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Roviditések, jelolések jegyzéke

18S rRNS — 18S riboszémalis RNS

4CL — 4-kumaroil-CoA-ligaz

ACT — aktin

ANR - antocianidin-reduktaz

ANS — antocianidin-szintaz

Brix — oldhat6 szarazanyag-tartalom (%)

C3H — p-kumarat-3-hidroxilaz

C4H — cinnamat-4-hidroxildz vagy fahéjsav-4-hidroxilaz

CDNS — ,,copy” DNS; ,,copy” dezoxiribonukleinsav

CHI - kalkon-izomeraz

CHS — kalkon-szintaz

CT — kondenzalt tannin

Ct — ,.threshold cycle”, kiiszobciklus érték

DFR — dihidroflavonol-4-reduktaz

DNS — dezoxiribonukleinsav

dNTP — dezoxinukleozid-trifoszfat

E — ,,Efficiency”, azaz a PCR-reakcio amplifikacios hatékonysaga
EST —,,Expressed Sequence Tag”

F3’5’H — flavonoid-3’,5’-hidroxilaz

F3’H — flavonoid-3’-hidroxilaz

F3H — flavanon-3-hidroxilaz

FLS — flavonol-szintaz

GAPDH — glicerinaldehid-3-P-dehidrogenaz

GC % — guanin-citozin tartalom

GMO - genetikailag modositott organizmus (,,Genetically Modified Organism™)
HCT — hidroxifahéjsav-transzferaz

HKG — ,,House Keeping Gene”, azaz ,,haztartasi gén” (referenciagén)
HPLC- ,,High Performance Liquid Chromatography”, nagyteljesitményt folyadékkromatografia
LAR — leukoantocianidin-reduktaz

LC — ,,Liquid Chromatography”, folyadékkromatografia

MS — ,,Mass Spectrometer”, tomegspektrométer

NADH — a NAD" (nikotinamid-adenin-dinukleotid) redukalt formaja
NADPH —a NADP" (nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat) redukalt formaja



NCBI BLASTn —,,National Center for Biotechnology Information, Basic Local Alignment
Search Tool for Nucleotides”

PA — proantocianidin

PAL — fenilalanin-ammonia-liaz

PCR — polimeraz lancreakcio

gPCR — kvantitativ polimeraz lancreakcio

REST® -, Relative Expression Software Tool”

RNS — ribonukleinsav

RP-1I — RNS-polimeraz II

T, — ,,annealing”vagy tapadasi hémérséklet; primerek templathoz vald kotédése

TAE — Trisz-ecetsav-EDTA

TBE — Trisz-borsav-EDTA

TEF-11 — transzlacids elongacids faktor I1

Tm — a kettésszalu DNS olvadési hdmérséklete

UBQ10 — ubikvitin 10

UFGT — UDP gliikoz:flavonoid-3-O-gliikoziltranszferaz



1 Bevezetés

Epidemiologiai tanulmanyok sokasaga igazolja, hogy az antioxidans vegyiiletekben gazdag
novényi taplalékok szdmos degenerativ betegség kialakulasat gatoljak. A gyiimolcsok
egészségvédd hatasdt ma mar csonthéjas fajok esetében is egyre jelentésebb mértékben
kapcsoljak az antioxidans hatdsu polifenolos, flavonoid vegyiiletekhez. A kiilonb6z6
gyimolcsfajok termésére igen eltérd polifenol-Osszetétel jellemzd. Korabbi vizsgalatok
igazoltak, hogy ugyanazon fajon beliil a fajtak kozott is oridsi mérték eltérések mutathatok ki az
Osszes polifenol-tartalomban és antioxidans kapacitdsban. Az egészséges taplalkozas forrasai
lehetnek a nagy antioxidans kapacitasi gylimolcsok, melyek funkcionalis ¢élelmiszerek
eldallitasahoz is felhasznalhatok. Az antioxidans kapacitds kialakitasdhoz jollehet szamos
vegyiilet (aszkorbinsav, karotinoidok, betalainok stb.) hozzajarul, a polifenolos vegyiiletek
szerepe meghatarozonak tinik.

Novényi szovetekben a polifenolok kozé tartozo flavonoidok és fenolos savak kialakuldsa
a fenilpropanoid utvonalhoz kotédik. A bioszintézis soran az aromas aminosav, a fenilalanin
elészor fahéjsavva, majd p-kumarsavva és p-kumaroil-CoA-va alakul. Ez utobbi a sztilbének,
auronok, ligninek, valamint a fahéjsav- €s benzoesav-szarmazékok kiinduldsi vegyiilete. A
fahéjsav- és benzoesav-szarmazékok szadmos gylimolcs antioxidans kapacitasanak donto
hanyadat képezik. A flavonoid-bioszintézis utvonal elsé enzimei katalizaljak a p-kumaroil-CoA
molekula flavonoid alapvazza torténd atalakitasat. A flavonoid-bioszintézis tovabbi enzimei a
kiilonb6z6 flavonoidcsoportok kialakitasat segitik.

Manapsag szamos novényfaj — pl. petunia, szamoca, afonya, rozsa, sz616, narancs, alma,
korte, Gszibarack — flavonoid-bioszintézisét vizsgaljak. Disznovények esetén az antocianin-
bioszintézis modositasa oridsi gazdasagi lehetdségeket rejt magdban, mert ilyen moddon
eldallithatok kiilonleges virdgszinli valtozatok. Erre példa az EU-ban egyediiliként termesztésre
engedélyzett transzgénikus novény, a kék viragszini ‘Moonlite’ szegflifajta. Eheté novények
esetében is sor kerlilt a karotinoid- vagy flavonoid-bioszintézis ttvonal modositasara (pl.
aranyrizs, karotinoidtermelé burgonya stb.). Egyes noévényfajok — pl. ludfi, sz616, alma,
6szibarack— teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa eldsegiti a bioszintézis Utvonalak
alaposabb megismerését ¢és szabdlyozasanak felderitését. Ugyanakkor mas csonthéjas
gytimolcsfajok (pl. kajszi és meggy) flavonoid-bioszintézisével kapcsolatos informéacié munkank
kezdetekor még nem allt rendelkezésre.

A BCE Genetika és Novénynemesités Tanszéken célul tlztik ki a kajszi és a meggy
gyiimolcsének flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszo gének azonositasat €s jellemzését. A

Tanszék nemesitési programja kiterjed olyan kiemelkedéen nagy polifenol-tartalommal
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rendelkez6 igéretes Kajszifajtak eldallitasara, melyek szamos mas agronémiai szempontbol (pl.
koronaforma, gyilimdlcsméret, iz, koérokozokkal szembeni ellendllosdg stb.) is kedvezd
tulajdonsdgokkal rendelkeznek. A Tanszék rendelkezésére all6 génbanki anyagok beltartalmi
vizsgalatat (antioxidans kapacitas mérése és polifenolos komponensek azonositasa) a BCE
Alkalmazott Kémia Tanszékkel egyiittmiikodve végezziik. Magyarorszag a meggytermesztés €s
a genetikai tartalékok (tajfajtdk) szempontjabol vilagviszonylatban is fontos orszag. Az elmult
évtizedekben szamos perspektivikus fajtat és fajtajeloltet allitottak el szelekcios nemesitésssel.
Ezek kozott a nagy antocianintartalmi gylimdlesot termd fajtaktol, fajtajeldltektol az
antocianinban szegény, vilagos gylimolcst fajtdkig szamos valtozat fellelhetd. Korabbi
vizsgélatok kimutattdk, hogy nemcsak a festlevili, de az antocianinban szegény gylimolcsok
antioxidans kapacitasa is kiemelkedd lehet bizonyos fajtak esetében.

Egy nemesitési programban bizonyos tulajdonsdgok (pl. a meggy gylimdlcshiisanak
antocianin-tartalma) 6r6klédése csak a keresztezés utan 4-6 év elteltével valik értékelhetévé.
Ennyi id6t vesz igénybe, amig a hibrid magoncokbol termdképes fa fejlodik. A szamos elérendd
agronomiai tulajdonsag optimalis kombindcidja a perspektivikus fajtajeloltekben rdadasul nem
ritkan tobb keresztezést kovetel, ami igen nagymértékben megnytjtja a fajta-eldallitas idejét.
Ebben jelentene Oridsi eldrelépést, ha a kivant tulajdonsdgokhoz kapcsolt, DNS-alapu
markereket sikeriilne kifejleszteni. Ezek felhasznaldsaval megvaldsithatd lenne a markerekre
alapozott szelekcio (MAS), ami Oriasi koltség- ¢és energiamegtakaritast jelenthet a
gylimolcsnemesitdé mithelyek szdmara. Ilyen marker eldallitdsdhoz azonban a flavonoid-

bioszintézis Ut alapos ismerete sziikséges.
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2 Irodalmi attekintés

2.1 Csonthéjas gyiimélcsék hazankban

A hazankban termé legjelent6sebb csonthéjas gylimolesfak a kajszi (Prunus armeniaca
L.), az 6szibarack [Prunus persica (L.) Batsch], a cseresznye (Prunus avium L.), a meggy
(Prunus cerasus L.) a szilva (Prunus domestica L.), a mandula [Prunus dulcis (Mill.) D.A.
Webb] és a ringldé (Prunus domestica L. subsp. italica). Rendszertanilag a Rosaceae csalad,
Prunoideae alcsalad Prunus L. nemzetségébe tartoznak. K6zos jellemz6jiik tobbek kozott, hogy
a gyimolcshussal koriilolelt, magot tartalmazd endokarpium a gyiimdlcs mar korai érési
fazisaban kosejtekbdl allo, csont keménységli szovetté szildrdul. Valamennyi csonthéjas
gyliimolcsfajnak szamos fajtaja ismert.

A Kajszi és a meggy termesztése tekintélyes multra tekint vissza hazankban. A legtobb
termesztett kajszifajtat a Prunus armeniaca L. faj adja. A kajszi szarmazasi kozpontja
valoszinlileg Kina északi, észak-keleti része, mig a meggy géncentruma Nyugat-Anatdlia
teriiletére tehetd (De Candolle, 1894). Hazank kliméajanak és foldrajzi adottsagainak
koszonhetéen a szintén Rosaceae csaladba tartozé alma (Malus x domestica) mellett e két
csonthéjas gyiimolcs a gazdasagilag legjelentGsebb, termesztett gyiimolcesfajok kozé tartozik.
Mint minden gyiimdlcs, e két gylimolcs fogyasztasa is fontos szerepet jatszik egészségiink
megOrzésében. Igen jelentds a fajtdk variabilitasa beltartalmi értékek szempontjabol (Papp és
mts., 2010; Hegeds és mts., 2010; 2011).

A vilag kajszitermése évente 3,4 millio tonnara tehetd6 (FAOSTAT, 2010). Az EU
orszagainak évi termésmennyisége 2010-ben 796000 tonna, hazanké 33000 tonna volt
(FAOSTAT, 2010). A vilag meggytermése kozel 1,2 millié tonnara tehetd (FAOSTAT, 2010).
Ugyanebben az évben az EU orszagaiban a meggy termése 730000 tonna, hazankban pedig
52000 tonna volt (FAOSTAT, 2010). Nemzetkozileg is elismert, kivald magyar kajszi- és
meggyfajtakat tartunk szdmon.

A kajszi és meggy gylimdlcse frissen és feldolgozva is értékesithetd. Ezen csonthéjas
gylimolesok gazdasagi potencidljanak fenntartasahoz idénként — més és mas szempontok alapjan
nemesitett — 01 fajtajeloltek sziikségesek. Ehhez az eddigi szempontok, mint pl. hiskeménység a
széllithatésag és eltarthatosag érdekében, iz- €s aroma komponensek aranya az élvezeti érték
szempontjabol, betegségekkel szembeni ellendllosdg, koronaforma, a gylimolcs érési ideje, a
termékenyiilési viszonyok stb. mellett ujabb szempontok, mint pl. a beltartalmi értékek
figyelembe vétele is sziikséges lehet az uj, versenyképes fajtak eléallitasakor. Nap mint nap
nagyobb teret hoditanak a funkcionalis ¢élelmiszerek, melyek igen gyakran gyiimdlcsalapu

készitmények. A kivalo beltartalmi értékekkel rendelkezd gylimdlecsok nem csupan friss
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fogyasztasra alkalmasak, hanem feldolgozasukkal a funkcionalis élelmiszerek tarhaza is

bdvithetd.
2.2 Oxidansok és antioxidansok

2.2.1 Oxidansok

Az aerob ¢él6lények szamara nélkiilozhetetlen elem az oxigén, amely szinte minden
molekula, vegyiilet felépitésében és anyagcsere-folyamataban részt vesz. Paradox modon
léteznek olyan szarmazékai, melyek minden, az ¢él6 szervezet felépitésében részt vevod
molekulara, sejtre vagy akar szovetre karos hatassal vannak. Ezen vegyiileteket reaktiv
oxigénszarmazékoknak vagy aktiv oxigénformiknak (AOF) nevezzikk. Az oxigénalapt
szabadgyokok mellett a nitrogénalapi szabadgyokok (pl. nitrogén-monoxid) is részt vesznek
kiilonféle biologiai reakciokban és folyamatokban.

A természetben el6forduld atomok és molekulak paros szamu elektront tartalmaznak. Ezen
atomok és molekulak stabilak, alkotéelemként szolgdlnak a makromolekuldk szdmara. Egyes
biologiai folyamatok soran azonban rovid életideji, reaktiv molekulak keletkeznek. A
parositatlan elektronnal rendelkez6 molekulékat szabadgyokoknek nevezziik. A szabadgyokok a
paros elektronallapot visszaallitasara torekednek. Igy a keletkezési helyilkhoz kozel mas
molekulakat tamadnak meg, és azoktol elektront elvonva sajat stabil allapotuk kialakitasara
torekednek. Ekkor a szabadgyokok elvesztik reaktivitasukat, de az elektrondonor molekula
oxidaloédik. A molekulak, melyek ilyen veszélyeknek vannak kitéve, barmilyen biomolekulak
lehetnek: lipidek, szénhidratok, fehérjék vagy a DNS. Egy karos, elektronelvonassal jaro gyokos
reakcid lancreakcioként szamtalan reaktiv szabadgyok kialakitasat eredményezheti (pl. a
lipidperoxidacio soran) (Szabd, 2006; Wei és Lee, 2002).

Az oxidansok lehetnek — elektronallapotukat tekintve — stabilabb vegyiiletek (pl. H20,),
vagy instabil szabadgyokok. A szabadgyokok lehetnek oxigén- vagy nitrogénalaptiak. Az
oxigénalapuak kozé tartozik a szuperoxidgydk (0O2°) és a hidroxilgyok (HO®). A szuperoxidgyok
tobbek kozott a mitokondrialis 1€gzési lanc soran részlegesen redukalodott oxigénmolekuldbol
szarmazhat. A hidroxilgyokok keletkezése elsdsorban a Fenton-reakcio utjan valosul meg,
forrasa legfoképpen a szovetekben lejatsz6dd gyulladdsos reakcid (Szabd, 2006). A
nitrogénalapu szabadgyokok legfontosabb képviseldje a nitrogén-monoxid szabadgyok (NO).

Ezen gyokok mellett 1éteznek olyan oxidansok, melyek felépitésiiket, reaktivitdsukat és
hatasmechanizmusukat tekintve nagyon hasonlitanak a szabadgyokokre, mégsem rendelkeznek
parositatlan elektronnal. Ilyen vegyiiletek tobbek kozott a gerjesztett szinglet oxigén (‘Oy)
(parallel spin allapot elektronok), a hidrogén-peroxid (H,O;), a hipoklorossav (HCIO) és a
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peroxi-nitrit (ONOO™), melyek prekurzorként szolgalnak a szabadgyokok keletkezése soran
(Szabo, 2006; Benz és Yau, 2008; Aruoma, 1998; Morgenstern, 2004).

Az ¢€l6 szervezetekben a szabadgyokok termelddése természetes folyamat. A képzodd
szabadgyokok kiilonb6z6 szabalyozasi mechanizmusokban €s a patogének elleni védelemben
vesznek részt. Mind teljes hianyuk, mind fokozott termelédésiik artalmas. A ndvényi és allati
szervezetekben a szabadgyok-termeld és az azokat semlegesitd mechanizmusok idealis esetben
egyensulyban vannak. Tulzott oxidansbevitel vagy -termelédés (oxidative burst) az egyensuly
felborulasédhoz, oxidativ stressz kialakuldsahoz vezet. Az idOsebb szervezet kevésbé képes ezen
egyensuly felborulasat kivédeni.

A karosito szabadgyokok igen valtozatos, kiilsé vagy belsé forrasokbdl szarmazhatnak. A
kiils6 forrasbol érkezé vagy kiilsd tényezok hatdsara keletkezd szabadgyokok aranya
megemelkedett a XXI. sz.-i életmod és fogyasztoi tarsadalom kialakulasaval. Kozéjiik tartoznak
az UV-sugarzas, Ozon, ionizdld sugdrzasok, egyes ¢Elelmiszerek, egyes vegyszerek,
oxidaloszerek, kipufogogdz, dohanyzas, stressz stb. Az emberi taplalékkal bevitt oxidansok kozé
tartoznak az aflatoxin, nitratok, nitritek, heterociklusos aminok, policiklusos aromas
szénhidrogének és az alkohol (Arteel, 2008).

A Dbels6é forrasokbdl szarmazd szabadgyOkok létrejohetnek enzimatikus vagy nem
enzimatikus Gton. A névényi, allati és human szervezetekben szdmos enzim (xantin-oxidaz,
lipoxigenaz, ciklooxigenaz, citokrom P-450 monooxigenaz, dopamin-B-hidroxilaz, D-aminosav-
oxidaz, hugysav-oxidaz stb.) képes szuperoxidgyokok termelésére. A képz6dott gyokok karos
hatdsat a szervezet gyakran ki is haszndlja; egyes fehérvérsejtek (neutrofil granulocitak)
szabadgyokképz6 tulajdonsaggal rendelkeznek, mely folyamat jelentGs szerepet jatszik a
szervezet idegen korokozok elleni védelmében (Szabd, 2006). Az enzimatikus
szabadgyoktermelé folyamatok kozé tartozik az arachidonsav-metabolizmus (Singh és mits.,
1981; Caccese és mts., 2000), mig a mitokondrialis oxidativ foszforilacié (Cadenas és Davies,
2000; Turrens, 2003), vagy novények esetében a kloroplasztiszban zajlo fotoszintézis (Hértel és
mts., 1992) nem enzimatikus szabadgyoktermelé folyamatok. A mitokondriumban a 1égzési
elektrontranszport kozel 1-4 %-0s, a fotoszintézis 10-25 %-0S hatékonysaggal termel
szabadgyokoket (Alscher és mts., 1997; Elstner, 1982). Ez a folyamat természetesen sokkal
Osszetettebb, fligg a sejtek és a szervezet koratol, a kiilonbozd betegségektol, fizioldgiai
allapotoktdl. Az aerob ¢él6lények legaltalanosabb ¢és leghatékonyabb energiatermeld
mechanizmusa a biologiai oxidacid. A glikolizis, citromsavciklus és terminalis oxidacio
folyamata végeredményben ATP-t termel. Fokozott energiaigény, vagyis fokozott mitokondrialis

tevékenység esetén, vagy spontdn modon eléfordul, hogy az oxigénmolekula részlegesen
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(legtobbszor egyszeresen) redukalodik elektron felvételével, igy szuperoxid anion szabadgyok
keletkezik (Bokkon és Salari, 2010; Droge, 2002; Elstner, 1982; Hegedds, 2002).

A szervezetben keletkezd szabadgyokok kozvetleniil a biomolekuldkra fejtik ki karos
hatasukat; az egyes aminosavak kozotti szulfihidril-kotés bontasaval enzimfehérjék veszitik el
aktivitdsukat vagy strukturfehérjék valtoztatjdk meg konformaciojukat, lipidperoxidaciot
okoznak, szénhidratok szerkezetét modositjdk, vagy a DNS-lancban okozhatnak mutaciokat
(Droge, 2002; Hegedds, 2002).

Oxidativ stressz altal a sziv- és érrendszerben bekovetkezO betegségek kozé tartozik
tobbek kozott az érelmeszesedés (,,atherosclerosis”) (Wu és mits., 2004). A fejlett orszagokban
vilagszerte a keringési betegségekbdl ereddé halalozasok szama a legnagyobb. A vilagon hetente
kozel 50 000 ember vesziti el életét sziv- €s érrendszeri megbetegedésekben, mely esetek 90 %-
at az érelmeszesedés okozza. Magyarorszagra vonatkozo statisztika szerint hazank az elsdk
kozott van a sziv- és érrendszeri megbetegedések okozta haldlesetek tekintetében, évente kozel
65 000 f6 valik e betegség aldozatava (Hegedls, 2007). Sajnalatos moédon a daganatos
megbetegedések €s szamos mas betegség kialakuldsa és mortalitasa tekintetében is az élvonalba
tartozik hazank az eurdpai orszagok kozott. Napjainkban szamtalan tudomanyos kozlemény lat
napvildgot arrol, hogy a fenti betegségek kialakulédsaban jelentds szerepe van a szabadgyokoknek

(Bonomini és mts., 2008; Valko és mts., 2006).

2.2.2 A nagymolekulas védelem

Az evoluci6 soran az €16 szervezetek kiilonféle védekezd mechanizmusokat fejlesztettek ki
az Oket érd oxidativ tdmadasok lekiizdése érdekében. Mind a novényi, mind az allati és human
szervezetek két f0 védekezd rendszerrel rendelkeznek: a nagy molekuldk és kis molekuldk
alkotta rendszerekkel. Az utdbbihoz a human szervezet kiilsé forrasbol (pl. ndvények) jut hozza.
A nagymolekuldk alkotta rendszert a szervezet sajat enzimrendszere képezi, mely képes
atalakitani, artalmatlanitani az oxidansokat. A kismolekulas védekezO rendszer elemei kozé

tartoznak a vitaminok és mas gyokfogo vegyiiletek.

