1 2265

BsmI GAATG Cn' 2 1284, 1361

BsmAI GTCTCn'nnnn__ 2 883, 14le6

BsmBI CGTCTCn'nnnn__ 1 1416

BsmFI GGGACnnnnnnnnnn'nnnn_ 1 1851

Bspl286I G dGCh'C 3 568, 1055, 2265

BspCNI CTCAGnnnnnnn_nn' 5 411, 446, 1430, 1884, 2293
BspHI T'CATG A 2 924, 1851
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BsrBI CCG'CTC 2 66, 377

BsrDI GCAATG nn' 3 633, 743, 898

BsrFI r'CCGG_y 1 1354

BsrGI T'GTAC_A 2 652, 718

BssHIT G'CGCG_C 1 698

BssSI C'ACGA G 1 2402

BstYI r'GATC y 3 1649, 1923, 1934
Btgl C'CryG G 1 670

BtsI GCAGTG:rm’ 3 215, 1261, 1348

DrdI GACnn nn'nnGTC 1 2473

Eael y'GGCC r 3 156, 547, 673

EagIl C'GGCC_G 1 673

Earl CTCTTCn'nnn 3 112, 244, 1213

EciI GGCGGAnnnnannn_nn‘ 3 399, 2373, 2519
Eco571 CTGAAGnnnnnnnnnnnnnn nn' 1 2033

Eco57MI CTGrAGnnnnnnnnnnnnnn:nn ' 1 2033

EcoNI CCTnn'n nnAGG 1 1312

Eco0109I rG'GnC Cy 1 565

EcoRV GAT'ATC 1 818

Fall AAGNNnNnCTTnnnnnnnn_nnnnn' 2 732, 764

Faul CCCGCnnnn'nn__ 4 155, 197, 317, 344
HaeIl r GCGC'y 2 125, 2335

Hgal GACGCnnnnn 'nnnnn 4 317, 1870, 1885, 2463
HindTI GAynnnnanCnnnnann_nnnnn' 5 536, 568, 1073, 1105, 1615
Hin4I GAbnnnnnrTCnnnnnnnn nnnnn' 5 536, 568, 1073, 1105, 1647
HincII GTy'rAC h 1 502

Hpal GTT'AAC 1 502

Hpy8I GTn'nAC 3 411, 502, 2263

Mlul A'CGCG T 2 231, 1879

MlyT GAGTCnnnnn' 4 105, 840, 1633, 2199
MspAlI CmG'CkG 5 175, 672, 813, 1992, 2237
Nhel G'CTAG C 2 240, 506

NlalIVv GGn'nCC 5 566, 567, 668, 2508, 2547
NotI GC'GGCC_GC 1 673

Nrul TCG'CGA 1 1057

NsiI A TGCA'T 2 1250, 1516

NspI r CATG'y 1 2579

PciI A'CATG T 1 2575

PfIMI CCAn_nnn'nTGG 1 1663

Plel GAGTCnnnn'n_ 4 104, 839, 1632, 2199
PsiI TTA'TAA 2 639, 735

PspOMI G'GGCC_C 1 564

Pvul CG_AT'CG 1 1400

Pvull CAG'CTG 2 175, 813

SacII CC_GC'GG 1 673

SapI GCTCTTCn'nnn__ 1 112

Sfcl C'TryA G 3 824, 2119, 2310

SmlT C'TyrA G 4 555, 1930, 2207, 2469
SspI AAT'ATT 1 1325

StyIl C'CwwG_G 1 688

TaqII GACCGAnnnnnnnnn_nn' 2 99, 1654

TatI w'GTAC w 2 652, 718

TspGWI ACGGAnnnnnnnnn_nn' 3 268, 1209, 1221
10.13 A pGWB 405 restrikcios térképe:

Enzyme Recognition frequency Positions

AccI GT'mk_AC 4 764, 2172, 2767, 8393
AclI AA'CG_TT 3 1725, 5752, 10452
Af1IT C'TTAA G 2 3686, 4309

Agel A'CCGGiT 1 8880

Alel CACnn'nnGTG 3 2943, 3093, 3270
AlwNI CAG nnn'CTG 4 2417, 7754, 10574, 10642
Apal G _GGCeC'c 1 4465