Az ¢él6 szervezetekben a fotoszintézis és az aerob 1égzés stb. soran reaktiv oxigén- és
nitrogénszarmazékok termelddnek. A szuperoxidgyokoket a szuperoxid-dizmutaz enzim (SOD)
— mint a szervezet enzimatikus védelmi rendszerének elsé tagja — képes hidrogén-peroxidda
(H20,) redukalni. A Fenton- vagy a Haber-Weiss reakciok soran a hidrogén-peroxid bomlasa
megy végbe, ami a rendkiviil reaktiv hidroxilgyok keletkezéséhez vezet. Ez ellen nincs kozvetlen
enzimatikus védelem. Védekezésképpen annak prekurzorat, a hidrogén-peroxidot bontjuk el, igy

csokkentve a hidroxilgyokok képzodésének lehetdségét. A humdan szervezetben a hidrogén-
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peroxid bontdsara a katalaz €s a glutation-peroxiddz enzimek alkalmasak, mig novényi sejtekben
a katalaz mellett elsdsorban az aszkorbinsav-peroxiddznak van szerepe (Gaetani és mts. 1989;

Yamazaki és Lawrence, 1961).

2.2.3 A kismolekulas védelem

A kismolekulds védekezd rendszer elemeit az endogén, nem enzimatikus antioxidansok,
valamint az exogén antioxidansok alkotjak. Az endogén antioxidansokat képes, az exogén
antioxidansokat nem képes a szervezet maga eldallitani. Ez utobbiak kiilsé forasbol jutnak a
szervezetbe. Az endogén, nem enzimatikus antioxidansok kozé tartoznak a redukalt glutation
(GHS), a mitokondrialis koenzim-Q, a liponsav stb. A sejten kiviili térben a Cu®*-kotd
coruloplazmin, a Fe”*-koté transzferrin, a piruvat, az albumin, a hugysav (a purinok lebontasanak
végterméke), a bilirubin (a hemoglobin lebontasabol) birnak antioxidans hatassal. A fémionkoto
fehérjék a Fenton-reakcié gatldsdval vesznek részt az antioxiddns rendszerben. Exogén
antioxidansok a vitaminok (A-, C- és E-vitamin), az A-vitamin provitaminja, a béta-karotin, tiol-
tartalmu (szulfihidril-csoportot tartalmazo) vegyiiletek (pl. cisztein), a flavonoidok, a fenolsavak
¢s azok szarmazékai, a galluszsav, az ubikinon stb. A kiilonb6z6 4svanyi anyagok ¢és
nyomelemek — pl. Mg, Se, Zn, Mn, Cu - kozvetleniil nem rendelkeznek antioxidans

tulajdonsaggal, de kofaktorként nélkiilozhetetlenek az antioxidans enzimrendszer miikodéséhez.

2.3 Egészseégvédoé komponensek

Az utobbi tiz évben a tudomany és az élelmiszeripar egyre nagyobb érdeklddéssel fordult a
polifenolok felé. Ezen érdeklédés legfobb oka a polifenolok antioxidans tulajdonsagaban rejlik,
valamint szamos, oxidativ stresszel 0sszefiiggésbe hozhato betegség (pl. a daganatos, sziv-, ér-
¢és idegrendszeri megbetegedések) megeldzésében nyujtott, feltételezett szerepében. Tobb ezer
kiilonbozd szerkezetli polifenolos vegyiiletet azonositottak mar a ndvényvilagban, melyek koziil
tobb szazat eheté novények termelnek (Manach és mts., 2004).

A human ¢és allati szervezetek szamara egészségvédd tulajdonsagokkal rendelkezd
komponensek kozé leggyakrabban a vitaminokat, Szerves savakat és a kiilonb6z6 fenolos,
polifenolos vegyiileteket, a karotinoidokat és a betalainokat soroljadk. A fenolos vegyiiletek egy
vagy tobb hidroxilcsoportot tartalmazo, aromds gytriivel rendelkezd6 molekuldk. A
hidroxilcsoportok koézvetleniil az aromas gytrith6z kapcsolédnak. Ezen hidroxilcsoportokon
keresztiil kapcsolodhatnak a molekulahoz kiilonb6z6 konjugatumok, melyek rendkiviil nagy
variabilitast mutatnak. A polifenolos vegyiiletek koz¢é tartoznak az egyszerti fenolok, fahéjsav- és

benzoesav szadrmazékok, fenilpropanoidok, kumérsavak, flavonoidok, sztilbének, lignanok,
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ligninek, szuberinek egyes alkot6i, tanninok stb. Ezenfeliil az egyes polifenolokhoz mas
polifenolok, szénhidratok vagy szerves savak is kapcsolodhatnak, ndvelve ezzel a polifenolos
vegyltiletek valtozatossagat (Manach és mts., 2004; Shahidi és Naczk, 2004).

A polifenolos vegyiiletek a novényi masodlagos anyagcsere termékei, amelyek
fenilalaninb6l és bizonyos névények esetén tirozinbdl képzddnek (Shahidi és Naczk, 2004). A
fenolos vegyiiletek fontos szerepet jatszanak a kiillonbozd ndvényi szovetek szinezddésében,
rendelkezhetnek antibiotikus, természetes peszticid, a megporzé rovarokat csalogatd, vagy
ultraibolya (UV) sugarzassal szembeni véd6hatassal (Shahidi és Naczk, 2004; Winkel-Shirley,
2001). Egyes fenolos vegyiiletek a novények szerkezeti stabilitasdban vesznek részt, vagy
szigeteldanyagok, melyek a viz és gazok szamara teszik imperemabilissa a sejtfalat (Shahidi és
Naczk, 2004).

A polifenolos vegyiiletek sokrétli szerepet toltenek be a ndvényvilagban, melyek altalaban
stresszfolyamatok hatésara, sajat szervezetiik védelme érdekében termelddnek. A human és allati
szervezetek elsésorban novényi taplalékokon keresztiil jutnak polifenolos vegyiiletekhez, melyek
egészségvédd komponensekként funkciondlnak, vagyis részt vesznek a human és allati
szervezetek egészségének megdrzésében. A fenolos savakat, a flavonoidokat ¢és az
antocianinokat a kovetkez6 fejezetekben mutatom be. A sztilbének koziil a rezveratrol a
legismertebb vegyiilet, mely a kékszol6, igy a vordsbor antioxidans kapacitasat noveli (Frémont
és mts., 1999).

Kiilonb6z6 szerves savakat is egészségvédd komponensként tartanak szamon. A fent
emlitett polifenolos vegyiileteken kiviil szdmos antioxidans vegyiilet vehet részt a gylimolcsok
antioxidans kapacitasanak kialakitasaban. Ilyenek tobbek kozott a melatonin (Reiter és mts.,

2001; 2003), a perillil-alkohol és az ellagsav (Wang és mts., 1998).

2.3.1 Fenolos savak

A fenolos savak kozé tartoznak a fahéjsav és szarmazékai, a benzoesav és szarmazékai,
valamint az egyszerli fenolok. E vegyiileteket a ndvényi szervezetek a fenilpropanoid anyagcsre-
utvonalon keresztiil képesek eldallitani. A kiinduldsi molekula leggyakrabban az aromas
gylirtivel rendelkez6 fenilalanin, vagy egyes novények (pl. fiifélék) esetén a tirozin (Shahidi és
Naczk, 2004). Fenilalanin esetén a fenilalanin-ammonia-liaz (PAL; EC 4.3.1.24), tirozin esetén a
tirozin-ammonia-lidz (TAL; EC 4.3.1.23) eliminalja az aminocsoportot. A PAL enzim altal
kialakult transz-fahéjsav hidroxilacidjat a fahéjsav-4-hidroxilaz (C4H; EC 1.14.13.11) enzim
végzi el, melynek kovetkeztében p-kumarsav keletkezik.

A tirozin TAL enzim altali dezamindldsaval szintén p-kuméarsav keletkezik. A transz-

fahéjsav, valamint a p-kumarsav molekula két szénatommal valé roviditése benzoesav, valamint
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p-hidroxi-benzoesav molekulak keletkezését eredményezi, melyek a benzoesav-szarmazékok
prekurzorai. A p-hidroxi-benzoesav oldallancanak tovabbi roviditése, vagyis a karboxilcsoport
eliminalasa fenolt eredményez. A benzoesav, valamint a transz-fahéjsav molekulak
modositasaval (hidroxilaci6, metilacid) a novényi szervezetek fahéjsav- ¢és benzoesav-
szarmazeékokat allitanak el6. A benzoesav-szarmazékok kozé tartoznak a protokatechusav,
vanilinsav, sziringinsav és galluszsav (Shahidi és Naczk, 2004). A fahéjsav-szarmazékok kozé
tartoznak a p-kumarsav, kavésav, ferulasav és mustarsav. A fobb fenolos savak szerkezetét az 1.

és 2. tablazatok mutatjak.

1. tablazat. A f6bb benzoesav-szarmazékok szerkezete

Ry
“"Q coen R R Rs
Ay
benzoesav H H H
p-hidroxi-benzoesav 4-hidroxi-benzoesav H OH H
protokatechusav 3,4-dihidroxi-benzoesav OH OH H
vanilinsav 4-hidroxi-3-metoxi-benzoesav OCH; OH H
sziringinsav 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-benzoesav | OCHj; OH OCHjs
galluszsav 3,4,5-trihidroxi-benzoesav OH OH OH

2. tablazat. A f6bb fahéjsav-szarmazékok szerkezete

R

HE-D—\,M, R1 Rz Rs

A3

fahéjsav H H H
p-kumaérsav 4-hidroxi-fahéjsav H OH H
kavésav 3,4-dihidroxi-fahéjsav OH OH H
ferulasav 4-hidroxi-3-metoxi-fahéjsav OCHjs OH H
mustarsav 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-fahéjsav OCHs; OH OCHs

A p-kumarsavra a 4-kumaroil-CoA-ligaz (4CL) enzim egy CoA-csoportot kapcsol, mely
reakcio révén p-kumaroil-CoA molekula keletkezik. Ez utobbi molekula — a hidroxifahéjsav-

transzferaz (HCT) enzim segitségével — kinasavval torténd konjugacio révén p-kumaroil-
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Kinasavva alakulhat. A p-kumaroil-kinasav p-kumarat-3-hidroxilaz (C3H) enzim altali
hidroxilacidja klorogénsavat eredményez. A klorogénsav keletkezésének egy masik lehetséges
modja a kinasav kavésavval valé kondenziciéja (Manach és mts., 2004). A klorogénsav ¢és
szarmazékai antioxidans tulajdonsagokkal rendelkeznek (Shahidi és Naczk, 2004).
Klorogénsavat szamos novény termel, tobbek kozott a kavé tartalmazza nagy mennyiségben; egy
csésze kavé 70-350 mg-ot (Clifford, 1999).

A hidroxi-benzoesav-szarmazékok mennyisége az ehetd novényekben altalaban kevés,
néhany piros szinli gylimolcstél, vorosretektdl és hagymatol eltekintve (Shahidi és Naczk, 1995).
A tealevél galluszsav-tartalma 4,5 g/kg friss tomeg is lehet. A benzoesav-szarmazékoknal a

fahéjsav-szarmazékok elterjedtebbek a novényvilagban (Manach és mts., 2004).

2.3.2 Flavonoidok

A flavonoidok olyan polifenolos vegyiiletek, melyek alapvet szerepet toltenck be a
novényi sejtek védelmében. A természetes forrasokbodl, vagyis zoldségekbdl és gylimodlesdokbal
szarmazo flavonoidok ugyanakkor sokrétii és elonyos hatast gyakorolnak az emberi szervezetre.
Szent-Gyorgyi ¢és munkatirsai mar 1936-ban felismerték a flavonoidok azon el6nyos
tulajdonsagat, hogy csokkentik az érfalak, a kapillarisok falanak ateresztoképességét, vagyis
permeabilitasat (Rusznyak ¢és Szent-Gyorgyi, 1936). E felismerést kovetéen P-vitaminnak
nevezték el Oket, valamint C2-vitaminnak, mivel szamos flavonoid képes stabilizalni a C-
vitamint. A késébbiekben a flavonoidok vitamintermészete nem igazolodott, igy kordbbi
neveiket az 50-es években eltorolték. A 70-es években az egyik leggyakoribb novényi flavonoid,
a kvercetin bizonyos koriilmények kozott mutagén hatastinak bizonyult. Ennek kivizsgalasara
késobb szamos kisérletet végeztek, mégsem sikeriilt a flavonoidok karcinogén hatasat igazolni.
Manapsag mar tényként kezeljiik, hogy szerepiik a betegségek megeldzésében és az egészség
megOrzésében bizonyos (Hollman és Katan, 1999; Lugasi, 2000; Perez-Vizcaino és Duarte,
2010).

2.3.2.1 A flavonoidok szerkezete és elofordulasa

A flavonoidokra a C6-C3-C6 difenilpropan alapvaz jellemz6. A két benzolgytirii (A és B) a
C gytriin keresztiil kapcsolodik. A C gyliri egy oxigénatomot tartalmazo heterociklusos piran-
vagy pirongytrii (1. abra). Az alapvaz ezen elrendezése rendkiviili valtozatossagot biztosit,

jelenleg ko6zel 4000 kiilonb6z6 szerkezetli flavonoid ismeretes (Lugasi, 2000).
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1. abra. A flavonoidok alapszerkezete.

A legtobb flavonoid természetes koriilmények kozott glikozilalt formaban fordul eld,
altalaban vizoldhato, és a novényi sejtek vakuolumaiban halmozodik fel (Bohm, 1999; Seigler,
1998). A flavonoid-glikozidok cukor részét a D-apdz, D-arabindz, D-galaktoz, D-glikoz, D-
glikuronsav és D-ramnéz, vagy ezek kombinacidja alkotja (Shahidi és Naczk, 2004). A
legjelentdsebb flavonoidcsoportok kozé tartoznak a flavonok, flavonolok, flavanonok,

flavanonolok, flavanolok, flavan-3-olok, antocianidinek és az izoflavonoidok (2. abra).
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OH

R2

Flavon Rl R2 R3
apigenin H OH H
luteolin OH OH H
Flavonol R1 R2 R3 R4
fizetin OH OH H H
galangin H H H OH
kvercetin OH OH H OH
kempferol H OH H OH
miricetin OH OH OH OH

izorhamnetin H

OH OCH, OH

Flavanon R1 R2
eriodiktiol OH H
naringenin H H
taxifolin OH OH
Flavanonol R1 R2
(3-OH flavanon)

dihidrokempferol H H
dihidrokvercetin H OH
dihidromiricetin OH OH
Flavanol Rl R2 R3
(+) katechin OH H OH
{(-) epikatechin H OH OH
(+) gallokatechin OH OH OH
Antocianidin R1 R2
cianidin OH H
malvidin OCH, OCH,
peonidin OCH, H
pelargonidin H H
Izoflavon R1

daidzein H

genisztein OH

2. abra. Flavonoid csoportok és azok legfobb tagjai (Hanneken és mts., 2006 alapjan,

atszerkesztve és kiegészitve).
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Flavonok: Fémionokkal képzett komplexeik egyes novényi szovetek szinének, és gyakran
izének kialakitdsdban jatszanak szerepet. Leggyakrabban gabonafélékben, gyogy- ¢és
fiszernovényekben (kakukkfii, rozmaring), zoldségfélékben (petrezselyem, zeller), valamint
citrusfélék héjaban fordulnak eld. Legismertebb flavonok az apigenin és a luteolin (Lugasi,

2000; Manach és mts., 2004).

Flavonolok: Altaldnosan elterjedtek a gyiimolcsokben, zoldségfélék leveleiben. A
legismertebb flavonolok a kvercetin és a kempferol. Els0sorban a gyiimdlcs napsugarzasnak
kitett szOveteiben, azon beliil is a felsdbb rétegekben akkumulalédnak (Lugasi, 2000; Herrman,
1988; Lakhanpal és Rai, 2007; Shahidi és Naczk, 2004). Ezért egy adott fan termd gyiimolesok
flavonoltartalma is eltérd lehet. Legfobb flavonolforrasok az afonya, a brokkoli, a fodorkel és a
hagyma. A vordsbor €s a tea szintén tartalmaz flavonolokat. A természetben leggyakrabban nem
szabad formaban fordulnak el6, hanem cukormolekulak (pl. D-arabinéz, D-galaktoz, D-gliikoz,
D-ramnoz, D-xildz) vagy cukorsavak (D-gliikuronsav stb.) kapcsolédnak hozzajuk. A
voroshagyma flavonoltartalma 350-1200 g, a kajszi miricetintartalma 25-50 mg egy kg friss

tomegre vonatkoztatva (Manach és mts., 2004).

Flavanonok: A flavanonok elsGsorban a citrusfélékben szintetizalodnak, leginkabb
glikozidos formaban taldlhatok meg. A legfobb aglikonok a grapefruitban talalhaté naringenin, a
narancsban talalhat6 heszperetin (glikozidja a heszperidin) és a citromban talalhato eriodiktiol. A
grapefruit keserli izét a naringenin okozza. A naringenin aglikonra épiilé diszacharid
eredményezi a naringint, mely keser(ibb a naringeninnél. A citrusféléken kiviil a paradicsom,
csicseriborsd, komény, bors, berkenye és az édesgyokér tartalmaz flavanonokat nagyobb
mennyiségben. A narancslé heszperidintartalma 215-685 mg, a grapefruit heszperidintartalma
100-650 mg/kg friss tomeg (Lugasi, 2000; Manach és mts., 2004).

Flavanonol (3-OH flavanon): A 3-OH flavanon vagy dihordoflavanon-glikozidok
fungisztatikus (gatoljak a gombak novekedését) és gombadlé hatassal rendelkeznek.
Valosziniileg ez magyarazza a flavonol-glikozidok el6fordulasat bizonyos gyimaolcsok héjaban.
A csoport legfébb képviseléi a dihidrokempferol, a dihidrokvercetin (taxifolin) és a

dihirdomiricetin (Manach és mts., 2004).

Flavanolok (flavan-3-ol): A legegyszeriibb flavanolok a katechin €s az epikatechin.
Gyakran polimerek formajaban fordulnak el6. A katechin, az epikatechin polimerjei, valamint a

hozzajuk kapcsolodo fahéjsav és galluszav alkotjak a kondenzalt tanninokat. Legfobb forrasai az
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alma, a feketeribizli, az afonya, a sz616, a kajszi és a szamodca. Legjelentdsebb flavan-3-ol-
forrasnak a zo6ld és fekete teak tekinthetok. A kajszigyiimdles atlagosan 100-250 mg, a
cseresznye 50-220 mg, az Oszibarack 50-140 mg katechint tartalmaz 1 kg friss tomegre
vonatkoztatva (Lugasi, 2000; Manach és mts., 2004).

Antocianidinek: A pigmentként is szolgalé antocianinok (vagy antocianok) az
antocianidinek glikozidjai. Alapvazuk a flavilium kation. A flavonoid alapvaz negyedik
szénatomjarol hianyzik a karbonilcsoport, igy a Kkatechinekkel egyiitt nevezziik Oket
flavanoknak, mely csoportba a flavan-3-olok és flavan-3,4-diolok tartoznak (3. abra). A

novényekbol kozel 200 kiilonbdzo antocianint sikeriilt izoldlni (Shahidi és Naczk, 2004).

Izoflavonoidok: A flavonoidokra az 1,3-difenilpropan alapvaz jellemz6. Ezzel szemben az
izoflavonoidok 1,2-difenilpropan elrendezést mutatnak. Mas flavonoidokra is jellemz6 kedvez6
¢lettani hatdsai mellett manapsag nagy figyelem iranyul az izoflavonoidok Osztrogénhatasara.
Legfobb izoflavonoidok a daidzein ¢és a genisztein. Elsdsorban hiivelyes novényekben
(Fabaceae) fordulnak eld, pl. szdjaban, babban és borsoban. A szdjabab 580-3800 mg
izoflavonoidot tartalmaz 1 kg friss tomegre vonatkoztatva (Lugasi, 2000; Manach és mts., 2004).

A flavonoidok forrasa a novényi taplalékok, elsésorban a gyiimolcsok és zoldségfélék.
Egyes novényi élelmiszerek Osszes polifenol-tartalmat a 3. tablazat tartalmazza mg/kg friss

tomeg értékekben.

3. tablazat. Egyes novényi ¢lelmiszerek Gsszes polifenol-tartalma (mg/kg) (Lugasi, 2000 és
Manach és mts., 2004 alapjan)

Elelmiszer Osszes polifenol-
tartalom (mg/kg)
fekete ribiszke 1400 -12000
bodzabogyod 5680
l6bab 1750 - 5900
5z016 500 - 4900
Vorosbor 1000 - 4000
alma 270 - 2980
cirok 600 - 1700
szilva 1260
narancs 500-1000
z6ldtea 583
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2.3.2.2 A gyiimolcsok flavonoidtartalma

Egy magyarorszagi felmérés alapjan a vizsgalt gylimolesok dsszes flavonoidtartalma 0 és
100 mg/100 g friss tomeg értékek kozott valtozott. Az atlagos koncentracié hozzavetdleg 3
mg/100 g volt friss tomegre vonatkoztatva (Lugasi és Hoévari, 2002). Az ugyanazon fajhoz
tartozo kiilonboz6 fajtak gyiimlocsének antioxidans kapacitasdban €s az antioxidans hatasa
vegytiletek mennyiségében olykor 2-20-szoros kiilonbségek is kimutathatok (Ercisli és mts.,
2008; Hegedtis és mts., 2008; 2010; Papp és mts., 2010; Ruiz és mts., 2005a,b).

A sz6lében a vizoldhatd polifenolos vegyliletek legnagyobb részét a flavonoidok képezik
(Conde és mts., 2007). A sz6l6 gyiimolcsében ¢és magjaban leggyakrabban el6fordulo
polifenolok a tanninok, antocianinok, flavan-3-olok és flavonolok csoportjaiba tartoznak
(Adams, 2006). A Ribes, Rubus, Vaccinium ¢és Vitis nemzetségeken beliil az egyes flavonoid
vegyiiletek jelenlétét kemotaxonomiai szempontbol is vizsgaltak (Andersen és Antho, 1987; de
Ancos és mts., 2000; Goldberg és mts., 1998; Jennings és Carmichael, 1980; Kalt és mts., 2001).
A Vaccinium fajok gyiimolcseiben a kvercetin flavonol és a cianidin antocianidin talalhaté meg
legnagyobb mennyiségben. A miricetin flavonol és a delfinidinbdl szdrmazd antocianinok,
nevezetesen a malvidin és peonidin gliikozidjai, szintén megtalalhatok szamos Vaccinium
nemzetségbe tartozo faj gyiimolcsében (Hakkinen és mts., 1999; Macheix és mts., 1990).

A kozelmultban meghatdroztdk a legfobb antioxidans hatdsu vegyiiletek atlagos
g friss gyiimolcs kvercetin-glikozidot, 12,8 mg/100g C-vitamint, 9,35 mg/100 g procianidin B-t,
9,02 mg/100 g klorogénsavat, 8,65 mg/100 g epikatechint és 5,59 mg/100 g floretin-gliikozidot
tartalmaztak (Lee és mts., 2003).

A fehér és sarga gylimolcshusti Oszibarackok karotinoidtartalma jelentés mértéki
kiilonbséget mutatott, de a polifenolos vegyiiletek kdzel azonos mennyiségben halmozodtak fel a
gyiimdlcsokben (Gil és mts., 2002). A nektarin és molyhos 6szibarack f6 fenolos vegyiiletei
kozott a hidroxicinnamatok, proantocianidinek, flavonolok és antocianinok mutathatok ki
(Tomas-Barberan és mts., 2001; Veberic és Stampar, 2005). Kajsziban a klorogénsav mellett
neoklorogénsav, proantociadininek, illetve kvercetin- és kempferol-glikozidok talalhatok
nagyobb mennyiségben (Ruiz és mts., 2005a; Veberic és Stampar, 2005).

Az 4. tablazat a kajszi flavonoid- és fahéjsavszarmazék-tartalmara vonatkoz6 adatait
mutatja be. Az értékek a Phenol-Explorer adatbazis kajszigyiimolesre vonatkozo
(http://www.phenol-explorer.eu/contents/total?food_id=55) adatai.

A komponensek koncentraciojat egy vagy tobb publikacioban k6zolt adat alapjan tiintettiik
fel, a forrasmegjel6lés a tablazat jobb oldali oszlopaban taladlhatd. A koncentracidadatok atlag,

minimum és maximum értékei szerepelnek.
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A piros fedészinnel boritott gylimolesok héjaban cianidin-glikozidokat is kimutattak. Ezzel
szemben a meggy gylimdlcsében az antocianinok a legjelentdsebb antioxidans hatasu vegyiiletek
kozé tartoznak (Bonerz és mts., 2007; Chaovanalikit és Wrolstad, 2004; Ficzek és mts., 2011),

de mas flavonoidok és az ellagsav is jelentés mennyiségben fordulnak el6 (Wang és mts., 1998).

4, tablazat. A kajszi gylimdlcsében taldlhatd néhany flavonoid és hidroxifahéjsav-szarmazék
komponens mennyisége (mg/kg friss tomeg, a Phenol-Explorer adatbazis alapjan)

atlag min max
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)

Flavonoidok hivatkozasok

Dragovic-Uzelac és
mts., 2005,

(+)-katechin 35,2 3,1 66,2 | Pascual-Teresa és

mts., 2000,
Arts és mts., 2000

Dragovic-Uzelac és
mts., 2005,

(-)-epikatechin 41,9 0,2 82,8 | Pascual-Teresa és
Flavanolok A s s, 2000

procianidin dimer B1 0,9 0,9 09 |feo e
procianidin dimer B3 0,5 0,5 05 |00 o

procianidin dimer B7 01 0,1 0,1 &izfugé&Efesa é

procianidin trimer EEC 0,1 0,1 0,1 ;izﬁugé&eresa &

. . . Dragovic-Uzelac és
kvercetin-3-O-rutinozid 119 24 063 | M. 2005,
(ruti n) ’ ! ! Garcia-Viguera és
mts., 1994
Dragovic-Uzelac és
. . mts., 2005,
kempferol-3-O-rutinozid 52 0,1 28,1 | Garcia-Viguera s
mts., 1994

Flavonolok

Fenolos savak

Dragovic-Uzelac és

p-kumarsav 6,9 0,0 21,8 | M., 2005,

Moeller és

Herrmann, 1983
Moeller és

310 Herrmann, 1983

Dragovic-Uzelac és

kavésav 6,6 0,0 97 | mis. 2005

Moeller és
Herrmann, 1983
Dragovic-Uzelac és

ferulasav 2,0 0,0 70 | M, 2005

Moeller és

Hidroxi- Herrmann, 1983

fahéj sav- neokloro génsav Moeller és
szarmazékok (3-kaffeoil-kinasav) 53,8 26,0 78,0 | Herrmann, 1983

Dragovic-Uzelac és

5-p-kumaroil-kinasav 0,6 0,0

(5-kaffeoil-kinasav) ’ ’ | ms, 1084,

Herrmann, 1983

- . Moeller és
3-p-kumaroil-kinasav 3,8 2,0 7,0 | Herrmann, 1083

- . Moeller és
5-feruloil-kinasav 0,4 0,0 2,0 | Herrmann, 1983

. . Moeller és
3-feruloil-kinsav 6,0 4,0 12,0 | Herrmann, 1983
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Almaban, kiviben (Actinidia deliciosa) és citromban (Citrus x limon) a lutein aglikon
koncentracioja 2 mg/100 g volt (Lugasi és Hovari, 2002). A miricetin kimutathato volt ribizliben
(Ribes rubrum), mig néhany mas bogyos gyiimolcsben (faeper 45,3 mg/100 g friss tomeg, malna
54,0 mg/100 g, szeder 63,6 mg/100 g, szamodca 99,4 mg/100 g) és didban (456,5 mg/100 g)
jelentds mennyiségben fordult el6. Kempferolt és apigenint nem taldltak ezekben a
gytimolcsokben. A flavonoidok felhalmozodasa alapvetéen meghatarozza bizonyos citrusfélék
gyimolcsizét. A grépfrat (Citrus x paradisi) nagy naringintartalmanak kdszonhetden keserd,
mig a naringinnel szemben heszperidint tartalmazé narancs (Citrus x sinensis) és mandarin

(Citrus reticulata) édes izi (Nogata és mts., 2006).

2.3.2.3 A flavonoidok funkcioi

A flavonoidok mind a névény-, mind az allatvilagban szamos funkciot toltenek be. A
novényekben hozzajarulnak a gyiimolesok izének és szinének kialakitasahoz, ez utdbbi
attraktansként is szolgal. Szamos karos hatdas — UV-sugarzas, mikroorganizmusok — elleni
védekezO mechanizmus részét képezik (Winkel-Shirley, 2001). Részt vesznek enzimaktivitasok
regulacidjaban (Lugasi, 2000; Myhrstad és mts., 2002), szignalfunkcioval rendelkeznek a
nitrogénmegkoté baktériumok szamara (Siqueira és mts., 1991; Schijlen és mts., 2004).

Az allati és emberi szervezet szamara az erés antioxidans és gyokfogo, valamint in vitro
fémkelator tulajdonsaguk a meghatarozé (Terao, 2009). Szabadgyokfogd képességiiket még a
fémkelatokat képez6 flavonoidok is megtartjak (Lugasi és mts., 2003). A kozismerten nagy
antioxidans kapacitassal rendelkezd bogyosgylimdlcsok esetében a teljes gyokfogd képesség
szoros korrelalaciot (r=0,681) mutat az dsszes fenoltartalommal, ami igazolja, hogy a fenolos
vegytileteknek dont6 szerepiik van a gyokfogd kapacitas kialakitasaban (Hegedis és mts., 2008).
Antioxidans hatasuk mellett jol ismert a flavonoidok kedvezd élettani hatasa is, példaul az
antiproliferativ és gyulladasgatlo hatasok (Middleton és mts., 2000). A legigéretesebb teriiletek,
melyeken a flavonoidok gyogyité hatdsa kihasznalhato lehet, tobbek kozott a kronikus
gyulladassal jar6 és allergias megbetegedések, a sziv- és érrendszeri betegségek, illetve a mellrak
(Lugasi és mts., 2003; Manthey és Guthrie, 2002; Terao, 2009).

A kozelmultban és napjainkban szamos epidemiologiai tanulmany azt mutatta, hogy a
fokozott gylimolcsfogyasztas csokkenti kiilonbozé degenarativ betegségek, mint példaul az
érsziikiilet, szivinfarktus és agyi érkatasztrofak vagy kiilonboz6 tipusu  daganatos
megbetegedések kialakulasanak kockazatat (Block és mts., 1992; Dauchet és Dallongeville,
2008; Terry és mts., 2001). A kutatasok kozéppontjaban elsésorban a flavonoidok sziv- és

érrendszeri megbetegedésekre gyakorolt hatésai allnak. Az agyvérzés, érrendszeri és daganatos
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megbetegedések aranya igen jelentés Magyarorszagon (KSH, 2005). Az eredmények szerint a
flavonoidokban gazdagabb étrendet fogyasztok korében a sziv- és érrendszeri megbetegedések
kialakulasanak val6szinlisége joval kisebb (Harborne, 1988).

Szabadgyokfogd ¢és fémkelator tulajdonsaguknak koszonhetden lipidek és egyéb
molekuldk oxidaciés folyamatait gatoljak. A rutin, az apigenin, a kvercetin és a naringin
szuperoxidgyokfogo-hatasa bizonyitott (Lugasi, 2000; Robak és Gryglewski, 1988).

Az izolalt formaban elfogyasztott antioxidansok nem poétolhatjdk a friss gylimolcsok
fogyasztasat (Halliwell, 2000), mivel a gylimolcsok potencialis antioxidans és daganatellenes
hatasa tobb ezer novényi vegyiilet komplex hatdsanak tulajdonithaté (Liu, 2003). Ennek
megfeleléen a felsorolt betegségek kialakulasanak valoszinlisége csokkentheté lehet a

fokozottabb mértékii gylimolcsfogyasztassal.

2.3.3 Antocianinok

Elsésorban bizonyos gyiimolcsok (bodza, szeder, meggy, sz616, cseresznye, szilva stb.), a
padlizsan és a voroskaposzta kékes-voroses szinét eredményezik. A kékszdéloben a petunidin, a
delfinidin, a malvinidin stb. glikozidjai mutathatok ki (Shahidi és Naczk, 2004). Kiilonb6z6
fémionokkal (Fe, Mg) komplexet alkotva viragszirmok szinének kialakitasaban vesznek részt.
Kiilonboz6 pH-tartomanyokban eltérd szineket mutatnak; a savastdl a semlegesen at a lagos
tartomanyig pirosas, szintelen majd kékes szint eredményeznek. A  gylimolcsok
antocianintartalma az érés el6rehaladtaval fokozodik. Az antocianidinek legfobb forrasaként a
gyiimolcsféléket tartjak szamon. A bogyosok gyiimolcse mellett az alma- és kortefélékben,
valamint csonthéjasokban legnagyobb mennyiségben a héjban halmozodnak fel. A zoldségek
koziil nagy mennyiségben fordulnak el a voroskaposztaban, retekben, rebarbaraban, valamint
lilahagymaban. A fekete ribiszke és a szeder antocianintartalma a 2-4 g-ot is eléri egy kg friss
tomegre vonatkoztatva. A cseresznye malvidintartalma 350-4500 mg/kg, a szilvaé 20-250 mg/kg
friss tomeg kozott valtozik (Lugasi, 2000; Shahidi és Naczk, 2004).

A kiilonbozd szerkezetli antocianidinek és az azokbol keletkezd antocianok szinét a
hidroxilacié mértéke befolydsolja. A dihidrokempferol egyszeres, majd kétszeres hidroxilacigjat
dihidrokvercetinné és dihidromiricetinné a flavonoid-3’-hidroxilaz (F3’H) és flavonoid-3’5’-
hidroxilaz (F3’5’H) enzimek végzik. A dihidrokempferolbol keletkez6 antocianok és
szarmazékaik narancssarga, a dihidrokvercetinbdl keletkezOk piros, mig a dihidromiritecinbdl
szarmazok kék szintiek (Katsumoto és mts., 2007).

A ndvényi sejtekben termelddd, a vakudlumokban felhalmoz6dd cianidin  vords,

pelargonidin és peonidin piros, delfinidin, peonidin és petunidin kék szint eredményez. A
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kérdéses gyiimolcs, virag, mag stb. szinét nem csupan egy tipusu antocianin molekula hatarozza
meg, hanem kiilonb6zé molekuldk egylittesen nyujtanak szinarnyalatokat (kopigmentacio),
valamint a vakuolaris pH is nagy befolyassal van a kérdéses molekulak fényelnyelésére, igy
lathato szinére (Mol és mts., 1998; Koes és mts., 2005).

Az utébbi évtizedben a biotechnoldgiai modszereket is felhasznald virdgtermesztok
kiilonboz6 virdgszin-valtozatokat hoztak 1étre a flavonoid-bioszintézis modositasaval. Bizonyos
enzimek expresszidjanak fokozasaval, vagy gatlasaval a flavonoid-bioszintézist bizonyos
antocianmolekuldk termelése felé iranyitottdk. A taltermeltetést leggyakrabban konstitutiv
promoterek, a gatlast RNS interferencia elvén alapuld sense és antisense technika segitségével
értek el. A leggyakoribb célpontok a CHS, F3’H ¢és F3’5’H enzimek, vagy a MYB csaladba
tartozo transzkripcios faktorok voltak (Martin és Paz-Ares, 1997). A virag szinét szamos esetben
modositottak petinia (Napoli és mts., 1990; Holton és Cornish, 1995), pillangovirag (Kazuma és
mts., 2003), rozsa (Katsumoto és mts., 2007), szegfii (Chandler és Sanchez, 2012) stb. esetén.

2.4 A flavonoidok bioszintézise gyiimdélcsékben

A gylimolcsok a polifenolok gazdag forrdsai. A  kiilonbozé  gylimolesok
flavonoidtartalmaban jelentds kiilonbségek mutathatok ki, ami alapjan feltételezhetd, hogy a
kiilonb6zé gyiimolesok flavonoid-bioszintézisének szabalyozasa eltérd lehet. A flavonoid-
bioszintézis kulcsenzimeit kodold gének kifejez6dését mind a genotipus, mind a fejlodési allapot
befolyasolja (Shahidi és Naczk, 2004). Kiilonb6z6 gylimolesszinli sz6l6, fekete afonya és
narancs mutans genotipusok vizsgalataval sikeresen azonositottdk azokat a géneket, amelyek a
megvaltozott fenotipus kialakuldsaért feleldsek, és ez a stratégia feltehetden sikeres lesz mas
gyiimolcsfajok esetén is.

A flavonoid vaz kémiai modositdsanak valtozatos lehetdsége szamos természetes novényi
vegyiilet 1étrejottét eredményezi (Harborne és Williams, 2000). Ez az sszetettség magyarazza a
flavonoidok (és konjugatumaik) eltér6 novénycsaladokban vald el6fordulasat, és a vegyiiletek
meghatarozott szovetekben, szervekben, sejttipusban és kiilonb6z6 fenologiai fazisokban torténd

megjelenését, felhalmozodasat.

2.4.1 Flavonoid vegyiletek bioszintézise

A flavonoidok az altalanos fenilpropanoid anyagcsere uton keresztiil szintetizalodnak az
endoplazmatikus retikulum citoplazma fel6li oldalahoz lazan ko6t6dd citoplazmas multienzim

komplex hatasara (Braidot és mts., 2008). A fenilalanin-ammonia-liaz (PAL) a fenilpropanoid-
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bioszintézis ut elsd enzime, igy jelentds befolydsa van minden késObbi reakciora, beleértve a
flavonoid-bioszintézis 1épéseit is. A PAL enzim a fenilalanin dezaminalasat végzi. A keletkez6
transz-fahéjsavon a fahéjsav-4-hidroxilaz (C4H) enzim hidroxilaciot végez, mely reakcié révén
p-kumarsav keletkezik. A p-kumarsavhoz bizonyos névények tirozinon — tirozin-ammonia-liaz
(TAL) altali dezaminalason — keresztiil jutnak. A p-kumarsavra a 4-kumaroil-CoA-ligaz (4CL;
EC 6.2.1.12) enzim egy CoA-csoportot kapcsol, mely reakcié révén p-kumaroil-CoA molekula
keletkezik. A p-kumaroil-CoA tobb molekula (klorogénsav-szarmazékok, flavonoidok,
sztilbének) prekurzoraul is szolgalhat. A hidroxifahéjsav-transzferaz (HCT; EC 2.3.1.99) enzim
segitségével kinasavval térténd konjugacio révén p-kumaroil-kinasavva alakulhat. A p-kumaroil-
kinasav p-kumarat-3-hidroxilaz (C3H; EC 1.14.13.36) enzim altali hidroxilacidja klorogénsavat
eredményez. A p-kumaroil-CoA hidroxilaciojat kaffeoil-CoA-va szintén a C3H enzim végzi.

A flavonoid-bioszintézis egy molekula p-kumaroil-CoA vagy kaffeoil-CoA és harom
kalkont eredményez (3. abra). Ezt a reakciot a kalkon-szintdz enzim (CHS; EC 2.3.1.74)
katalizélja. Az auronok a kalkonokbol keletkeznek. A kalkonokbol izomerizacidé utjan
flavanonok — pl. naringenin vagy eriodiktiol — keletkeznek a kalkon-izomeraz enzim (CHI, EC
5.5.1.6) hatasara. Ezekbdl a kdzponti intermedierekbdl a bioszintézis tobb Utvonal fel¢ agazhat
el, melyek mindegyike kiilonb6z6 tipusu flavonoid molekulak kialakuldsahoz vezet. A flavanon-
3-hidroxilaz (F3H; EC 1.14.11.9) a flavanonok C-3 pozici6éju hidroxilacioja révén 3-OH
flavanonokat képez. Az F3H enzim altal keletkezett dihidrokempferol C-3° pozicion valod
hidroxilaciojat a flavonoid-3’-hidroxilaz (F3’H; EC 1.14.13.21) enzim végzi, melynek
kovetkeztében dihidrokvercetin keletkezik. A dihidrokempferol C-3’ és C-5 pozicion vald
kétszeres hidroxilacidjat a flavonoid-3’5’-hidroxildz (F3°5’H; EC 1.14.13.88) enzim végzi,
melynek sordan dihidromiricetin keletkezik. A  dihidrokempferol, dihidrokvercetin és
dihidromiricetin a 3-OH flavanonok kozé tartoznak. Az izoflavonoidok szintén a flavanonokbol
keletkeznek. Az antocianinok bioszintézise a dihidroflavonol-4-reduktaz (DFR; EC 1.1.1.219)
enzim milkodésével kezdddik, melynek soran a dihidroflavonolok flavan-3,4-diolokka
(leukoantocianidinek) redukalodnak. Ez utobbi vegyiileteket az antocianidin-szintaz (ANS; EC
1.14.11.19) alakitja at antocianidinekké vagy a leukoantocianidin-reduktaz (LAR; EC 1.17.1.3)
katechinné. Az epikatechin cianidinbdl keletkezik az antocianidin-reduktdz (ANR, EC 1.3.1.77)
enzim altal. A glikozidok képzddését UDP gliikoz:flavonoid-3-O-gliikoziltranszferaz (UFGT;
EC 2.4.1.91) enzim katalizalja, ami jelentds mértékben stabilizalja az antocianidinek szerkezetét.

A flavonoid-bioszintézis koztitermékeit azok szerkezeti abrajaval tiintettem fel a 3. abran.
A bioszintézis utvonalban résztvevo enzimeket négy csoportra osztottam. A korai enzimek kozé

tartoznak a fenilpropanoid utvonal enzimei, vagyis a PAL, C4H és 4CL. Fenolos savak
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termelddését a HCT és C3H enzimek segitik eld. A kalkonok keletkezését és atalakitasat
katalizalo6 CHS ¢és CHI a korai és kései csoportot kotik ossze. A késdi enzimek kozé soroltam a
hidroxilacioban résztvevd enzimeket, mint a F3H, F3’H és F3°5’H. Emellett késoi enzimként

tiintettem fel a DFR, LAR, ANS, ANR, FLS és UFGT enzimeket is.
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3. abra. A flavonoid-bioszintézis enzimatikus 1épései. PAL: fenilalanin-ammonia-liaz, C4H:
fahéjsav-4-hidroxilaz, 4CL: 4-kumaroil-CoA-ligaz, HCT: hidroxifahéjsav-transzferaz, C3H: p-
kumarat-3-hidroxildz, CHS: kalkon-szintaz, CHI: kalkon-izomeraz, FS: flavon-szintaz, F3H:
flavanon-3-hidroxilaz, F3’H: flavonoid-3’-hidroxilaz, F3’5’H: flavonoid-3’5’-hidroxilaz, FLS:
flavonol-szintaz, DFR: dihidroflavonol-4-reduktaz, ANS: antocianidin-szintdaz, LAR:
leukoantocianidin-reduktaz, ANR: antocianidin-reduktdz, OMT: O-metil-transzferaz, UFGT:
UDP gliik6z:flavonoid-3-O-gliikoziltranszferaz, RT: ramnozil-transzferaz. (Winkel-Shirley,
2001; Pfeiffer és Hegediis, 2011 alapjan, atszerkesztve és kiegészitve)
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A flavonoid-bioszintézisben résztvevd gének koziil elséként az FLS és a CHS géneket
izolaltak petrezselyembdl (Petroselinum hortense) (Kreuzaler és mts., 1979; 1983). A flavonoid-
bioszintézis kulcsenzimeit az Ericaceae és Rosaceae csaladokba tartoz6 néhany gyiimolesfaj (pl.
afonya, 6szibarack, alma, korte és szamodca) esetében is izolaltak és jellemezték (Davies, 1993;
Fischer és mts., 2003; 2007; Kim és mts., 2003; Pfeiffer és mts., 2006). Egymastol tavolabbi
rokonsagban allo fajok (sz6l6, szamoéca, Arabidopsis és Citrus) DNS-szekvenciai szintén
mts., 2001; Moriguchi és mts., 2001). Szamos transzkripcios faktort azonositottak kiilonb6z6
kétszikli novényekben, ami ezen molekuldk novényfajok kozotti funkciondlis konzervaltsagat
mutatja (Schijlen és mts., 2004). A transzkripcids faktorok szekvenciaitoél upstream iranyba
elhelyezkedd transzpozon indukalta mutédciokat tartjdk feleldsnek, vagy legalabb is feltételezik
ezek szerepét a kiilonbozé gylimodlesszin-valtozatok kialakulasaban (Dondini és mts., 2008;
Espley és mts., 2007; Kobayashi és mts., 2001).

Ezen enzimek koziil sokat izolaltak egy vagy tobb ndvényfajbol, és térszerkezetiiket is
meghataroztdk (PDB Protein Data Bank). Az adatbank tartalmazza az aldbbi enzimeket
(zérojelben azok a novények taldlhatok, melyekbdl izolaltdk, valamint a polipeptidlanc hossza):
PAL (Petroselinum crispum, 716 AS), CHS (Medicago sativa, 389 AS), CHI (Medicago sativa,
222 AS), DFR (Vitis vinifera, 337 AS), LAR (Vitis vinifera, 346 AS), ANS (Arabidopsis
thaliana, 355 AS). A gliikoziltranszferazok népes csoportjaba tartozik tobbek kozott az UDP-
gliikoz:flavonoid-3-O-gliikoziltranszferaz (Vitis vinifera, 456 AS).