Apall G'TGCA C 4 2538, 6755, 7849, 8347
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AscI
BamHI
BanIT
Bbel
BbsI
BbvCI
Bcgl
Bcgl
BcivI
BclI
BfrBI
BlpI
BmtI
BplI
BpulOI
Bsal
BsaBI
BseRI
BsiWI
BsmBI
BspEI
BspHI
BsrGI
BssSI
BstAPI
BstBI
BstEIT
BstXI
Bstz171
Bsu361I
Clal
Dral
Dralll
DrdI
EcoICRI
EcoNI
Eco01091
EcoRI
EcoRV
Fsel
FspI
HincII
HindIIT
KasI
Mfel
MmeT
NarI
Ncol
NdeI
Nhel
NotI
NsiI
Pcil
Pf1MI
Pmel
Ppil
Ppil
PpuMI
PshAT
PspOMI
PsrI
PsrI
PstI
Pvul
PvulTl
RsrIT
SacI

GG'CGCG_CC

G'GATC C

G rGCy'C

G_GCGC'C

GXAGACnn'nnnn_

CC'TCA GC
CGAnnannTGCnnnnnnnnnn_nn'
GCAnnnnnnTCGnnnnnnnnnn_nn'
GTATCCnnnnn n' -
T'GATC A

ATG'CAT

GC'TnA GC

G CTAG'C
GXGnnnnnCTCnnnnnnnn_nnnnn'
CC'TnA GC

GGTCTCH'nnnn_

GATnn'nnATC
GAGGAGnnnnnnnn_nn'

C'GTAC G

CGTCTCH'nnnn_

T'CCGG_A

T'CATG_A

T'GTAC A

C'ACGA G

GCAn nnn'nTGC

TT'CG_AA

G'GTnAC C

CCAn_nan'nTGG

GTA'TAC

CC'TnA GG

AT'CG_AT

TTT'AAA

CAC nnn'GTG

GACnn nn'nnGTC

GAG'CTC

CCTnn'n nnAGG

rG'GnC Cy

G'AATT_C

GAT'ATC

GG_CCGG'CC

TGC'GCA

GTy'rAC

A'AGCT_T

G'GCGC_C

C'AATT_G
TCCrACnnnnnnnnnnnnnnnnnn_nn'
GG'CG_CC

C'CATG_G

CA'TA TG

G'CTAG_C

GC'GGCC_GC

A TGCA'T

A'CATG T

CCAn_nnn'nTGG

GTTT'AAAC
GAACnnnnnCTCnnnnnnnn_nnnnn'
GAGNnNnnnGTTCnnnnnnn_nnnnn'
rG'GwC Cy

GACnn'nnGTC

G'GGCC_C
GAACnnnnnnTACnnnnnnn_nnnnn'
GTAnnnnnnGTTCnnnnnnn_nnnnn'
C TGCA'G

CG_AT'CG

CAG'CTG

CG'GwC_CG

G AGCT'C
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4069

1388, 2091, 2907

3645, 4465, 5037

5399, 8593

803, 1028, 1031, 12294

2363

3037, 6437, 9086, 9173, 10747
3003, 6471, 9052, 9139, 10713
5180, 5583, 7965, 9448