A DFR-t sok novényfajban vizsgaltdk, de keveset tudtak a szerkezeti tulajdonsagairol,
amig a Vitis vinifera enzimének NADP(+)-vel és természetes szubsztratjaval, a
dihidrokvercetinnel (DHQ) képzett komplexének haromdimenzios szerkezeti képét le nem irtak

(Trabelsi és mts., 2008).

2.4.2 A flavonoid-bioszintézis szabalyozasa

Az eukariota gének kifejezodése transzkripcios faktoroktol fligg. A transzkripcids faktorok
eldsegithetik vagy gatolhatjak bizonyos gének kifejezddését. A transzkripcios faktorok fehérjék,
melyek szekvenciaspecifikus modon kotddnek bizonyos gének promoter régidihoz. A promoter
région 0sszeépiild transzkripcids komplex segitségével az RNS-polimeraz II enzim meg tudja
kezdeni a transzkripciot. A flavonoid-bioszintézis MYB és MYC csaladokba tartozo
transzkripcids faktorok szabalyozasa alatt all (Lin-Wang és mts., 2010; Gantet és Memelink,

2002). Tehat ezek a faktorok jelenlétiikkel serkentik vagy bizonyos esetekben gatoljak a
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falvonoid-bioszintézishez tartozd gének atirasat. Termel6dhetnek belsé (pl. ndévényi hormonok)
vagy kiilsé (pl. UV, mikrobak) jelre adott valaszként. A MYC transzkripcios faktorok doménje a
bHLH (basic-Helix-Loop-Helix) fehérje, mely lehetévé teszi a MYC DNS-hez kotddését. A
bHLH két alegységbdl all, kozel 60 aminosav épiti fel. A bazikus aminosavakat tartalmazo hélix
felel6s a DNS-hez kotodésért (Blackwell €s mts., 1990; Ferré-D'Amaré és mts., 1994; Martin ¢€s
Paz-Ares, 1997, Vom Endt és mts., 2002). A MYC és MYB transzkripcios faktorok
Osszekapcsolodva, transzkripcios komplexként kdtddnek bizonyos strukturgének promoteréhez.

Alma gytimolcsében kimutattak, hogy a MYB transzkripcios faktorok szovetspecifikusan
fejtik ki hatasukat; mig a MYBI10 transzkriptuma a hus-, a MYB1 transzkriptuma a héjszovetben
van jelen nagyobb mennyiségben. A ‘Stella’ cseresznyefajta gylimdlcshusa voros szinl a tobb
MYB10 transzkriptum, és ennek kovetkeztében keletkezé nagyobb mennyiségii antocianinnak
koszonhetéen. Ezzel szemben a vizsgalatba vont masik fajta, a ‘Rainier’ sarga hust és a MYB10
transzkiptum mennyisége hatszor kevesebb a ‘Stella’-éhoz képest (Lin-Wang és mts., 2010).

A MYB transzkripcids faktorok bizonyos esetekben gatolhatjdk a fenilpropanoid, igy a
flavonoid-bioszintézist. Saud és mts. (2009) transzkriptomikai vizsgalatokat végeztek szamdcan
(Fragaria x ananassa) és erdei szamocan (Fragaria vesca) a flavonoid-bioszintézis legfébb
génjeire fokuszalva. A szamdca nagyobb antociantartalommal rendelkezett, mint a vizsgalt erdei
szamoéca. Az erdei szamodca gylimolesét Kisebb transzkriptummennyiség jellemezte valamennyi
flavonoidbioszintézis génre nézve, a MYBI1 transzkripcios faktor expresszidja viszont nagyobb
volt. Vagyis a MYBI transzkripcios faktor az erdei szamdcaban gatolta a flavonoid-bioszintézist.

Hasonlé vizsgalatot végeztek hagyomanyos és vérnarancs mintdkon Cultrone és mits.
(2010). A kisérletekbe 6t kiilonboz6 genotipusu citrom (Citrus limon) levélszoveteit is bevontak,
melyek eltéré antociantartalommal rendelkeztek. A CsSMYC2 transzkripcids faktorért felelds
transzkriptumszint meglehetdsen Kicsi volt mindkét narancsgenotipusban. Nagyobb expresszio
mutatkozott a gyiimoles héjszoveteiben, mint a huasszovetekben. Minimalisan nagyobb
expresszios értékeket mutattak ki a vérnarancs fajtaban. Ezzel szemben a kiilonb6zo
citromgenotipusok levélszoveteiben mutatkozott a legnagyobb CsMYC2
transzkriptummennyiség, ami korrelalt a levél antocianintartalmaval. Emellett a narancsmintak
z61d szinii levélszoveteiben is nagy CsMYC2 transzKriptummennyiség volt kimutathato. Igy nem
mutatkozott Osszefliggés a két eltér6 narancsgenotipus szoveteinek antocianintartalma és a
CsMYC2 transzkriptum mennyisége kozott. Ezen eredmények arra utalnak, hogy még szamos

megvalaszolatlan kérdés van a flavonoid-bioszintézis szabalyozasat illetden.
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2.4.3 Flavonoid-bioszintézis a bogydés gyumolcsokben

A flavonoid-bioszintézis utat kiilonb6z6 novényfajokban részletesen jellemezték (Winkel,
2006). Vitis vinifera-ban a flavonoidszintézishez kapcsolodd gének expresszidjat (foképpen
antocianidinek és proantocianidinek) egyarant vizsgaltak a vords és fehér sz616 bogyoiban és
magjaban (Bogs és mts.,, 2006; Boss és mts., 1996a; Castellarin és mts., 2007a,b). A
génexpresszid jelentds kiilonbségeket mutat gyiimolcsrészek és fajtak szerint, kiilonosképpen az
antocianinszintézis génjei esetében. A piros bogydju szOléfajtdkban a bogyohéjban minden
enzim kifejezddik, jollehet kiilonbozdé iddbeli mintazattal. A bogyd husaban expresszidjuk
Kisebb mértékii, kiilonosen a PAL és UFGT enzimek kifejez6dése gatolt (Boss és mts., 1996b).
Ez a két gén kodolja az antocianinok szintézise soran az elsé és utolsd reakciot katalizald
enzimeket. Az UFGT végzi az antocianidinek glikolizaciojat az antocianinok (szines és stabil
molekulak) termelése soran. A fehér bogyodju fajtak héjaban az UFGT gén kifejez6dése nem volt
kimutathat6, és mds gének expresszidja is kisebb mértékii volt a vords héjszinli fajtakkal
Osszehasonlitva (Boss és mts., 1996b). Ennek oka a Gretl retrotranszpozon inszercidja a
VWMYBAL1 transzkripcios faktort kodolo gén promoterébe (Azuma és mts., 2007).

A glikozilacio az ¢€l6 sejtekben talalhatd szamos kis molekula aktivitasanak,
anyagcseréjének ¢és elhelyezkedésének Osszehangolasdban jatszik fontos szerepet. A
novényekben sokféle gliikoziltranszferaz gén vesz részt ebben a folyamatban, melyek kiillonb6z6
masodlagos anyagcseretermékek illetve mérgezd anyagok glikozilacidjaval védik a sejt
mikodését. A vords sz6l6ben talalhatdo UFGT enzim felelds az antocianinok képzodéséért. Offen
és mts. (2006) kimutattak, hogy a VVUFGTL1 enzim in vitro koriilmények kozott szamos
flavonoidot elfogadott szubsztratként. A cukormolekuldval szembeni specificitdsa is szélesebb
kortinek mutatkozott. A VVUFGT1 enzim haromdimenzids szerkezetét is meghataroztak.

A flavonoidok B-gytiriijének hidroxilaciojat a flavonoid-3’-hidroxilaz (F3’H) és a
flavonoid-3’5’-hidroxilaz (F3’5°H) enzimek katalizaljak, de a folyamathoz citokrom-b5-re is
sziikség lehet. Bogs és mts. (2006) azonositottak azokat a géneket, amelyek a F3’H, F3’5’H
enzimeket, valamint egy feltételezett citokrom-b5 enzimet kodolnak, és vizsgaltak transzkripcios
szabalyozasukat a sz6l6 gyiimolcsében. A VvF3’H viragzéas elott fejezodott ki, amikor 3°-
hidroxilalt flavonolok termelddnek. Virdgzas utdn mindhdrom gén kifejezddott, ekkor
proantocianidinek (PA) keletkeznek. A gyiimélcs héjaban az érés kezdetén mindharom gén
expresszidja kis mértékben volt kimutathatd, ami késobb emelkedett. Mindez a 3’- és 3°,5’-
hidroxilalt antocianinok felhalmoz6dasat vonta maga utan. A vords szolovel ellentétben, ahol az
érés soran a VvF3’H, VvF3’5’HI és VVCytoB5 gének expresszidja nagymértékii volt, fehér
sz6lében a VvF3’5’HI ¢és VVCytoB5 gének expresszidja gatolt, ami transzkripcionalis

szabalyozasbeli kiilonbségre utal.
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Az F3'H és 3',5'-hidroxilazokat kodold gének a sz6l0 minden, flavonoidokat tartalmazo
szovetében kifejezddnek, legfdképpen az éré piros bogydk héjaban, ahol féként antocianinok
képzddnek (Castellarin és mts., 2007b). A vords cianidin és kék delfinidin aglikont tartalmazo
antocianinok felhalmozddasa ¢€s a génkifejez0dés idObeli szabalyozdsa kozti Osszefliggés
igazolta, hogy a VVF3'H és VVF3'5'H expresszidja Osszhangban van az ér6 bogyok
szinvaltozasaval.

Az elérhetd EST szekvenciak alapjan két LAR cDNS-t azonositottak levélbol Pfeiffer és
mts. (2006). Sz616 levélszovetébdl ANR CDNS-eket is sikeriilt izolalni és jellemezni. A
kismértékii szubsztratspecificitas ellenére, in vivo mindkét enzim kiilonbézéképpen hidroxilalt
katechineket és epikatechineket szintetizal. Vords bogyoju fajtdk héjaban a VVLAR2 és VVANR
gének expresszidja a PA-szintézis idObeli szabalyozottsdgit mutatja, mely szerint a
génexpresszio a sz616bogyo korai fejlédési allapotaban kezdddik, és az érés kezdetéig tart (Bogs
és mts., 2005).

Walker és mts. (2007) kutatasa szerint két nagyon hasonlé gén, melyek a MYB
transzkripcios faktorok csaladjaba tartoznak (VVMYBAL and VVMYBA2), képes szabalyozni a
bogydban zajlo antocianin-bioszintézist (és igy a szin valtozasat) az UFGT promoterén keresztiil.
A fehér sz6l6 VVMYBAZ2 génjének funkcidvesztését két nem konzervativ aminosavcserével jard
mutacié okozta. Ehhez hasonldan, azonositottak egy VVMYBPAL transzkripcios faktort, mely a
sz616 magjaban és héjaban szabalyozni képes a PA-ek képzddését (Bogs és mts., 2007). A
sz6l6genom megismerését kovetéen (Velasco és mts., 2007), talan azonosithatova valnak a
kozeljovében a szabalyozd elemek, és fény deriilhet a flavonoid-bioszintézis struktirgénjeinek
genomon beliili elhelyezkedésére.

A malna (Rubus idaeus) gylimolcs szinének és aromajanak kialakuldsa nagymértékben
fiigg a fenilpropanoid anyagcsereut termékeit6l. Kumar és Ellis (2001) eredményei alapjan a
malnaban kifejez6d6 PAL enzimet két gén (RiIPAL1 és RiPAL2) kodolja. A RiPAL1 88%-0s
hasonlésagot mutat aminosavszinten a RiPAL2-h6z, de filogenetikai vizsgalatuk kiilonb6zo
csoportokba sorolta a RiIPAL1 és RIPAL2 géneket. Habar minden vizsgalt vegetativ és generativ
szOvetben kimutathato volt mindkét gén expresszidja, a RIPAL1 els6sorban a Kkorai
gyiimdlcséréssel hozhatdé kapcsolatba, mig a RIPAL2 expresszidja a virag és gyiimolcs
fejlodésének késdbbi szakaszdban valt jelentdssé. A kiilonbozd szovetekben 1évo
transzkirptumok mennyiségének meghatarozdsa azt mutatta, hogy levélben, gyokérben,
hajtasban, illetve az éretlen és érett gyiimolcsokben a RIPAL1 gén transzkriptuma 3-10-szer
nagyobb mennyiségben van jelen, mint a RIPAL2 géné. Ezek alapjan gy tinik, hogy a két

RIPAL gén eltéré szabalyozasi mechanizmus alatt all.
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A szamoca gyiimélcse sok antocianint tartalmaz, ami az érett gyliimolcsnek tetszetds piros
szint ad. Egy feltételezett gliikkoziltranszferaz szekvenciat (FaGT1) sikeriilt klonozni szamoca
gylimolcsébdl készitett cDNS konyvtarbol. A rekombinans FaGT1 UDP-gliikozt kapcsol
antocianidinekhez és kisebb mértékben flavonolokhoz, 3-O-glikozidokat allitva el6 (Griesser és
mts., 2008). A kvantitativ polimeraz lancreakcidoval végzett vizsgalatok felfedték, hogy az
FaGT1 gén transzkriptuma alig mutathat6 ki a zold gylimdlcsben, mig a génexpresszio félérett és
érett, piros szinli gyiimolcsokben dramaian megnovekedett. Jelentds mennyiségli epiafzelechin —
melyet az ANR képez pelargonidinb6l — volt azonban kimutathato FaGT1-csendesitett
gyiimolcsokben, ami az FaGT1 és FaANR kozott meglévo, a kozos antocianidin szubsztratokért
zajlo kompeticiora utal. Ennélfogva, az FaGT1 enzim egy fontos elagazési pontot képvisel a
flavonoid-bioszintézis soran, hiszen hatasara a bioszintézis az antocianinok vagy PA-ok
képzddésének iranyaba tolodik el.

A proantocianidinek szerepet jatszanak a fejloddésben 1évd gylimolcs gombafertézésekkel
szembeni védelmében (Mercier, 1997), ami a névényvédelem teriiletén is felhasznalhato lehet.
Ezért a kultirndvények gyiimdlcsében és levelében zajldé PA-bioszintézis intenziven
tanulmanyozott folyamat. A PA-bioszintézis és az antocianin-bioszintézis szamos reakcidja
megegyezik, de mas utvonalon halad tovabb a leukoantocianidin leukoantocianidin-reduktaz
(LAR) éltali, katechinné torténd, vagy a cianidin antocianidin-reduktdz (ANR) altali,
epikatechinné torténd redukciojat kovetden (3. abra).

Jaakola és mts. (2002) a flavonoid-bioszintézis génjeinek érés soran torténd expresszios
valtozasat tanulmanyoztak afonya (Vaccinium myrtillus) gyiimélcsében az antocianinok, PA-ok
¢s flavonolok felhalmozoddasaval egyiitt. Vizsgalataikat vad tipusu és szinanyagokban hianyos
mutans genotipusokon végezték el. Az afonyaban zajlé flavonoid-bioszintézis 6t génjének (PAL,
CHS, F3H, DFR és ANS) cDNS fragmentumait izolaltak, megszekvenaltak, és megvizsgaltak
expresszios mintazatukat. A malnaban 1évé PAL paralogokhoz hasonldoan (Kumar és Ellis,
2001), minden egyes génbdl tobb izoformat talaltak. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az
afonya vizsgalt flavonoid-bioszintézis génjei multigén csaladokat alkotnak.

Jaakola és mts. (2002) Osszefliiggést mutattak ki az afonya flavonoid-bioszintézisében
résztvevl gének expresszidja és az antocianinok felhalmozodésa kozott. A bogyd fejlédésének
korai szakaszaiban a PA-ek és a kvercetin voltak jelen a legnagyobb mennyiségben, ami
jelentdsen csokkent az érés soran. Feltételezték, hogy az éretlen gyiimolcsok fokozott PA-
tartalma a gytimdlcsok id6 eldtti elfogyasztasa ellen nytjt védelmet, mivel a proantocianidinek
fanyar iz vegyiiletek (Harborne, 1997). Az érés késobbi szakaszai soran az antocianinok
mennyisége jelentésen megnovekszik, €s az érett bogyd legnagyobb mennyiségben jelenlévd

flavonoid komponenseivé valnak. Az afonya flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszo gének
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kifejez0dése mar a legkorabbi érési allapotokban megfigyelhetd, majd az érés végén tjra,
hasonloan a szamo6ca (Manning, 1998) és sz616 (Boss és mts., 1996a; Kobayashi és mts., 2001)
esetében kapott expressziés mintazathoz. A fehér vagy rdzsaszinii mutansokban a flavonoid-

bioszintézis minden vizsgalt génjének expressziodja mérsékeltebb volt.

2.4.4 A flavonoid-bioszintézis fan termé gyumolcsokben

A Rosaceae csalad molekularis genetikai és genomikai vizsgéalata gyors fejlédést mutatott
az utobbi évtizedekben (Shulaev és mts., 2008). Mivel a legtobb mérsékeltovi gylimolcsfa ebbe a
csaladba tartozik, a flavonoid-bioszintézis molekularis genetikai tanulmanyozasa jelentOs
perspektivakat nyujthat.

Az alma antocianin-bioszintézisének megismerése érdekében a gyiimoleshéj szovetébol
készilt cDNS konyvtarak hasznalataval azonositottdk az F3H, DFR, ANS, ¢s UFGT géneket
(Kim és mts., 2003). A cDNS-ekhez tartoz6 aminosav-szekvenciak nagy hasonlosagot mutattak
mas novényekbdl szarmazo szekvenciakkal. Minden ide tartozé gén multigén csalad tagja. Az
antocianin-bioszintézis génjeinck mRNS-eit elsdsorban héjszovetben mutattak ki, és a gének
expresszidja fény hatdsara indukalddott. A piros héju fajtak héjaban bdséges mennyiségii
transzkriptumot mutattak ki, mig a piros feddszinnel nem rendelkezd fajtdk esetén joval
kevesebbet, ami arra utal, hogy a kérdéses gének dontd szerepet jatszanak az alma héjszinének
kialakitasaban.

Az alma érése soran a héjban 1évé UDPGal:flavonoid-3-O-gliikoziltranszferaz (UFGalT)
aktivitasa szintén parhuzamot mutatott az antocianin-felhalmozodassal (Ju és mts., 1995). A
gylimolcsokben éretlentdl érett allapotig allandé ¢és viszonylag nagy CHS aktivitas és
flavonoidtartalom volt kimutathato. Napfény hatasanak kitett alma vizsgalata soran az adatok azt
mutatjak, hogy a CHS nem jatszik szabalyozd szerepet az antocianinok bioszintézisében. A
gyiimolcs érése soran az UFGalT aktivitas 0sszefiigésben allt az antocianinszintézissel, de ebben
a folyamatban nem ez az egyediili szabalyoz6 elem, miutdn ez az enzim 90 nappal a viragzas
utan is aktiv volt, amikor antocianin még nem volt kimutathato. Ju és mts. (1995) feltételezték,
hogy az UFGalT a kvercetin-glikozidok ¢és antocianinok képzodését is katalizalja, és az
antocianinok keletkezése valosziniileg inkabb a cianid jelenlétén mulik, mint az UFGalT
aktivitdsan. Az antocianin-bioszintézis szabdlyozasanak legfobb lépései azok, amelyek soran
dihidrokvercetinbdl cianidin keletkezik (a DFR és ANS enzimek segitségével).

Az antocianin-bioszintézis 0Osszehangolt szabalyozasa feltételezhetéen egy altalanos
transzkripcids faktoron keresztiil torténik. Egy R2R3 MYB transzkripcios faktort kodold gént
izolaltak almabol (‘Cripps Pink’), melyet MdAMYB1-nek neveztek el (Takos és mts., 2006). Erd
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almagylimolcsben az MAMYB1 transzkripcidja 0Osszefliggést mutatott az antocianin-
bioszintézissel a piros feddszint tartalmazd héjszovetben. Amikor a sotétben fejlédd
gyimolcsoket napfénynek tették ki, néhany nap alatt az MdMYB1 transzkripcios szintje
megemelkedett a héj antocianin-tartalmaval egyiitt. A piros héju almafajtakban az MAMYB1 gén
transzkripcidja joval jelentGsebb volt a nem piros héju fajtakkal 6sszehasonlitva. Az MdAMYB1
gén promoterében szamos polimorfizmust azonositottak. Egy polimeraz lancreakcion és enzimes
hasitason alapulé molekularis markert (dCAPS: derived Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence) terveztek, mely a héjszin oroklédésének megfeleld hasadast mutatott a piros €s nem
piros gyiimdlcsi sziilok utdédnemzedékében. Kovetkezésképpen az almahéjszin kialakulasanak
genetikai alapja az MAMYB1 expresszio. Espley és mts. (2009) kimutattak, hogy a MYB10 gén
promdterének mutécidja kovetkeztében az egész novényben megemelkedett az antocianinszint,
¢és egy kiilonleges, vords lombszinti és gylimolcshtist fenotipus jott 1étre.

Fischer és mts. (2003) Malus és Pyrus DFR géneket klonoztak, szekvenaltak, és
kimutattdk, hogy az enzim flavanon-4-reduktaz aktivitdssal is rendelkezik. Prohexadion-Ca
alkalmazasa soran in vivo koriilmények kozott kiilonleges 3-dezoxiflavonoidok keletkeztek
almalevélben. Ezeket a vegyiileteket a tlizelhalassal szembeni fokozott rezisztencidval hoztak
Osszefliggésbe.