6194, 6678

3775, 4224, 7443

5706, 6789

5649, 9378

4715, 4747

1411, 2363, 3516, 3534, 4480
397, 2647, 8971

2522, 3720, 4279, 5539, 11055
838, 1017, 2943, 9103

9490

1862, 8520, 11358

838, 1634, 3920

5839

1187, 2482, 2884, 3622

999, 3093, 4676, 4802, 7990
6075, 8346, 9926

4714

6640

2626

2173, 8394

5661

9296

15, 93, 1558, 1897, 8818
6617, 7237

760, 5373, 8061, 8474

3643

9064

319, 654

1638, 4083, 5846

1065, 4400, 4526

9726, 11305, 11831

161, 5296, 9161

738, 2230, 2768, 10413, 11815
302

5395, 8589

809

1054, 7197, 7770, 7954, 12320
5396, 8590

629, 1939, 2911, 4962

8342, 10832

5645, 9374

8676, 9966, 11499

3777, 4226, 7445

3766, 4229, 8163, 8871, 12273
1870, 9709, 10574

93

2919, 3237, 7457

2951, 3269, 7489

319, 654

974

4461

709

677

318, 2764, 5349

182, 3659, 4342, 6861

211, 1538, 5292

4879

3645



SacII CC_GC'GG 1 5733

Sall G'TCGA C 1 2766

SapIl GCTCTTCn'nnn__ 4 4841, 5051, 8280, 8755
SbfI CC_TGCA'GG 1 318

Scal AGT'ACT 3 531, 2055, 12351
SexAT A'CCwGG_ T 4 9539, 9689, 10049, 10813
SfiTl GGCCn_nnn'nGGCC 5 9719, 10031, 11298, 11307,
Sfol GGC'GCC 2 5397, 8591

SgrAl Cr'CCGG_yG 1 8592

Smal CCC'GGG 1 2509

SphI G CATG'C 3 312, 4997, 12386

Srfl GCCC'GGGC 1 2509

Sspl AAT'ATT 2 1950, 5640

Tthl11lI GACn'n nGTC 3 5279, 6040, 8419

Xbal T'CTAG A 3 1167, 2085, 2901

XcmI CCAnnnH_n’nnnnTGG 2 10821, 11976

XhoI C'TCGA_G 1 1312

Xmal C'CCGG_G 1 2507

XmnT GAANN'nnTTC 4 730, 1025, 3916, 3928
10.14 A FvADC OREF restrikcios térképe:

Enzyme Recognition frequency Positions

Accle6I TGCGCA 1 2258

Asp700I GAANnnnTTC 1 1709

AviIT TGCGCA 1 2258

BsaAI YACGTR 1 1253

BstBAT yACGTR 1 1253

Dral TTTAAA 1 2803

Ecl136II GAGCTC 1 2294

Eco32I GATATC 1 216

Eco53kI GAGCTC 1 2294

EcoICRI GAGCTC 1 2294

EcoRV GATATC 1 216

FspIl TGCGCA 1 2258

HincII GTyrAC 1 1210

HindII GTyrAC 1 1210

Hpal GTTAAC 1 1210

KspAI GTTAAC 1 1210

MroXI GAANnnnTTC 1 1709

MspAlT CmGCKG 1 1989

Nael GCCGGC 1 427

NsbI TGCGCA 1 2258

Pdir GCCGGC 1 427

PdmI GAANnnnTTC 1 1709

Ppu2lI yACGTr 1 1253

XmnT GAANnnnTTC 1 1709

BsaBI GATnnnnATC 2 161, 1436

Ball TGGCCA 4 942, 1032, 1168, 2373
M1lsI TGGCCA 4 942, 1032, 1168, 2373
M1uNTI TGGCCA 4 942, 1032, 1168, 2373
MscI TGGCCA 4 942, 1032, 1168, 2373
Msp20TI TGGCCA 4 942, 1032, 1168, 2373
M1lyI GAGTC 5 792, 1440, 2067, 2167, 2702
SchT GAGTC 5 792, 1440, 2067, 2167

10.15 A FvSPDS OREF restrikcios térképe:

Enzyme Recognition frequency Positions
AccBSI CCGCTC 1 61
Asp700I GAANnnnTTC 1 777

AssI AGTACT 1 532
BmcAI AGTACT 1 532

BoxI GACnnnnGTC 1 927

141
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BsrBI
BstPAI
Dral
MbiI
MroXI
Msl1lI
PdmI
PshAI
Rsel
Scal
SmiMI
XmnI
ZrmI
AanT
HincII
HindII
MspAlI
Psil
Pvull
M1yI
SchI

CCGCTC
GACnnnnGTC
TTTAAA
CCGCTC
GAANnnnTTC
CAYnnnnRTG
GAANnnnnTTC
GACnnnnGTC
CAYnnnnRTG
AGTACT
CAynnnnrtG
GAANnnnnTTC
AGTACT
TTATAA
GTyrAC
GTyrAC
CmGCkG
TTATAA
CAGCTG
GAGTC
GAGTC
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61
927

691

61

777

670

777

927

670

532

670

777

532

1057, 1341
199, 911
199, 911
204, 422
1057, 1341
204, 422
4, 58, 726
4, 58, 726
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