Mig az antocianin-bioszintézis molekularis alapjait szdmos gyiimdlcs esetén vizsgaltak,
keveset tudunk arrél, hogy a flavonoid strukturgének hogyan szabdlyozzak a kondenzalt
tanninok (CT) és flavonolok termelédését. Mivel a PA-ek is fontos rezisztencia faktorok, az
almalevél katechin- és epikatechin-bioszintézisének vizsgalatara is jelentds figyelem iranyult
(Pfeiffer és mts., 2006). LAR és ANR cDNS-eket izolaltak és funkcionalisan jellemezték azokat.
Takos és mts. (2006) harom — a CT szintézisben résztvevo — gént vizsgaltak; két LAR-t és egy
ANR-t, a ‘Cripps Red’ piros gylimolesii fajta héjszovetébdl izolalt cDNS felhasznalasaval. A
vizsgalt héjszovetek mind zo6ld, mind piros feddszin esetén bdséges mennyiségben tartalmaztak
az ANR gén transzkriptumat az érés korai szakaszaban, ami Osszhangban allt a CT-ok
felhalmozodasaval. A LAR1 gén transzkriptumait kimutattak zold héjban az érés korai
szakaszaban, mig a LAR2 transzkriptuma csak fiatal gyliimdlcsokben volt jelen. A gyiimdlcs
érése soran a CT-szintézisében résztvevo gének transzkriptumai sokkal kisebb mértékben voltak
jelen az antocianinok felhalmozddasanak idejében, mint més flavonoid-bioszintézis gének
transzkriptumai. Az eredmények arra utalnak, hogy az alma héjszovetében zajlo CT-bioszintézis
az antocianinoktol eltérd szabalyozas alatt allt.

A korte (Pyrus sp.) és alma Osszehasonlitd Southern-analizise kimutatta, hogy a két
nemzetség flavonoid-bioszintézis génjei hasonld genomi elrendez6dést mutatnak (Fischer és

mts., 2007). Homologia-alapt klonozasi eljarast alkalmaztak, hogy a flavonoid-bioszintézis

36



legfobb génjeihez eljussanak korte esetén, ami a PAL, CHS, CHI, F3H, FLS, DFR, LAR 1 ¢s 2,
ANS ¢és ANR gének esetében sikeres volt. Jelents kiilonbségeket mutattak ki a Malus
nemzetséggel vald Osszehasonlitds sordan az enzimek szubsztratspecificitasa és a gének
kopiaszama tekintetében.

A ‘Red d’Anjou’ korte gyiimolcson végzett expresszids analizis kimutatta, hogy a
gytiméles PAL transzkriptum-tartalma a tarolas soran csokken (0-1 °C, 90-95 % RP, 126 nap),
de a tarolast kovetd peridodus soran (szobahOmérséklet, 1 vagy 7 nap) Ujra ndvekszik a
1égzésintenzitas és etiléntartalom novekedésével parhuzamosan (MaclLean és mts., 2007). Ezzel
ellentétben a CHS transzkiptum mennyisége dramaian lecsdkkent az egyhetes tarolast kovetd
idészakban. A PAL aktivalodasa, valamint a késébbi, tarolas utdni CHS inaktivalodas arra utal,
hogy a folyamat a flavonoidmolekulak bioszintézisétél a klorogénsav felépitésének iranyaba
tolodik el.

A hagyomanyos és vérnarancs Osszehasonlitdsaval kivantak azonositani azokat a géneket,
melyek a vérnarancs hisszinének kialakitasaért feleldsek (Licciardello és mts., 2008). A
vizsgalatok soran az antocianin-bioszintézisben résztvevd géneket, példaul a PAL, CHS, DFR,
ANS, UFGT, GST és egy szabalyozo gént azonositottak. A késébbiekben Cultrone és mts. (2010)
azt talaltdk, hogy a CsMYC2, a MYB ¢és MYC csalad egy tagja a fenilpropanoidok bioszintézisét
szabalyozza a Citrus nemzetségben. A CHS, ANS ¢s UFGT strukturgének expressziés mintazata
szintén parhuzamot mutatott a CsMYC2-vel mind a narancs, mind a vérnarancs hus-, héj- és
levélszovetében.

Csonthéjas gylimolesokbdl ezidaig csupadn néhany flavonoid-bioszintézisben résztvevo
gént izolaltak és szekvenaltak meg, beleértve a PAL-t 6szibarackbodl (EI Ghaouth és mts., 2003),
cseresznyébdl (Wiersma és Wu, 1998), kajszibol és egy Prunus cerasifera x Prunus munsoniana
hibridbél (Pina és Errea, 2008), CHS-t cseresznyeszilvabol (nem ko6zolt) és dszibarackbol (Tsuda
és mts., 2004); DFR-t cseresznyeszilvabol (EF683133); és ANS-t cseresznyeszilvabol
(EF683132) és ¢szibarackbol (Tsuda és mts., 2004).

Az Oszibarack és nektarin gylimdlcs héjaban miikodd antocianin-bioszintézis géneken
részletes vizsgalatokat végeztek Tsuda és mts. (2004). A piros héji ‘Akatsuki’ dszibarackban és
a sotétpiros ‘Flavortop’ nektarinban az antocianin-bioszintézis gének expresszidja parhuzamot
mutatott az antocianin-felhalmozodassal a gyiimolcs héjszovetében. A fobb struktargének
expresszioja jelentdsen megnovekedett az érett gylimolcsben az antocianin koncentracidval
egyiitt. Bar a fehér szinli ‘Mochizuki’ dszibarack esetén a CHS és DFR gének expresszidja nem
volt kimutathato érett gyiimdlcsben, a CHI, F3H, ANS és UFGT gének kifejezédtek. Piros
elszinezddést a héjon csak ritkan észleltek a ‘Mochizuki’ 6szibarack vizsgalatakor. Ezekben a

pirosra szinez0dott szovetekben a CHS és DFR gének is hatarozott expressziot mutattak az érett
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gyiimolcsben. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a héj antocianin-bioszintézis
folyamatanak legfobb szabdlyoz6i a CHS és DFR gének az érett, piros szinli dszibarack és
nektarin esetén.

A flavonoid-bioszintézis kulcsenzimeit kodolo gének tanulmanyozasa kiemelkedéen fontos
abbol a szempontbol, hogy részletesebben megismerjiik a gyiimolcsfak polifenolos
vegyiileteinek anyagcseré¢jét. lly mdédon a Rosaceae és mas novénycsaladok flavonoid-

bioszintézisének evolucios kapcsolataira is fény deriilhet.

2.5 Gyimdlcsok flavonoid-bioszintézisének vizsgalati moédszerei

Az elmult évtizedekben a tudomanyban egyre nagyobb teret hoditottak a genetikai
kutatasok. Nehéz 1épést tartani a molekularis genetikai, molekularis bioldgiai kutatasok
eredményeivel. Ugyanezt mondhatjuk el az analitikai kémiarol, annak is a miiszeres oldalarol.
Szamos molekularis biologiai modszert és technikat, mint pl. klonozas, géncsendesités, PCR,
gPCR, c¢DNS konyvtarak, rekombinans technikdk; fehérjék, gydgyszer alapanyagok stb.
termeltetése mikroorganizmusokkal, transzkriptomikai, proteomikai vizsgalatok,
genomszekvencia meghatarozasa stb. ismeriink mar. Az analitikai kémiaban a
tomegspektrometria oridsi fejlddésen ment és megy keresztiil. A kiilonb6zdé elven mitkddod
tomegspektrométerek nagy pontossaggal képesek molekulakat, fehérjéket, fehérje
térszerkezeteket azonositani €s meghatarozni. A biologia centrdlis dogmajanak megfelelden a
biologiai rendszerek komplex vizsgélatdira a genomika, transzkriptomika, proteomika és
metabolomika k6zosen kinal lehetéséget. A kovetkezo fejezetekben attekintjiik a vizsgalat soran

hasznalt mérémodszereket.

2.5.1 Az antioxidans kapacitas jellemzése

Az utobbi idOben az élelmiszerek eldallitdsa soran egyre nagyobb figyelmet forditanak az
egészségvédd komponensekre, valamint azok mennyiségi vizsgalatara, igy az antioxidansokkal
kapcsolatos kutatasok szama is megnovekedett (Frankel és Finley, 2008; Gokmen és mts., 2009).
Az egészségvedd komponensek kozé tartozik szamtalan olyan molekula, mely antioxiddns
hatassal rendelkezik. Az utobbi évtizedekben tobb mint 100 kiilonb6z6 analitikai technika keriilt
kidolgozasra, melyek oldatok antioxidans kapacitasat hivatottak szamszerlsiteni (Cornetti,
2009). Az antioxidans kapacitast méré modszereket alapvetden két csoportra oszthatjuk (Frankel
¢és Meyer, 2000). Az elektronatmeneten alapuld (ET — elektrontranszfer) modszerek az oldatok

redukaloképességét mérik. Szinvaltozassal jarnak, melynek mértékébdl lehet kovetkeztetni az
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antioxidans kapacitasra (Huang és mts., 2005). A masik csoportba tartoznak a hidrogénatom
atvitelén alapuldé (HAT — hidrogén atomtranszfer) méré modszerek, melyek a szabadgyok-
semlegesités hatékonysagat jellemzik, és elsésorban reakciokinetikan alapulnak.

A gyiimolcsok antioxidans kapacitasanak jellemzésére leggyakrabban elektrondtmeneten
alapulé mérémodszereket hasznalunk, példaul a vasredukald képességen alapuld modszert
(FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power), az 06sszes polifenol meghatarozasat Folin-
Ciocalteu reagenssel (TPC — Total Phenol Content), a rézionnal szembeni redukaloképesség
meghatarozasait (CUPRAC — CUPric ion Reducing Antioxidant Capaity), a troloxra
vonatkoztatott antioxidans kapacitds (TEAC — Trolox Equivalent Antioxidant Capaity) és a
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gyok megkotésén alapuld antioxidans kapacitas méréseket.

Gyakorlatilag mindegyik méromodszer rendelkezik elényokkel és hatranyokkal.
Onmagaban egy modszer alkalmazdsa nem nyujt megbizhatd informéciét a vizsgalt minta
antioxidans kapacitdsidra vonatkozdan, ezért tobb kiillonb6zé mérémoddszer haszndlata ajanlott
(Ghiselli és mts., 2000, Huang és mts., 2005). A kajszi antioxidans kapacitasat harom kiilonb6z6
méromodszerrel (FRAP, TPC és TEAC) jellemeztiik.

25.1.1 FRAP

A modszer kidolgozasa Benzie és Strain (1996) nevéhez fiizédik. Alapja, hogy a Fe(lll)
ionokat az antioxidansok Fe(ll) ionokka redukaljak. A TPTZ (2,4,6-tripiridil-S-triazin)
komplexképzo segitségével oldatban tartott Fe(ll) ionok keletkeznek, ami kék szinii terméket
képez. A szinvaltozas spektrofotometriasan nyomon kovethetd (Benzie és Strain, 1996; Huang és
mts., 2005). A moddszer elényei, hogy gyors, egyszert, olcso, reprodukalhatd, és nem igényel
draga laboratoriumi felszerelést (Apak és mts., 2007; Pérez-Jiménez és mts., 2008). A modszer
természetesen hatranyokkal is rendelkezik: a mérés a fiziologiai pH (enyhén savas, kozel
semleges) alatt zajlik, a mdodszer nem érzékeny a tiol tipust antioxidansokra (pl. glutation)
(Kranl és mts., 2005), a karotinoidok sem rendelkeznek vasredukald képességgel, egyes
komponensek (pl. kavésav, ferulasav) reakcidideje hosszabb az alkalmazottnal, ezért azokat a

moddszer nem méri (Apak és mts., 2007; Balogh, 2010).

25.1.2 TPC

Az eredeti mddszer kidolgozasa Singleton és Rossi (1965) nevéhez fiizédik. A modszer
alapja, hogy a Folin-Ciocalteu reagens sarga szinit Mo(VI) ionja a vizsgalt mintaban talalhato
antioxidansoktol elektront vesz fel, és kék szini Mo(V) ionna redukalodik. A keletkez6 kék szin
spektrofotometriasan (A=765 nm-en) detektalhato. A moddszer elnevezése nem teljesen pontos,

mivel nemcsak a fenolok, hanem a vizoldhato, elektronleadasra képes antioxidansok vizsgalatara
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alkalmas. A modszer elénye, hogy egyszerli, olcsd, reprodukalhaté és nem igényel draga
laboratoriumi felszerelést (Huang és mts., 2005). A modszer hatranya tobbek kozott, hogy lugos
(nem fizioldgias) pH-n zajlik a reakcio (Frankel és Meyer 2000), az aszkorbinsav és a Cu(l)
ionok is redukaljak a reagenst (Apak és mts., 2007; Balogh, 2010).

25.1.3 TEAC
A mobdszer kidolgozasa Miller és mts. (1993) nevéhez fuzédik. A 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilkroman-2-karboxilsavra (trolox) vonatkoztatott antioxidans kapacitas mérémodszer
szintén szinreakcion alapul. Az ABTS (2,2’-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfoninsav)
oxidaciojaval sotétzold szinti ABTS™ kation keletkezik, mely antioxiddns molekuldk
jelenlétében elszintelenedik (Stratil és mts., 2007). A szinreakcio spektrofotometriasan (A=734
nm-en) nyomonkdvethetd. A modszer elénye, hogy olcso, egyszerti, gyors (van den Berg és mts.,
1999) és a gyok viszonylag stabil (Prior és Cao, 1999). A mddszer hatranyai tobbek kozott a
hosszil minta-elokészités, és hogy a mesterségesen eldallitott gyok a természetben nem létezik

(Miller és mts., 1996; Frankel és Meyer, 2000; Balogh, 2010).

2.5.2 PCR

A molekularis biologia fejlédése lehetdve tette, hogy a természetben lejatsz6do folyamatok
mintajara in vitro DNS-sokszorositast érjeneck el. A PCR (Polymerase Chain Reaction =
polimeraz lancreakcid) eljarast Kary Banks Mullis fejlesztette ki a 80-as évek kozepén.
Talalmanyat Nobel-dijjal is elismerték. A modszer 1ényege, hogy tetszéleges DNS-szakaszrol
(templat) rovid id6 alatt korlatlan szdmt masolatot készithetiink két inicidlé oligonukleotid
szekvencia (primerpar) segitségével. A primerek kozrefogjak a megszokszorozasra szant DNS-
szakaszt €s a DNS-polimeraz enzim kozremiikodésével megindul a replikécio. A reakcid sordn
alkalmazott primerek altalaban 20-25 nukleotidbol allo, egyszala nukleotidszekvenciak. A PCR-
technikat széles korben alkalmazzak gének izolalasara, alapvetd modszere a génsebészeti
technikaknak, alkalmas RNS- ¢és DNS-analizisre, mutaciok kimutatasara, bakterialis, viralis

fertdzés ellendrzésére, transzgénikus €lélények azonositasara.

2.5.3 Valés idejii (,,real-time”) PCR

A valos ideji vagy kvantitativ PCR technika gyorsan terjed a molekularis bioldgiaval
foglalkoz6 kutatdintézetekben és laboratoriumokban. Eredetileg a polimeraz lancreakcid
kinetikajanak tanulmanyozasara fejlesztették ki. Csak a késObbi megfigyelések €s tapasztalatok
mutattak ra, hogy szamos tovabbi kisérlet (pl. génexpresszid vizsgalata) is elvégezhet6 ezzel a

berendezéssel (Higuchi és mts., 1992). A hagyomanyos PCR technikan alapul. Lényege az, hogy
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a ciklusrél ciklusra sokszoroz6dd DNS-szalak szintézise folyamatosan (valoés id6ben)
detektalhat6. Valojaban nem a DNS mennyisége detektalhatd, mivel a nyers adatok nem
koncentracio-adatok, hanem a DNS mennyiségével aranyos, fluoreszcens jelbdl szamitott
értékek. A késObbiekben természetesen kifejlesztettek egy technikat (abszolut kvantifikalas),
mely kozvetett mdodon, bizonyos feltételek mellett egy adott DNS-szakasz pontos mennyiségi
kimutatasara is alkalmas (Sykes és mts., 1992).

A reakcioelegy egy specialis festéket tartalmaz, mely alkalmas arra, hogy a ciklusonként
sokszorozodd amplikonok mennyiségével aranyos fluoreszcens jelet bocsatson ki. Ezt a
fluoreszcenciat egy fényforras gerjeszti, a keletkezett fluoreszcens fény intenzitasat egy detektor
érzékeli. Ezen reakcidsorozat minden ciklus végén végbemegy, és a valos idejii PCR késziilékkel
Osszekotott szamitogép a folyton ndovekvd fluoreszeencia értéket egy diagrammon abrazolja az
id6 (ciklusszam) fliggvényében. A mért pontokra illesztett gorbe — a PCR gorbe — mutatja meg,

hogy a ciklusok elérehaladtaval mikor éri el a DNS mennyisége a detektalhatosagi szintet.

2.5.3.1 A valos idejii és hagyomanyos PCR o6sszehasonlitasa

A valos idejli, azaz kvantitativ PCR (qPCR) harom 6 1épése (denaturacio, primertapadas
¢s lanchosszabbitas) megegyezik a hagyomanyos PCR-technika 1épéseivel. A hagyomanyos
PCR-t6l jelent6s eltérés, hogy a termékek valds idejii detektalasa fluorimetrias uton zajlik,
melynek eldfeltétele valamely fluoreszcens festék haszndlata. A qPCR reakcid soran tobbféle
fluorimetrias detektalasi modszer egyarant alkalmazhatd, melyek csoportositasa a szekvencia-
specificitas alapjan torténhet. E szerint két csoportjukat kiilonithetjiilk el. Nem szekvencia-
specifikus fluoreszcens probak — mint példaul a SYBR Green | vagy a BOXTO (Zipper és mts.,
2004; Bengtsson ¢és mts., 2003) — illetve szekvencia-specifikus fluoreszcens probak — mint
példaul a hibridizacids probak (Caplin és mts., 1999), a TagMan proba (Holland és mts., 1991),
Molecular Beacons (Tyagi és Kramer, 1996), valamint a Lion-proba (http://www.biotools.net).

A valos idejli PCR késziilékek kiilonbozd hullamhosszu gerjesztési fényforrasokat (LED
vagy lézer) tartalmaznak, és szamos, eltéré hullamhossziisagl fluoreszkalo jelet képesek — akar
parhuzamosan is — detektdlni. Maga a detektalas egyes esetekben nagy érzékenységii FES-

detektorral (fotoelektron-sokszorozo) vagy digitalis CCD-kameraval torténik.
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4. abra. A kinetikai (amplifikaciés) gorbék lefutdsa valos idejii PCR soran.

A valos ideji, kvantitativ PCR-reakcio soran a qPCR-késziilék a detektalt fluoreszcens jel
nyomon kovetése érdekében reakcionként amplifikacios (kinetikai) gorbét rajzol (4. abra), mely
alapjan ciklusr6l ciklusra lathatova valik az 4altalunk sokszorositani kivant termék
mennyiségének novekedése. Az amplifikacios gorbét 6t 6 részre bonthatjuk: kezdeti szakasz,
exponencialis szakasz, lineéris szakasz, hanyatl6 fazis és végiil a platd fazis. A reakcio kezdeti
szakaszaban a PCR-termék fluoreszcencidja nem éri el a kimutathatosagi hatart. Egy id6 utan
megjelenik a fluoreszcens jel, és egy ideig ciklusrdl ciklusra exponencialisan né. Ez utan egy
lassabb fluoreszcencia-novekedés figyelhetd6 meg, aminek f6 oka az enzim aktivitasanak,
valamint a reakciopartnerek (dNTP, primerek) fokozatos csokkenése (linearis szakasz). A
hanyatl6 fazisban a fluoreszcencia ndvekedése tovabb lassul, majd ezt kdvetden a reakcid a platd
fazisba 1ép, amelyben a termékképzddés mar elhanyagolhatoan csekély.

Az amplifikacios gorbéket az exponencialis szakaszban egy, az alapvonallal parhuzamos
egyenes, a ,threshold line” metszi el, mely azonos fluoreszcenciaérték mellett az egyes
gorbékhez hozzarendelhetd ciklusszam (Cr) értékeket metszi ki az amplifikacios gorbékbol. Cr-
értéknek (kiiszobérték-, vagy attorési ciklusszdm) azt a ciklusszamot nevezziik, amelyben a
gorbe egyértelmlien kiemelkedik a hattérbdl. A valds ideji PCR vizsgalatokat mindig az

exponencialis fazisban végezziik. A ,threshold line” generalasa a szoftver altal automatikusan,
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vagy a felhasznal6 altal manudlisan torténik. A tovabbiakban az adatok kiértékeléséhez a Cy és E
(hatékonysag) értékeket szokés felhasznalni.

A valés ideji PCR altal végzett un. kinetikai detektalassal ellentétben a hagyomanyos
(szemi-kvantitativ) PCR soran csupan végpont-detektalas torténik, azaz nem valik lehet6vé az
amplifikaland6 termék mennyiségi novekedésének feltérképezése, csupan egy ,,végeredményt”

kapunk, melynek ellendrzését gélelektroforetikus iton valdsithatjuk meg.

2.5.3.2 A real-time PCR késziilékek felépitése

reakciotér

szlirdék

, lencsék y
o —

FES/detektor

LED

PCR csé fényforrés

5. abra. RotorGene 6000 real-time PCR késziilék keresztmetszeti abraja (www.qiagen.com).

A hagyomanyos PCR berendezések plate-es elrendezésiiek, vagyis a mintdk egy
fémlemezbe keriilnek, melynek hdmérséklete a beprogramozott ciklusok szerint pontosan
valtozik. A valoés idejli PCR késziilékek mintatartdi kiilonbozd elrendezéseket mutatnak. A
kapillarisokba helyezett mintak (Roche) hémérséklete gyorsan valtoztathatd, viszont magas
tizemeltetési koltséget von maga utan. A hagyomanyos PCR-re emlékeztetd plate-es (Bio-Rad
iCycler) elrendezés a legelterjedtebb. Ezek mellett kifejlesztettek egy rotoros (QIAGEN)
konfiguraciot is. A kisérletekhez hasznalt Rotor Gene 6000 tipusi, 6 csatornds rotoros
elrendezésti késziilék keresztmetszeti abrazolasa az 5. abra lathat6. A mintakat az abran piros
szinnel jelolt fém mintatart6 rotorba helyezziik el. A rotort az alatta elhelyezkedé motor forgatja
meg, mely percenként 400 fordulatot tesz. A reakcidelegyben 1évo fluoreszcens festéket a rotor
alatt elhelyezkedd, valtoztathatdo hullamhosszon iizemel6 LED fényforras gerjeszti. Az igy

keletkezett fluoreszcens fényt egy lencse fokuszalja a szlir6k iranyaba, melyek csak a megfeleld
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hullamhosszasagu fényt engedik at. A fokuszalt és sziirt fényt fotoelektron-sokszoroz6 erésiti,
majd egy megfeleld detektor érzékeli. A ciklusokhoz sziikséges hdmérsékletemelést a forgo rotor
koriili térben elhelyezett fiitdszalak idézik eld. A csovekkel telitett forgd rotor okozta belsd
turbulens légaramlat tokéletesen homogén hémérsékletii teret nyuajt. A reakcidelegyek, vagyis a
rotor koriili tér hiitése a laboratorium levegdjével torténik oly modon, hogy a berendezés levegot
sziv be, mellyel kiszoritja a reakciotérbdl a forro levegot.

A hagyomanyos ¢€s a valos idejii PCR berendezések kozott kiilonbség, hogy az utdbbi
fényforrassal és detektorral lett felszerelve. A valos idejii PCR berendezések szamitogéppel
allnak Osszekottetésben, mely regisztralja a detektorba érkezd jeleket, és egy szoftver
segitségével a fluoreszcencia adatokat grafikonon jeleniti meg. A szoftver szdmos mas feladatot
is ellat, segitségével gyakorlatilag az Osszes kisérleti koriilményt bedllithatjuk, majd a reakcio
végén a nyers adatokat matematikai algoritmusok segitségével kiértékelhet;jiik.

A Kkisérlet soran nyert amplifikacios / kinetikai PCR-gorbék a nyers adatok, melyeket a
késobbiekben feldolgozunk ¢és kiértékeliink. Kiilonbdzd matematikai modszerek allnak
rendelkezésiinkre, melyek segitségével a nyers adatokbdl tényleges informacidkat szamolhatunk.
Ilyen informéciok pl. a DNS-koncentracid, DNS-kopiaszam, vagy egyes gének relativ
expresszidja. Attol fiiggben, hogy milyen mintdk allnak rendelkezésiinkre, és azokbol milyen
jellegli informaciokat szeretnénk megtudni, a kvantitativ real-time PCR két alapveté metodikaja
koziil valaszthatunk. Ezek az abszolut és relativ kvantifikalds. A nyers adatok kiértékelésekor

alkalmazott matematikai algoritmusok mindkét esetben megegyeznek. Az alapvetd kiilonbségek

crer

2.5.3.3 Abszolut kvantifikalas

Az abszolut kvantifikalas lényege, hogy egy ismert DNS-szekvenciat tartalmazdé DNS-
oldatbol koncentraci6 (vagy kopiaszdm) adatot nyerjiink. Ehhez sziikségilink van egy — a vizsgalt
szekvenciat pontos koncentracioban (vagy kopiaszdmban) tartalamz6 — DNS-oldatra, melybdl
higitasi sort készitiink. A kalibraciés oldat elkészitéséhez sziikséges DNS-templatot
leggyakrabban plazmidba zarva taroljak, és pontos koncetracié (vagy kopiaszam) adatokkal
latjak el. Ez a DNS-szakasz lehet izolalt és tisztitott forméaban tarolt, vagy mesterségesen
szintetizalt. A higitasi sor kalibracios egyenest ad a valds idejii PCR reakcid végén, melyrol
leolvashat6 a vizsgalt mintdra vonatkoz6 sziikséges informacid, vagyis a koncentracio (vagy a
kopiaszam). Abszolut kvantifikalast leggyakrabban élelmiszerek szennyezé komponenseinek (pl.
GMO-tartalom) DNS-szinti mennyiségi kimutatasara (Vaitilingom és mts., 1999), illetve
mikroorganizmusok kvantitativ kimutatasara novényi / allati / huméan mintdkban (Garson és mts.,

2005) alkalmazzak.
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2.5.3.4 Relativ kvantifikalas

Az abszolut kvantifikélassal ellentétben a relativ kvantifikdlds soran nincs sziikség a
vizsgalt DNS-szakaszra és higitasi sorozatra. A vizsgalt gén, vagyis a célgén szekvenciajanak
ismerete természetesen sziikséges a primertervezéshez. A relativ kvantifikalast tobbek kozott
gének expressziojanak vizsgalatdra, gyogyszerhatoanyag, vagy mas kémiai agens hatasara
bekovetkezd génexpresszid-valtozas nyomon kovetésére hasznaljak (Nellemann és mts., 2001).
A modszert arra fejlesztették ki, hogy ra tudjunk vilagitani egy vagy tobb gén kiilonb6zd
koriilmények kozotti (pl. gylimoles érési allapota, kezelt vagy kezeletlen noévény, eltérd
genotipusok, eltéro tarolasi ido stb.) expressziovaltozasara.

Minden génexpresszios vizsgalat az RNS izolaldsaval kezdddik, mivel egyes gének
transzkripcidjanak mértékére vagyunk kivancsiak. RNS-izolalas soran a hirvivé és egyéb (rRNS,
tRNS, sSnRNS) RNS-ek sszességéhez jutunk. Az RNS nem alkalmas kozvetlen PCR-vizsgalatra,
ezért ezen oldatbol cDNS-t (copy DNA) készitiink reverz transzkriptdz enzim segitségével. A
reverz transzkripcid, azaz a cDNS-atiras torténhet szekvenciaspecifikus, random hexamer, vagy
oligo(dT) primerek segitségével. Relativ kvantifikacio soran leggyakrabban az oligo(dT) vagy
random hexamer primerek hasznalatosak.

Relativ génexpresszids kisérleti rendszerben sziikségiink van egy viszonyitdsi alapra,
amellyel egy adott gén — kiillonb6z6é mintakban valé — expresszios kiilonbségeit sikertil
kimutatni. Ehhez olyan gének hasznalhatok, melyek kifejez6dése, vagyis expresszidja az adott
kisérleti kortilmények kozott (pl. gylimdlesérési sor, kezelt vagy kezeletlen novény, eltérd
genotipusok stb.) allandé szintet mutatnak. Ezeket a géneket referenciagéneknek nevezzik. A
génexpresszids vizsgalatokban haszndlatos referenciagéneket altaldban az uUn. héztartasi
(,,housekeeping™) gének sorabol valasztjuk ki. Ezek a gének legtobbszor az alap anyagcsere-
folyamatokban vesznek részt, expressziojukat konstans szint jellemzi (pl. gliceraldehid-3-foszfat
dehidrogenaz, azaz GAPDH). Kiilonboz6 kisérleti kortilmények vagy kezelések soran mindig a
legstabilabb expresszioval rendelkezd referenciagént kell valasztani. Ez azt jelenti, hogy
valamilyen kezelés soran egy kezeletlen és kezelt novény expresszidja a GAPDH génre nézve
nem valtozik, vagyis viszonyitasi alapként szolgalhat, melynek hasznalatival egy masik gén
(célgén, vagy target gene) expresszidjanak megvaltozasa kimutathaté. Ez a relativ

génexpresszios vizsgalatok alapja.

2.5.4 Tomegspektrometrias analizis

Az antioxidans kapacitas jellemzésével bizonyos mintdk szabadgyokfogd vagy redukald

rrrrrr

meghatdrozdsa napjainkban kapcsolt analitikai rendszerekkel lehetséges. E rendszerek
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kromatografias szétvalasztasbol (mely soran a mérendd komponensek szelektiven
szétvalaszthatok a minta matrixtdl) és tomegspektrometrids azonositasbol allnak (mely soran a
tomeg/toltés aranyuk alapjan szelektiven azonosithatdk). Oldhaté komponensek esetén folyadék-
, mig illékony komponensek vizsgalatakor gazkromatografidt alkalmazunk (Pillonel és mits.,
2002). Antioxidans hatassal rendelkez6 vegyiiletek vizsgalatara altalaban LC-MS rendszereket
alkalmaznak. A szelektiv tdmegmérés miatt azonban nem sziikséges ilyen rendszerek esetében
tokéletes folyadékkromatografias elvalasztasra torekedni (Rak és mts., 2010).

Kiilonféle miikodési elven alapuld tomegspetrométerek vannak forgalomban. Kozos
jellemzdjiik, hogy ezek a miiszerek egy ionforrasbol, ionoptikabol, analizatorbodl, detektorbol,
vakuum rendszerbdl €s szamitogépes rendszerbdl allnak. A minta eldszor ionizalddik, majd az
igy keletkezett ionokat gy nevezett ionoptikdk és analizator segitségével nagy vékuumban
eljuttatjak a detektorig, melyet egy szamitogépes rendszer dolgoz fel (Zhang és Smith, 1993;
Aebersold és Mann, 2003).

Szamos ionforras 1étezik, am napjainkban az Ggy nevezett lagyionizacios forrasokat
részesitik elényben, mivel ezek hasznalataval tobb informacid nyerheté a mintakban talalhatd
komplex komponensekrdl. Ezek koziil manapsag az elektrospray ionforrasok (ESI: electrospray
ionsource) a legelterjettebb és legszélesebb korben alkalmazott ionforrasok (Yamashita és Fenn,
1983; Abranko ¢és mts., 2011a). Az analizatorok tekintetében is tobbféle tipusrol beszélhetiink,
melyek az ionok elvalasztasi modjaban kiillonboznek egymastol. Ezek koziil két tipust érdemes
kiemelni: a manapsag legelterjedtebben hasznalt elektromos mezdt felhaszndlo (pl.: kvadrupol)
és a repiilési id6 (,,Time-of-flight”, TOF) tomegspektrométereket, melyek koziil az eldbbit
inkdbb mennyiségi, az utobbit mindségi azonositasra alkalmazzdk (Schwartz és mts., 2002;
Fuchs és mts., 2009). Léteznek tovabba igynevezett tandem tomegspektrométerek, melyek kettd
vagy tobb MS-bdl allnak, és ezaltal a vizsgalt molekuldk szerkezetérdl joval tobb és pontosabb
informaciot képesek szolgaltatni. A kapcsolt rendszerek nagy eldnye, hogy alkalmasak a
kivalasztott komponensek szerkezetének €s mennyiségének meghatarozasara, tovabba ismeretlen
komponensek feltérképezésére (Ellis és Roberts, 1997). Kisérleteinket egy HPLC-ESI-(Q)TOF

MS kapcsolt rendszeren végeztiik.
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3 Ceélkitlizések

Munkank soran a kovetkez6 célokat tuztuk ki:

1. A kajszi és a meggy flavonoid-bioszintézisének kulcsenzimeit kodold gének

azonositasara alkalmas primerek tervezése.
2. Az amplifikalt szakaszok DNS-szekvencidjanak meghatarozasa és azonositasa.
3. A szekvenciak alapjan a valods idejii PCR kisérletekhez megfeleld primerek tervezése.

4. A gytimdlesmintak valos idejii PCR technikaval vald vizsgalatanak optimalizaldsa (RNS-
kivonds, genomi szennyezddés befolydsold hatasanak értékelése, referenciagén
kivélasztasa, reakciokoriilmények optimalizalasa).

5. Felmérni a kajszigyiimdlcs antioxidans kapacitdsanak valtozasat az érés folyaman, eltérd

gylmolcsrészek és genotipusok szerint.

6. Jellemezni a flavonoid-bioszintézis kulcsenzimeit kodold gének expresszidjat az egyes
érési fazisokban két kiilonb6z6 antioxidans kapacitdsu gylimolcsot termd kajszi és meggy

genotipus esetében.
7. Azonositani az eltérd antioxidans kapacitas hatterében alloé géneket.

8. A kajszi mintasorozatok f& flavonoid komponenseinek mindségi és mennyiségi
vizsgalata HPLC-ESI-(Q)TOF MS kapcsolt rendszer alkalmazasaval, és ezen adatok

Osszevetése a génexpresszids eredményekkel.
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4 Kisérleti anyagok és médszerek
4.1 Névényanyag és minta-elbkészités

Vizsgalatainkhoz hat kajszigenotipust (‘Auréra’, ‘Ceglédi arany’, ‘Gonci magyarkajszi’,
‘Harcot’, ‘Preventa’ és 18/61-es hibrid), tovdbba harom meggygenotipust (‘Pipacs 1°, ‘Ujfehértoi
firtds’ és “VN-1" hibrid arufajtak) hasznaltunk fel. A kajszigylimdlcsok a Budapesti Corvinus
Egyetem Genetika és NoOvénynemesités Tanszék szigetcsépi ¢€s soroksari génbankjabol
szarmaztak. A meggyfajtakat az Ujfehértoi Gyiimélcstermesztési Kutatd és Szaktanacsadd Kht.
bocsatotta rendelkezésiinkre. A Kajszi- és meggy-gyiimolcsoket 6t kiillonbozé érési stadiumban
szedtiik le. Kajszi esetében az egyes érési allapotokra a kovetkezd fenotipusos jegyek voltak
jellemzdek: 1: éretlen, kisméretii, zold szinii gylimdlcs, 2: nagyobb méretli, zold gyiimdlcs, 3:
kozel kifejlett méretii, zold gyiimolcs, 4: Kifejlett méretii, szinez6d6 gyiimolcs, 5: teljesen érett, a
fajtara jellemzd méretli és szinli gylimolcs. A meggy esetében: 1: éretlen, kisméretii, zold
gyiimolcs, 2: a piros fed6szin megjelenik, 3: vildgospiros szini gylimoles, 4: nagyobb,
intenzivebb piros szinii gylimolcs, 5: teljesen érett, a fajtara jellemzé méreti és szinli gyiimolcs
(9. abra).

A mintdk elkészitése a gylimolcsok kiillonbozd részeinek szétvéalasztasat, és azok
folyékony nitrogénben vald azonnali fagyasztasat jelentette. A Kkajszi- és meggy-gylimdlcsok

héjat és husat hasznaltuk mintaként, melyeket -80°C-on taroltunk.

4.1.1 Az érési folyamatot jellemz6 paraméterek meghatarozasa
A gyiimdlesok minden érési allapotardl fényképet készitettiink Canon PowerShot S5 IS

tipusu digitalis fényképezdgéppel. A friss gyiimdlcsok méretét (magassag, varratra merdleges és
varrattal parhuzamos atmérd), tomegét és szinparamétereit 35 ismétlésben rogzitettiik. A
méreteket digitalis tolomérével vettiik fel, mm-ben rogzitettiik két tizedes jegy pontossaggal, a
tomegértékeket g-ban két tizedes jegy pontossaggal. A gyiimolcsokbol préselt 1€ oldhato
szarazanyag-tartalmat (brix érték) digitalis refraktométerrel (ATAGO Corporation, Tokio, Japan)
mértiik 3-10 ismétlésben.

A gyiimodlesok érése soran bekdvetkezd szinvaltozast a CIELAB szinkoordinatak (X, Y és
Z) mérésével kovettiik Konica Minolta CR-410 tipusu (Tokio, Japan) szinmérd késziilék
hasznalataval. A koordinata adatokbol L*, a* és b* értékek szamithatok, melyek szintén egy
koordinata-rendszer tengelyeinek feleltethetok meg (6. abra). Az L*, a* és b* értékekkel, vagyis
a haromdimenziés szintérben eclhelyezkedd koordinatakkal egy szinpont hatarozhaté meg. A
szinvektor a koordinata-rendszer origdjabol mutat a szinpontra. Ez a szinpont a minta szinét
jellemzi. A haromdimenzidés koordinata-rendszerben az egyik koordinatatengely az a*, a masik a
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b*, a harmadik pedig az L* értékeit jelenti. Az a*b* sikon a négy alapszin helyezkedik el, az L*
tengely mentén a vilagossag mértéke valtozik. Az a* és b* tengelyek metszéspontjaban mindkét
tengely 0 értékkel rendelkezik. Az a*b* tengelyekre fektetett horizontalis sikot a két tengely
metszéspontjaban metszi az L* tengely. Az a* és b* értékek -100 és 100 kozott valtoznak, az L*
tengely 0 és 100 kozott. Az L* tengely (lightness) a tengely 50-es értékénél metszi az a* és b*
tengelyeket. A négy alapszin az alabbi koordinataértékek kozott helyezkedik el: a vords (a* = 0
—+100), a z6ld (a* = 0 — -100), a sarga (b* = 0 — +100) és a kék (b* = 0 —-100). Ezen értékek a
szinezet (hue) értékét adjak meg. A fiiggéleges L* tengelyen a vilagossag mértéke adhatdé meg,
mely a tengely kozepén — vagyis az a* és b* értékekhez tartozo tengelyek metszéspontjanal —
50-es értékkel rendelkezik, mely sziirke szinnek felel meg. Az L* tengely végpontjai a fehér
(100) és fekete (0) szineket jelentik.

A CIELAB rendszer két tovabbi jellemz6t is fel szokott tiintetni: C* és H°. A telitettség,
vagy mas néven kroma (C*) a vilagossag tengelytdl valo tavolsagot jelenti; C*=(a**+b*?)¥2. A
szinezeti szdg (H°) a szintérben a szinvektor irdnyanak a voros irdnytél vald elforgatasat jelenti,

értékét fokban adjuk meg; H°=arkusz tangens (b*/a*) (Akin és mts., 2008, Ruiz és mts., 2005b).

6. abra. A CIELAB szinkoordinatak.

4.1.2 DNS-izolalas
A genomi DNS-t meggylevelekbdl DNeasy Plant Mini Kittel vontuk ki (QIAGEN,

Németorszag) a gyarto utasitdsait (Plant Tissue Protocol) kdvetve.
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4.1.3 RNS-izolalas

Négy kiilonb6z6 protokollt hasonlitottunk Gssze:
1. Kit: QIAGEN RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Németorszag), a gyartd utasitasai (Plant Tissue
Protocol) szerint.
2. CTAB-alapu protokoll: Jaakola és mts. (2001) alapjan.
3. Aceton-alapu protokoll: Asif és mts. (2006) alapjan.

4. Forrd borsavas extrakcid: Wan és Wilkins (1994) protokollja alapjan.

Az RNS izolalasa soran kozel azonos mennyiségii (~200 mg) mintat hasznaltunk fel.
Egyes RNS-oldatok DN-az (Fermentas Life Sciences, Szeged) emésztését a gyartd utasitasai
szerint végeztik. Az RNS-oldatok koncentracidinak meghatarozasat és a cDNS oldatok
koncentracidinak  ellenérzését Nano Drop ND-1000 (Bio-Science, Magyarorszag)

spektrofotométerrel végeztik.

4.1.4 cDNS-szintézis

A tisztitott RNS reverz transzkripciojat RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis kittel
(Fermentas) végeztem. Minden reakcidoba azonos mennyiségii, 1000 ng RNS-t mértiink be. A
szintézis soran kiilon oligo(dT):s vagy random hexamer primert alkalmaztunk annak felderitése
érdekében, hogy a kiilonb6zd primerekkel készitett cDNS-oldatok milyen tulajdonsdgokban
térnek el a valos idejli PCR kisérletek soran. Ez a vizsgélat részét képezte a valds idejii PCR
kisérletek optimalizalasanak.

A cDNS-szintézis reakcioi soran reakcionként 1 pl RiboLock ribonukleaz inhibitort (20
U/ul), valamint 1 pl M-MuLV reverz transzkriptaz enzimet (200 U/ul) hasznaltunk fel. A 19 pl
végterméket husszorosara higitva, a PCR és qPCR reakcionként 1 pl, hozzavetdleg 50 ng cDNS-
t hasznaltunk fel.

4.1.5 PCR-analizis sajat primerekkel

Az NCBI GenBank és EST adatbazisaibol letoltott szekvenciak alapjan az alabbi
enzimeket kodolo génekre (3. abra) terveztink primereket: PAL (fenilalanin-ammonia-lidz),
C4H (cinnamat-4-hidroxildz), 4CL (4-kumaroil-CoA-ligdz), CHS (kalkon-szintdz), CHI (kalkon-
izomerdz), F3H (flavanon-3-hidroxildz), F3’H (flavonoid-3 -hidroxildz), F3’5’H (flavonoid-
3’5 -hidroxildz), DFR (dihidroflavonol-4-reduktaz), ANS (antocianidin-szintdz), ANR
(antocianidin-reduktaz), LAR (leukoantocianidin-reduktdz), UFGT (UDP-gliikoz:flavonoid-3-O-
gliikoziltranszferdz), FLS (flavonol-szintdz) és GAPDH (glicerinaldehid-3-P-dehidrogendz). A
PAL génre a korabban cseresznyére tervezett primerpart hasznaltuk (Sonneveld és mts., 2003).
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A polimeraz lancreakciok templatjaként a tisztitott RNS-kivonatokbol atirt cDNS-ek és a
genomi DNS-izolalas soran kapott DNS szolgaltak. A PCR-hez 50 ng DNS-t vagy cDNS-t
hasznaltunk 25 pl végtérfogatban. A PCR-elegy Osszetétele az aldbbi volt: 10x reakciopuffer
(Fermentas), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,3 uM az adott primerekbdl és 1 U Taq DNS-
polimeraz (Fermentas). A PCR soran alkalmazott homérsékleti ciklus a kovetkezd 1€pésekbdl
€s 72 °C 1 min, majd 72 °C 5 min.

A PCR Peltier Thermal Cycler PTC-200 (MJ Research, USA) tipusi PCR késziilékben tortént. A
PCR soran felhasznalt primerek nukleotidsorrendjét, tapadasi homérsékleteit (T,), felhasznalt

templatot és a termék hosszat az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat. A PCR soran felhasznalt primerek nukleotidsorrendje

Primer neve Primer szekvenciaja Ta" | templat termek

(°C) hossza (bp)
PAL-F3 CAAATTGAAGCTGCAGCAATTATGGA .

60 | kajsziés 1036
PAL-R4 GGTAAGACCTGCATTCCGTAATCCTGT meggy
C4H-F1 CTTCACBAACAARGTSGTSC L

56,5 | kajszi es 678
C4H-R1 CYTTSAYCACRGCTTGVAG meggy
4CL-F1 GAGATTTGCATTAKAGGTGACCA £ | kajszi és 140
4CL-R1 GCTMTCAASTCCTTCCGCAAGAT meggy
CHS-F1 GCTCAAAGAAAAATTCCAGCG 5 kajszi és o8
CHS-R GGTGTGCAATCCAGAATAG meggy
CHI-F GAARGGYAAGACSGCCSAGGAG L

57,5 kajszi és 481
CHI-R TCSAMTTTYYCATTTCCGGC meggy
F3H-F GAWATYCCGATCATYTCSCT e3 | kajszi és 874
F3H-R TCATCTTCTTCTTGTACATCTC meggy
F3"H-F AGCTGCACAAGAGGTTTGATG e | kajszi és 236
F3’"H-R AGTAGCAGCTAGGAGGCAC meggy
F’SH-FL I TTACAAGCTGTGATGAAAGAAAC 555 | kaiszi és 280
F3°5’H-R1  |CCAAACTTCTCWGAAAGATCCA meggy
DFR-F1 GAAGAAGGTGAAGCATCTGYTGGA k;‘{;;;? F1+R=498
DFR-F2 GACGCACYTGACGCTGTGGAAGG 60 | kajszi | F2+R=459
DFR-R GTAATGAGGCTTGGTGGCATGGA kajszi ¢s

meggy

ANS-F1 CTCARGTTCCMACCATTGATTTG 53 | Megay | F1+R=769
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- Ta* : termék
Primer neve i o templat crme
Primer szekvenciaja °C) P hossza (bp)
ANS-F2 ATCCCAAARGAGTACATCAG kajszi
53 —— -
ANS-R CATGAAATCCTCACCTTCTC kajszi és | F2+R=811
me_ggy
ANR-F GAAACTTAGCAACTGAAAGAGC - kajszi 846
ANR-R GCTCAGGAACACTGGTATTG kajszi
LAR-F GTGCYACYGGYTTCATCGGGAG Kajszi
LAR-R CTTTCTGGTATRCGRTTMTCTGCAG kajszi FR=751
LAR-F2 GTTYGTVGCYGAAGCYAGCCT . kajszi | Fo+R3=432
LAR-F3 CCTTCTAAGGCTGACAYCRTCAA kajszi €s | o 0o 360
meggy
LAR-R2 GGTGGVABAACCTCVGAAGG meggy | F3+R2=395
LAR-R3 WAGTAGGGCCAAGARGCAAT kajszi
UFGT-F4 CCDCCGKTGTAYCCKGTGG kajszi és
57 +R1=
F4+R1=410
UFGT-R1 | TTCCACCCRCARTGRGABAC meggy
UFGT-F6 |GMTYGCHGGRTTYGTSVTC o
57 | kajszi | F6+R3=1006
UFGT-R3 |GCTCTTYTCACTMATYTCYTTCAC
GAPDH-F3  |GAYTGGAGRGGTGGAMRWG o
60 kajszi 569
GAPDH-R5 |GTGTAACCCAAGAYKCCSTT

*Ta:Tm'5OC

4.1.6 A PCR-termékek ellenérzése gélelektroforézissel

Az agardz gélelektroforézist a Sambrook és Russell (2001) altal leirt médon alkalmaztuk.
A nukleinsavakat etidium-bromid (Merck) ill. GelRed™ (Biotium, USA) fluoreszcens
festékanyag hozzdadasaval tettiik lathatova. A PCR-termékek agardz gélelektroforézisét 1%-0s,
a gPCR termékek agardz gélelektroforézisét 2,5%-0s gélen végeztik (1,5 h 100 V). Az
elektroforézis soran a térerdsség 10 V/cm volt. Az agar6zt (Sigma) 1x TBE pufferben, gélbol
torténd visszaizolalas esetén 1x TAE pufferben oldottuk fel. Az 500 bp-nal nagyobb
fragmentumok méretének megallapitasahoz 1-kb+ DNS-markert (Promega), a 200 bp-nal kisebb
fragmentuok méretének megallapitdsahoz GeneRuler Low Range DNS-markert (Fermentas)

hasznaltunk.
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4.1.7 A PCR-termékek tisztitasa, klonozasa és szekvenalasa

A megfeleld mérettel rendelkez6 PCR-termékek agar6zgélbdl torténd kivagasat éles
szikével, visszaizolalasat QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Németorszag) segitségével
végeztiik a gyartd utasitasait kdvetve.

A PCR-termékek 3’ végén altalaban extra adenin van, ezért klonozasuk ebben az esetben
olyan plazmiddal torténik, melynek 3’ végén extra timin talalhat6. Vizsgélatainkhoz a pGEM-T
Easy Vector Systemet (Promega) haszndltuk. A ligdlas egy éjszakan at 4 °C-on 10 pl
végtérfogatban tortént: 20-50 ng Kitisztitott PCR-termék, 3 U T4 DNS-ligaz, 50 ng pGEM-T
Easy Vector, 2x puffer (60 mM Tris-HCI, 20 mM MqgCl,, 20 mM DTT, 2 mM ATP, 10 %
polietilén-glikol) (Promega), desztillalt vizzel kiegészitve. A klonozott fragmentumokat JM109
kompetens sejtekbe transzformaltuk. A teljes ligacios elegyet 80 pl -70 °C-on tarolt kompetens
baktériumszuszpenzidval finoman Osszeraztuk, majd 20 percen at jégen tartottuk, azutan 45
masodpercig 42 °C-os vizfiirddbe helyeztiik, majd azonnal jégre tettiik 2 percig. Végiil 950 ul 37
°C-os folyékony, antibiotikummentes LB taptalajt adtunk hozza, és masfél oraig razattuk 37 °C-
on, 150 rpm fordulatszammal. Ezutan 100-400 pul-nyi szuszpenziot szélesztettlink
LB/ampicillin/IPTG/X-gal szilard taptalajon: 10 g/l Bacto-tripton, 5 g/l Bacto-élesztékivonat, 10
g/l NaCl, 7 g/l agar, 100 pg/ml ampicillin pH=7; a lemez felszinén 100 mM IPTG-t és 50 mg/ml
X-Galt oszlattunk szét, fél 6raig 37 °C-on tartottuk a szélesztés el6tt. A kész lemezeket forditott
helyzetben 37 °C-on inkubaltuk egy éjszakan keresztiil.

A ligaci6 sikerességére a baktériumkoloniak szine, majd a kolonia-PCR mutat ra. Minden
lemezrol legalabb 3 db kiilonallo, nagyméretti, fehér szinii telepet oltottunk le steril pipettahegy
segitségével, melyet eldszor egy ,,masterplate”-hez érintettiink, majd beletettiik a kolonia PCR
reakcidelegybe. A kolonia-PCR reakcioelegy Osszetétele a mar emlitett PCR reakcioelegy (Id.
4.1.4) Osszetételével megegyezett. A felhasznalt primerek az MI13-F
(GTAAAACGACGGCCAGT) és M13-R (CAGGAAACAGCTATGAC) voltak, melyek az
inszertet nem tartalmazé plazmidbol 273 bp hosszasagi fragmentumot szaporitanak fel. Az
inszertet tartalmaz6 plazmidon végzett kolonia-PCR az inszert méretét 273 bp-ral meghaladd
méretli PCR terméket eredményezett. A kolonia-PCR soran alkalmazott hdmérsékleti ciklus a
kovetkez6 1épésekbdl allt: 95 °C 2 min, 40 ciklus soran 95 °C 30's, 55 °C 45 s és 72 °C 1,5 min,
majd 72 °C 5 min. A kolénia-PCR soran keletkezett termékek méretét 1 % TAE agardzgélen
ellendriztiik. A ,,masterplate”-en az eredeti telepeket szaporitottuk fel egy éjszakan at 37 °C-on.

A ,masterplate”-en az inszertet is tartalmazé telepekhez steril fogpiszkalodt érintettiink,
melyet beletettiik egy 2 ml folyékony LB taptalajt és 50 mg/ml ampicillint tartalmazé steril
csavaros iivegedénybe. Az iivegeket jol lezarva egy éjszakan at 37 °C-on razattuk 200 rpm

fordulaton. A plazmidokat Rapid Plasmid DNA Mini-Prep Kittel (Biobasic, Kanada) izolaltuk. A
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plazmidok emésztését — az inszertek méretének ellenérzése céljabol — ECORI restrikcios
enzimmel (Fermentas) végeztiik 37 °C-on 2 0ras emésztéssel. Szekvencidjuk meghatarozasa ABI
PRISM 54 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) automata DNS-szekvenatorral tortént.
Valamennyi vizsgalt gén esetében harom klon szekvenalasat végeztiik el mindkét iranyban. A
DNS-szekvencidkat benyujtottuk a National Center for Biotechnology Information (NCBI)
GenBank nemzetkozi adatbazisba (lasd 5.4).

4.2 A valés idejii PCR

A valés idejii PCR Kkisérleteket Corbett Research gyartmany Rotor Gene 6000
késziilékben (QIAGEN) végeztiik, mely a kvantitativ analizis mellett jo felbontasu olvadaspont-
analizis (,,Melting Analysis”) funkcioval is rendelkezik. A zo6ld szinhez tartozd csatornat
hasznaltuk, mely a SYBR Green és EvaGreen® (Biotium) fluoreszcens festékek altal kibocsatott
z61d fény gerjesztésére alkalmas.

Munkénk soran az EvaGreen® nem szekvencia-specifikus fluoreszcens festéket hasznaltuk,
mely a kettésszald DNS-molekulak kis arkdhoz kotddve teszi lehetévé azok fluorimetrias
detektalasat. Kisérleteinkben MyTaq™ HS Mix (2x) komplex DNS-polimeraz oldatot (Bioline,
Anglia) hasznaltunk.

4.2.1 Gradiens PCR

A gradiens PCR kisérleteket PTC-200 (MJ Research, USA) késziilékkel végeztiik. A PCR
soran alkalmazott hdmérsékleti ciklus a kovetkezd 1€pésekbdl allt: 95 °C 2 min, 40 ciklus soran
95°C 20, 52-64 °C 20 s és 72 °C 20 s, majd 72 °C 1 min. A tapadasi hdmérséklet 48 °C-tol 64
°C-ig fokozatosan valtozott (48,0 °C , 48,1 °C, 49,5 °C, 51,2 °C, 52,1 °C, 54,0 °C, 56,3 °C, 57,9
°C, 60,1 °C, 61,9 °C, 63,2 °C, 64 °C). A gradiens PCR segitségével a referenciagének

primerjeinek optimalis tapadasi hémérsékletét hataroztuk meg.

4.2.2 Higitasi matrix
Higitasi matrix készitése soran a primerkoncentraciokat: 0,05 uM, 0,3 uM, 1 uM és 2 uM
végkoncentracio, valamint a cDNS mennyiségét 50, 100 és 150 ng értékek kozott vizsgaltuk. Az
Osszes lehetséges primerkoncentraciot az 0sszes lehetséges cDNS-mennyiséggel Osszemértiik.
Ezt kovetden egy masik higitdsi matrixot készitettiik, mely soran a primerkoncentraciot egy
szlikebb tartomanyban (0,1 uM, 0,3 pM, 0,6 uM) valtoztattuk, amikor kiilonb6z6 mennyiségii
MgCl,-ot adtunk az egyes PCR-elegyekhez. A MyTaq PCR mixet illetéen a gyartd ajanlja a
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gyari 3 mM MgCl; koncentracié emelését a hatékonysag novelése érdekében. A masodik higitasi
matrix soran a MgCl, végkoncentracioja 3 mM, 4 mM és 5 mM volt a PCR-oldatokban. A
higitasi matrixokat a qCHI F1+R1 primerparral (7. tablazat), a ‘Preventa’ gylimdlcshus

mintasorozat felhasznalasaval készitettuk.

4.2.3 A referenciagén kivalasztasa

Valos idejii PCR kisérleteink soran hat kiilonb6zo referenciagén expresszids stabilitasat
vizsgaltunk ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’, valamint “VN-1" ‘Pipacs 1’ és gyiimolcsok héj-
¢és husszoveteibdl készitett mintdkon valamennyi érési fazisban. Ezek koziil harom kordbban leirt
(18S rRNS: 18S riboszomalis RNS; UBQ10: ubikvitin 10; TEF-I1I: transzlacios elongacids faktor
I) és harom sajat tervezésti (ACT: aktin; GAPDH: glicerinaldehid-3-P-dehidrogenaz; RP-II:
RNS-polimeraz II) primer szerepelt. A referenciagének stabilitasanak vizsgalatakor alkalmazott

primerek nukleotidsorrendje a 6. tablazatban talalhato.

6. tablazat. Az egyes referenciagének stabilitdsanak vizsgalatahoz sziikséges primerek

Termék| Ta*

Primer neve Primer szekvenciaja (bp) °C) Forras
18SRNS-F [TAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTG ,

114 60 |Tongés
18SRNS-R |CTAAGCGGCATAGTCCCTCTAAG mts., 2009
ACT-F GTGCCTGCCATGTATGTTGCCA .,

226 60 [Sajat
ACT-R CAGTGGTGGTGAACATGTACCCYC tervezés
UBQ10-F |AAGGCTAAGATCCAAGACAAAGAG ,

146 57 [Tongé¢s
UBQ10-R |CCACGAAGACGAAGCACTAAG mts., 2009
RP-II-F3 CATGCCAAGTGGTCACCTGCAG .,

126 60 [Sajat
PR-11-R3 GGTAGGACTACTTTCAACCCAAGCCTTC tervezés
TEF-1I-F GGTGTGACGATGAAGAGTGATG ,

129 56 Tong és
TEF-1I-R TGAAGGAGAGGGAAGGTGAAAG mts., 2009
GAPDH-F9 |[CTTGCMAAGGTYATYMAYGAYAG .,

150 55 [Sajat
GAPDH-R6 |GCTRGGAATGATGTTGAAKG tervezés
*T,=Tm-5°C

A GAPDH F9-R6 degeneralt primereket csak a kezdeti qPCR kisérletek soran alkalmaztuk
a vizsgalt gén expresszids stabilitasdnak vizsgéalatira. A célkisérletek soran kizarélag nem

degeneralt és ,assay” specifikus primereket hasznaltunk. A hat primerkombinacid
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felhasznalasaval végzett kisérletek végén olvadaspont analizist végeztink. A keletkezett
termékek olvadasi homérsékletei a kovetkezok voltak: 80,1 °C (18S RNS F+R), 82,4°C (ACT
F+R), 89,5 °C (UBQ10 F+R), 78,7 °C (RP-II F3+R3), 88,3 °C (TEF-II F+R), 79,6°C (GAPDH
F9+R6).

A hat referenciagén expresszios stabilitasanak vizsgalatdit kovetden a legnagyobb

expressziods stabilitast mutatd gént alkalmaztuk a qPCR kisérletek soran.

4.2.4 A célgének gPCR vizsgalata

A célgének, vagyis a PAL, C4H, ACL, HCT (hidroxifahéjsav-transzefrdaz), C3H (fahéjsav-
3-hidroxilaz), CHS, CHI, F3H, F3'H, F3’5’H, DFR, FLS, ANS, ANR, LAR, UFGT, MYB (MYB
transzkripcios faktor) és MYB10 (MYB10 transzkripcios faktor) expresszioit sajat tervezési
primerparokkal vizsgaltuk. A PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H, F3’H, DFR, LAR, ANS, ANR
¢s UFGT enzimek, valamint a MYB transzkripcios faktor génexpresszids vizsgalata soran
felhasznalt primerparok sajat szekvenciak alapjan késziiltek. A C3H és 4CL enzimet kodolo gén
kifejez6désének vizsgalata Dardick és mts. (2010) altal kozolt C3H és 4CL (F2 és R2)
primerszekvenciaval tortént. A HCT, FLS és F3°5’H enzimek expresszids vizsgalatahoz
szlikséges primerek a kérdéses gének NCBI GeneBank adatbazisban talalhaté ortolog
szekvenciak és az 6szibarack genomszekvencia (http://www.rosaceae.org/node/355) alapjan
késziiltek. A MYBI10 transzkripcids faktor expresszios vizsgalata a Lin-Wang és mts. (2010)
altal kozolt primerszekvencidkkal tortént. A valos ideji PCR kisérletek soran felhasznalt
primerek szekvenciai, a felhasznalt templat, valamint a primerek altal felszaporitott termék

hossza a 7. tablazatban talalhatok.

7. tablazat. A valos idejii PCR kisérletek sordn felhasznalt, a célgénekre tervezett primerek

Termék
Primer neve Primer szekvenciaja Templat hossza
(bp)
qPAL-F TGTCTGGAGGCAGGAACCCAAG Kajszi 147
gPAL-R AGTTCACGTCTTGGTTGTGCTGCTC
qPAL-F2 GCTAAGAAGTTGCACGAGCAGGA meagy 115
qPAL-R2 TGGTGGAGTACCGGATCACTTCG
qC4H-F1 GGCGGTTGCAGCTGATGATGTAC kajszi és 101
qC4H-R1 CAAGTAGCCTCTCAAGAAGGGTCTC meggy
g4CL-F1 CAAGGGCAACCATAGACAAGGAAGG kajszi 205
g4CL-R1 TCATCCTTCATTGGGACAACAGC
q4CL-F2* CCAACTCACCTACGCTCAACTCTG meagy
gq4CL-R2* CACCACTGGGAAGAAGATGGAG
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Termék

Primer neve Primer szekvenciaja Templat hossza
(bp)

qHCT-F1 CTGGTTACTTTGGCAATGTGATTTTCAC | kajszi és 17
gHCT-R1 GACAGATCAGGCTGAAGCTCAAG meggy
qC3H-F* TCAGACTACTTCCGTTTGGAGCAG kajszi és 166
qC3H-R* ACAAGCCCTGGATTTTCCGAC meggy
qCHS-F2 AGTGGTGTGGACATGCCTGG Kajszi és 133
qCHS-R2 AGTCCTTGGCCAACCGGAG meggy
qCHI-F1 CCACTAACCGGCCAGCAATA kajszi és 104
qCHI-R1 TTCTCAATGGCCTTGGCTTC meggy
qF3H-F1 TCTACCCAAAATGCCCCCAACC sz 162
gF3H-R1 CGAAGGCTCCTTCCACTGGTT
qF3H-F2 GTGGATCACCGTTCAACCAGTGG megqy 146
gF3H-R2 GAATGTGGCTATGGACAGCCTGC
qF3’H-F1 GACACGTCATCAAGCACAGTGGA kajszi és 21
qF3’H-R1 GCCATGCGAGGCAACGAG meggy
qF3’S’H-F1 | GTGGGAGGCTACACCATTCC kajszi és )13
gF3’5’H-R1 | CACCATCCTCTCAGCCATTGC meggy
qDFR-F2 TGAGTCCAAAGACCCCGAGAAC kajszi | F2+R2=127
qDFR-R2 CACGGTTCCTGCTGAGGATGTA kajszi F3+R2=74
qDFR-F3 TTGAATTTTGCCGCTCTGTCAA kajszi &s

meggy | F3+R3=143
qDFR-R3 AAATGGGCCAATCACAAGAGTTG meggy
qFLS-F1 GTGGTGGCTCACACCGACATGTC kajszi és 121
gFLS-R1 TGACAAGGGCATTAGGGATGTAC meggy
GANS-F1 GCTAAGGAACTGAGGGCGCT sz 160
gANS-R1 CAAGCTCTGGCTGAGGGCAA
GANS-F2 ATGCAGGGAGGAGTTGAAGAAGG meqqy -
gANS-R2 TTGCTCAATGGGAAGATCGAAAA
GANR-F1 CCACCCAACCCATCTCAAAG Kajszi és | £q, o110
GANR-R1 TGACGGCATAGCCCTTCTCT meggy
GANR-R2 TCTTCTTCTGATTGTCAGGGTCTC kajszi | F1+R2=138
gLAR-F1 GGCACTGATGGAGAAACTGCTAAGAG F1+R1=171
qLAR-F2 AGGCGCTATAATCTTACATGGGGTGA kajszi |, oo oo
gLAR-R1 GGATCAGCCCTGTCCACATCG
qLAR-F3 CCTCTTGACCCTTCTAAGGCTGAC meqqy 107
gLAR-R2 CAGTTTCTCCATCAGTGCCTTATCAG
qQUFGT-K-F1 | AGTGGCTTGATGATCAGCCTC F1+R1=135
qQUFGT-K-F2 | GTGTTCCTGTGCTTTGGGAGC kejszi |, o0 1o
qUFGT-K-R1 | CGTAGGGACCACAAGAACCG
qUFGT-M-F1 | GCTTTGGTGAGGACCAGGTG meqqy 156
GUFGT-M-R1 | CGAGGAACCCTTCAGGCAAG
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Termék
Primer neve Primer szekvenciaja Templat hossza
(bp)
qMYB-F2 AGGAGCTTGGACTAGAGAGGAAGATGA | kajszi és 239
qMYB-R2 GAGCAATCAATGACCACCTGTTTCCT megay
gMYB10-F1 GGAAGAGCTGTAGACTAAGGTGGTTG kajszi és 131
gMYB10-R1 GAGCAATCAATGACCACCTGTTTCC megay

A *-gal jelolt primerek a Dardick és mts. (2010) altal kozolt, Oszibarack gyiimolcsének
vizsgalatara tervezett primerek.

A val6s idejii PCR kisérletek soran alkalmazott primereket exonrégidkra terveztiik. A
primertervezés soran bizonyos esetekben intronrégiot tartalmazo szekvencidkat is fel tudtunk
hasznalni. Ez esetben olyan primereket terveztiink, melyek exon-exon hatarrégiora késziiltek (a
primer egyik fele az egyik exonrégio 3’ végének, a masik fele a kovetkez exon 5° végének
szekvenciajaval komplementer), vagy intronrégiot iveltek at (az exonokra tervezett primerek
kozott talalhatd egy intron). EXon-exon hatarrégiora a gDFR-F2, gANR-R2, qLAR-F2, g4CL-R1
¢s qMYBI10-R1 primereket terveztiik. A qF3H F2-R2, gLAR-F1-R1, gLAR-F2-R1 és qLAR-F3-
R3 primerkombinacidk intronrégiot fognak kozre.

A célgének expresszios vizsgalatdhoz sziikséges primereket egy bizonyos qPCR
protokollhoz, ,,assay”-hez terveztiikk. Ennek értelmében minden primer olvadasi hémérséklete
(Tm) 65-66 °C, GC-tartalma 40 és 60%, hossza 18-27 bp, a felszaporitott termék hossza 150-240
bp kozott mozgott. Az assay soran minden qPCR paraméter (homérsékletek, id6tartamok)
valtozatlan volt. A PCR-reakciokat gatld masodlagos strukturak (self-dimer, hetero-dimer, hajtii
szerkezet) kialakulasanak valoszintiségét az IDT Oligo Analyzer (www.idtdna.com) és a Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) szoftverek segitségével ellendriztik. Mivel a célgéneket
azonos szempontok alapjan, tobbek kozott 65 °C-os olvadési, vagyis 60 °C-0S tapadasi
hémérsékletre terveztem, a célgének optimalis primerkotési homérsékletét nem ellendriztiik

gradiens PCR technikaval.

4.2.5 Az adatok kiértékelése

A valés idejii PCR-késziilékkel 0sszekotott szamitogép egy szoftver (Rotor-Gene 6000
Series Software 1.7) segitségével regisztralja a kisérlet soran keletkezé adathalmazt, valamint a
szoftver valos id6ben rajzolja ki a PCR-gorbéket. Az adatok kiértékelése soran a ,,Comparative
Quantitation Analysis” funkciot valasztottuk. Ekkor a program a masodik derivalt maximuma

modszerével automatikusan TOP (,,Take Off Point”) értékeket szamit, ami ciklusszam értéknek
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feleltethetd meg (McCurdy €s mts., 2008; Pfeiffer ¢s mts., 2012). A TOP szamitasat vazolja a 7.
abra. Egy amplifikacidés gorbe exponencidlis szakasza a TOP-t6l az amplifikdcios gorbe

masodik derivaltjdnak maximumaig tart.

4
F
, C
dF/dC

c

dr2id2c *

100%)
C

7. abra. A felsd grafikon mutatja a fluoreszcencia értéket (F) a ciklusszam (C) fliggvényében. A
koz€épso abran a nyers fluoreszcencia gorbe derivaltja lathatd. A gobe maximuma az elsd derivalt
maximum, angolul First Derivative Maximum (FDM). Az als¢ gorbe mutatja a nyers
fluoreszcencia gorbe masodik derivaltjat a masodik derivalt maximumaval, mely angolul Second
Derivative Maximum (SDM). A TOP értéket a fluoreszcens gorbe masodik derivaltjanak
maximuma, vagyis Second Derivative Maximum (SDM) segitségével allapitjuk meg. A TOP a
masodik derivalt gérbe maximumahoz képest a fiiggvény 80%-kal kisebb értékét jelenti. Az
amplifikacid exponencidlis szakasza a TOP és SDM értékek kozotti szakaszon allapithatd meg.

A szoftver segitségével akar manualisan is beallithatunk egy kiiszobértéket, mely Cr
(kiiszobciklus) értékeket metsz ki a PCR gorbékbdl. Segitségiinkre lehet ez esetben a
fluoreszcens gorbe skalajanak logaritmizaldsa, ugyanis a PCR-gorbék exponencidlis szakasza
logaritmikus skalan linedris fliggvényként jelenik meg. Kétszer nem tudunk manuélisan
ugyanolyan kiiszobértéket beallitani, csak hasonlot. Az igy kimetszett Cr értékek kiértékelése,
valamint egy hasonld kiiszob altal kimetszett hasonld Cr értékek kiértékelése a gyartd szerint
elhanyagolhato kiilonbséget ad. Ezzel szemben a masodik derivalt maximumat felhasznald

modszerrel nyert TOP értékek teljes mértékben reprodukalhatok.
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A ,,Comparative Quantitation” modszer masik elénye, hogy az egyes PCR gorbék TOP
értekei mellé feltiinteti az egyes PCR-hatékonysagi értékeket is. Ez egy 1-t6l 2-ig terjedd érték,
mely a PCR hatékonysagot 0% ¢és 100% kozott jellemzi. Egyes valds idejii PCR késziilékek
hasznalatakor primerparonként higitasi sor és kalibracios egyenes készitése sziikséges, melynek
meredeksége a PCR hatékonysagarol (E=1O('1/'m), E = Efficiency, m = kalibracios egyenes
meredeksége) ad informaciot (Pfaffl és mts., 2002).

Az adatok kiértékelése soran a TOP, valamint PCR-hatékonysagi értékeket hasznaltuk fel.
Ezen értékeket a REST® (,Relative Expression Software Tool”) 2009 V2.0.13 programba
taplaltam (Pfaffl és mts., 2002). A program relativ expresszids értékeket, valamint az azokhoz
tartozo szorast szamitja ki. Mind a referencia-, mind a célgén adatainak betaplalasa sziikséges. A
program az eredményeket tablazatosan, valamint oszlopdiagram formajaban is megjeleniti. A

programba taplalt matematikai algoritmus alapja az alabbi egyenlet:

Relativ eXpreSSZié:[(Ereferenciagén) Cr kezelt / (Ecélgén)CT kezelt ]/[(Ereferenciagén)CT ontroll / (Ecélgén)CT ontroll ]

4.2.6 Adatok illesztése (,,data pooling”)

A Kkisérletek sordn egy reakcid egy mintasorozatot tekintve az ot érési fazishoz tartozo
refrencia- és célgén egyiittes vizsgalatat jelentette. A REST“-metodika egy kontroll minta
kivélasztasat igényli. Mivel tapasztalataim szerint a legkevesebb transzkriptum altalanosan az 5.
érési fazisra volt jellemzd, kontroll mintaként az 5. érési fazisi mintédkat vélasztottam. Ennek
értelmében a fenti képletet kiértekelésenként négyszer alkalmazta a RESTO-metodika. Az elsé
négy érési fazist hasonlitotta dssze az 5. érési fazissal. Az 5. érési fazis relativ expresszidja volt a
viszonyitasi alap, igy azt egy egységnyiként kezeltiik. Ezzel a modszerrel egy adott gén
transzkriptumszintli expresszids valtozasat csupan az érés soran tudjuk nyomon kovetni.
Ugyanakkor nincs informacionk az egyes génekhez tartozo transzkriptumok egymashoz
viszonyitott aranyarol.

Az egymashoz viszonyitott génexpressziok legalabb olyan értékes informacidt nyujtanak
szdmunkra, mint az érés soran bekovetkezd expresszios valtozas. Ugyanigy értékes informaciot
nyyjt a kiilonb6zd szovetekben; gyiimolcshéjban és gyilimolcshusban detektalt transzkriptumok
egymashoz képesti ardnya, vagy a kiilonb6zd genotipusok (‘Preventa’ és ‘Gonci magyarkajszi’,
vagy ‘Pipacs 1’ és ‘VN-1°), vagy akar az eltérdé fajokban; kajsziban és meggyben mért adatok

Osszehasonlitasarol.
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4.2.7 A genomi DNS szennyezédésének kimutatasa

Az RNS-oldatokbol cDNS-oldatokat készitettiik, majd PCR-alapti modszerekkel mutattam
ki, hogy a cDNS-oldatok tartalmaznak-e genomi DNS-szennyezédést. A PCR-alapt genomi
DNS detektalasa két mddszerrel valosult meg; hagyomanyos és valds ideji PCR technikaval.
Hagyomanyos PCR kisérletekhez olyan primereket terveztem a GAPDH gén exon régioira,
melyek két intront zartak kozre. Igy elméletileg kiilonboz6 méretli terméket kapunk genomi- és
cDNS templét felhasznéaldsakor. A valds idejii PCR kisérletek soran a LAR és ANR génekre
tervezett szekvenciaspecifikus primereket hasznaltuk fel. LAR esetén az FI1+R1
primerkombinaciéo — mivel azok exonrégiokra tapadnak — mind genomi-, mind cDNS esetén
sikeres amplifikaciot kell eredményezzen. Mivel az exonrégiora tervezett primerek kozott egy
intronrégi6 is talalhatd, az intront is tartalmazé amplikon kimutathat6. Az intront is tartalmazo
amplikon olvadasi hémérséklete magasabb. Az F2 primer exon-exon régiora lett tervezve, igy az
genomi DNS-t nem képes amplifikalni. Ha az F1+R1 és F2+R1 primerkombinaciok eltérd
expresszids mintazatot mutatnak, vagy az F1+R1 primerpart felhasznald reakcio a kozbezart
intronnal nagyobb méretli terméket (is) nyujt, akkor a CDNS oldataink genomi DNS-
szennyezddést tartalmaznak. Hasonld elrendezést mutatnak az ANR génre tervezett primerparok
azzal a kiilonbséggel, hogy az exonrégidkra tervezett primerek nem zarnak kozre intron régiot.
Az ANR-R2 primer csak intront nem tartalmazo, vagyis cDNS templatra képes tapadni. Az ANR
FI1+R1 és FI+R2 primerparokkal végzett valds idejii PCR kisérletek azonos eredményeket
mutatnak, ha a cDNS-oldatok nem tartalmaznak genomi DNS-szennyezddést. Ellenkez6 esetben
a cDNS-oldatok feltételezhetden genomi DNS-sel szennyezettek. A primerek elrendezddését és a
kiilonbozd tipusti templatok felhaszndlasaval keletkezd amplifikditumok méretét a 8. abra

mutatja.
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GAPDH - glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz F8R6
F8. copy DNS 250 bp
——— +—+1  —F 1]
— genomi DNS 441 bp
R6
LAR - leukoantocianidin-reduktaz F1R1 | F2R1
F2 F1 copy DNS 188 bp | 207 bp
— — —
N o, R o (S :
genomi DNS | 287 bp %]
R1
ANR — antocianidin-reduktaz F1R1 | F1R2
R, copy DNS 138 bp
| —— 102bp
— — genomi DNS 1]

R1 R2

intron régio
[ exonrégio

8. abra. A genomi DNS szennyezddésének kimutatasahoz felhasznalt primerkombinaciok.

4.2.8 A qPCR-reakcidelegy osszeallitasa

A valos idejii PCR kisérletekhez MyTaq™ HS 2x Master Mix-et hasznaltunk. A mix hot
start polimerazt tartalmazott, mely kikiiszobolte az Osszemérés soran keletkezd aspecifikus
termékek keletkezését. A Master Mix-hez EvaGreen® 20x festéket adtunk 20-szoros higitasban.
A 20 pl-es végtérfogatn reakcidelegy az alabbi osszetevéket tartalmazta: 2x MyTaq'™ HS
Master Mix, 20x EvaGreen® (Biotium, USA, Hayward), 0,6 uM az adott primerekbél és 50 ng
cDNS.

Valamennyi valds idejii PCR reakcidét az egyes mintakat illetden harom parhuzamos
beméréssel készitettik el. Igy egy adott reakcié harom parhuzamos PCR-csében zajlott. Az
atfed6 PCR-gorbék mutattak a sikeres 0sszemérést és PCR-reakciot. A szorast mutatdé mintdk az
egyes kisérletek megismétlésének sziikségességére utaltak.

A gPCR soran alkalmazott hdmérsékleti ciklus a kovetkezd 1€pésekbdl allt: 95 °C 2 min,
40 ciklus soran 95 °C 8 s, 60 °C 8 s és 72 °C 8 s. A kvantitativ PCR soradn lehetdségiink nyilik a
PCR-termékek olvadaspont-vizsgalatra (,,Melting Analysis™) is. Az olvadaspont analizis soran —
72 °C 90 s elteltével — a hdémérséklet 70 °C-rol 95 °C-ra emelkedett 0,25 °C-onként, a detektalas

hémérsékletenként 5 s eltelte utan tortént. A valasztott csatorna: Melt A on Green volt.
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4.2.9 A génexpresszié szinkédos abrazolasa
A valos idejii PCR kisérletekbdl szarmazé adatokat a szemléletes megjelenités érdekében

szinkddos abrazolassal is bemutatjuk. A cirkularis elrendezésti abra Krzywinski és mts. (2009)
alapjan késziilt. A szinskalat a fehér — sarga — piros — bordo — fekete dtmenet mentén 150
kiilonb6z6 arnyalatra osztottuk. A szinskalaban megfigyelhet sotétedés egyenesen aranyos a
relativ génexpresszio mértékével. A kisebb relativ génexpressziohoz vilagosabb, a nagyobbhoz
sotétebb szin tartozik. A 6000 és az annal nagyobb relativ génexpresszios étékeket a program

egyontetlien fekete szinben tiintette fel.

4.3 Antioxidans kapacitas mérések

A -80°C-on tarolt gyiimélcshéj és -hiis mintakat liofilizaltuk (Scanvac CoolSafe™ 110-4,
Lynge, Dania; -110 °C-os jégcsapda, 3-4 nap), folyékony nitrogénben eldorzsoltiik, majd ismét
liofilizaltuk (-110 °C-os jégcsapda, 2-3 nap). A mintakat a tovabbiakban finom por formajaban
taroltuk lezart Falcon csOvekben, sotétben. Az antioxidians kapacitds mérések soran a
mintasorozatok vizoldhaté komponenseit vizsgaltuk, igy a mintakat Milli-Q (MQ) vizben (18.2
MQcm) oldottuk fel az alabbiak szerint: 10 mg elporitott minta + 1 ml MQ viz. Mintanként
harom parhuzamos kivonast és mérést végeztink. A mintdk MQ vizben vald oldodasat
vortexeléssel segitettiik. Mivel a mintdk kis mennyiségben tartalmaztak vizben nem oldodo
komponenseket is, az oldatokat centrifugalassal (Mikro 22 R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Germany; 8000 g, 10 perc, 23 °C) iilepitettiik, majd a feliiluszot 4j csovekbe pipettaztuk. Az igy
nyert mintakat a mérésekig -20 °C-on taroltuk, a mintak felolvasztasara kozvetleniil a mérések
elott keriilt sor. A méréseket Nicolet Evolution 300 BB (Thermo Electron Corporation,

Cambridge, UK) tipusu spektrofotométeren végeztiik.

4.3.1 Osszantioxidans kapacitds meghatarozasa (FRAP médszer)

A FRAP-érték mérését Benzie és Strain (1996) modszere alapjan végeztiik. A keletkezett
komplex mennyiségét fotometriasan, A=593 nm-en mértiikk. Az abszorbanciaértékek mérésére 5
perc eltelte utan kertilt sor. Az eredmények kiértékelése aszkorbinsavval készitett kalibracios

gorbe segitségével tortént. Az eredményeket mg aszkorbinsav/g szarazanyagban adtuk meg.

4.3.2 Osszpolifenoltartalom mérése (TPC médszer)

A mintdk Osszfenol-tartalmanak mérése Singleton és Rossi (1965) moddszere alapjan,

Folin-Ciocalteu reagens hasznalataval tortént. A kalibracids egyenest galluszsav segitségével
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vettiik fel. A kémcsoveket vizfiirdébe (50 °C) helyeztiik 5 percre. A reakcio soran kék szinii
vegylilet keletkezik, melynek mennyisége fotometriasan, A=760 nm-en meghatarozhat6. Az

eredményeket mg galluszsav/g szarazanyagban adtuk meg.

4.3.3 TEAC modszer

A mérést Stratil és mts. (2007) alapjan végeztik. Az ABTS gyokképzés a kovetkezok
szerint tortént: kalium-perszulfat (4,95 mmol/L) és ABTS (7 mmol/L) 1:1 arany oldatat 12
orara sotétben, szobahdmérsékleten allni hagytuk. Az oldatbol 980 pl-t 20 pl mintaoldattal
egészitettem ki, majd 1000 ul desztillalt vizet adtam hozza. Az abszorbanciat A=734 nm-en, az
ABTS ¢és mintaoldatok Osszedntését kovetéen 20 perc elteltével mértik. Kiilonbozo

crer

szarazanyagban adtuk meg.

4.4 Egyedi komponensek mérése LC-MS mdédszerrel

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gylimolcshéj és -hus mintasorozatokban talalhato
polifenolos vegyiiletek eldzetes vizsgalata mindségi és félmennyiségi szempontok szerint HPLC-
ESI-(Q)TOF MS kapcsolt rendszer segitségével tortént. Elozetes kisérletekrdl 1évén sz6 nem allt
moédunkban  barmely lehetséges flavonoid komponens azonositdsa, valamint az egyes
komponensek pontos mennyiségi meghatarozasa. Az adatok kiértékelése sordn az m/z adatok
segitségével ra tudtunk vilagitani a legtobb flavonoid komponensre, azon beliil is az aglikonra.
Korabbi vizsgalatok alapjan néhany komponensre (kvercetin- és kempferol-szarmazékok)
fokuszaltunk (Nagy és mts., 2009).

Az aglikonhoz tartozd cukor alegységek azonositasat cukorszam (1, 2 vagy 3) és cukor
szénatomszam (pentdz vagy hexoz) szinten tudtuk meghatarozni. Az adatokbol azonban nem
tudtunk olyan jellegli informaciot kinyerni, ami a cukor alegységek egymashoz képesti
elhelyezkedésére utalna, vagyis hogy tobb kisebb (mono- vagy diglikozid) vagy egy hosszabb
(triglikozid) cukor oldallanccal van-e dolgunk. Ezen kisérleti rendszerben a félmennyiségi
meghatarozas alapjan ra tudtunk vilagitani arra, hogy a vizsgalt mintasorozatok a kérdéses
komponenseket egymashoz képest milyen aranyokban tartalmazzak, valamint hogy az érés soran
hogyan valtozik az adott komponens mennyisége. Mivel a kiértékelés soran csucsteriiletekkel,
vagyis azok aranyaval dolgoztunk, nem koncentracio — mint pl. mg/kg — jellegli informaciot,

hanem csupéan aranyokat nyertiink. A (Q)TOF elsddlegesen ,,screening”-re hasznalatos. Pontos
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mennyiségi meghatarozashoz sztenderdek és pl. QQQ-MS rendszer sziikséges. Igy a mennyiségi
meghatdrozas félmennyiségi meghatarozasnak felel meg.

A minta-elokészités a polifenolos vegyiiletek extrakcidjat jelentette. Az elvalasztast
Agilent 1100 tipusi HPLC késziilékkel, a tomegspektrometrids analizist egy Agilent 6530
tipusu, elektorspray ionforrassal felszerelt kvadrupol repiilési id6 tomegspektrométerrel végeztiik

el.

4.4.1 Minta-elokészités

A minta-elékészités soran a Harnly és mts. (2007) altal leirt eljarast alkalmaztuk Kis
modositasokkal. Extrahalé oldatként hangyasav-metanol-viz 1:60:39 aranyu elegyét hasznaltuk.
A liofilizalt és elporitott mintakbol 100 mg-ot mértiik be 15 ml-es centrifugacsdvekbe. Az egyes
mintakbol 3-3 parhuzamos kivonast végeztiink. A mintakhoz 100 ul 50 ppm-es belsé standard —
jelen méréssorozatban daidzein (Extrasynthese, Genay Cedex, Franciaorszag) oldatot, majd 5 ml
végtérfogathoz sziikséges mennyiségli extrahald oldatot mértiink be. Belsd standard oldatot azért
adtunk a mintakhoz, hogy koénnyebben Ossze tudjuk hasonlitani a mintdkat az egyes
komponensek félmennyiségi meghatarozdsa soran, valamint hogy csokkentsiik a miszer
hib4jabol fakadd masodlagos hibat. A mintdkat ultrahangos fiirddbe helyeztiik 1 orara. A flirdd
homérséklete legfeljebb 39 °C-ra emelkedett. Az ultrahangos feltarast kovetden a mintakat 6000
rpm mellett 10 percig centrifugaltuk, majd a tiszta feliilusz6bol 1 ml-t pipettaztunk at 2 ml
MilliQ ioncserélt vizet tartalmazd 15 ml-es centrifugacsovekbe. A mintakat végiil 0,45 pum
porusméretli PTFE membransziirdn (Sigma) szlrtiikk at borostyan szinli mintatartd edényekbe.

Az igy nyert oldatokat alkalmaztuk a mérés soran.

4.4.2 Kromatografias elvalasztas

Az oszlop védelmét egy belso ,,inline” 0,45 pm-es sziird biztositotta. A HPLC oszlop €s
tomegspektrométer nagy felbontas mellett képes lizemelni. Az elvalasztas hosszu, 60 perces
id6tartam alatt zajlott.

A 45 perc alatt alkalmazott gradiens soran az elsé 5 percben 8 % volt a B-eluens aranya.
Ez az 5. és a 35. perc kozott 45 %-ra, majd a 40. percre 100 %-ra emelkedett és igy maradt a 45.
percig, amikor visszaallt a kezdeti 8 %-ra. Ez utobbi ,,post time” kondicionalas, melynek soran

visszaallt a kezdeti oldoszer-Osszetétel, 10 percig zajlott és mar nem késziilt MS adatfelvétel.

A kromatografia paraméterei:
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Allofazis: 4.6 x 150 mm Phenomenex Kinetex C18 RP oszlop, 2.6 pm szemcseméret
Mozgofazis: A-eluens: H,0 + 0,5 % HCOOH (Scharlau, Spanyolorszag)
és B-eluens: MeOH + 0,5 % HCOOH (Scharlau)
Aramlasi sebesség: 1 ml/perc
Idétartam: 60 perc
Injektalasi térfogat: 15 pul
Oszlop hémérséklete: 30 °C

4.4.3 Tomegspektrometrias analizis

A flavonoid komponensek detektalasa ESI-(Q)TOF MS rendszerrel tortént. A mintakban
talalhatd egyes flavonoidok ¢és szarmazékaik meghatdrozasahoz pozitiv ionizaciéos moddot

alkalmaztunk.

A tomegspektrometrids analizis paraméterei:

Tomegspektrométer: Agilent 6530 qTOF

Ionforras: ESI dual-spray

Kapillaris fesziiltség: 4000 V

Porlaszté gaz nyomasa: 40 psi

Szarit6 gaz térfogatarama: 9 | /perc

GazhOmerseklet: 325 °C

Skimmer fesziiltség: 65 V

Fragmentor fesziiltség: 160V

Teljes letapogatas (full scan): 50—1000 m/z tdmegszam tartomanyban

4.4.4 Adatok elemzése

A kiértékelést Agilent Mass Hunter program segitségével (= 5 mDa mass window érték
mellett) végeztiik. A kiértékelt adatokat oszlopdiagramokon tiintettiik fel, melyek tartalmazzak a
relativ flavonoid mennyiségeket, valamint szoérasértékeket. Ez utobbi értékek a harom
parhuzamos minta-elokészitésbdl adodnak. A relativ komponens mennyiség a 4.4.1 fejezetben

emlitett minta-el0készités soran nyert extraktum 5 pl-ére vonatkozik.
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5 Eredmények

5.1 A kajszi érési folyamatanak jellemzése

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ Kajszifajtak gyiimodlcsének érési folyamatat a 9.

abra mutatja.

‘Gonci
magyarkajszi’

‘Preventa’

9. abra. ‘Preventa’ és ‘Gonci magyarkajszi’ gylimoélcsei az 6t érési fazisban.

5.1.1 Szinmérés

A ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolesok érés sordn valtozo szinparamétereit a 8. tablazat
tartalmazza. A zold szini, éretlen ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolcse az érés soran narancssarga
hus- és héjszint vesz fel, majd a napsiitotte héjszovetek feddszine az antocianin pigmentacid
kovetkeztében pirosra valtozik (9. abra). Ezen szinatmenetet az érés soran valtozo L*, a*, b*,
C* és H° paraméterekkel jellemeztiik.

Az L* érték az érés soran az alapszin vizsgalatakor 52-t6l 64-ig, a feddszin vizsgélatakor
42-t61 55-ig, a hlsszin vizsgalatakor 53-t6l 61-ig novekedett. Az a* érték az érés soran az
alapszin vizsgalatakor -21-t61 11-ig, a feddszin vizsgalatakor -10-t61 22-ig, a husszin
vizsgalatakor -19-t61 17-ig novekedett. A b* érték az érés soran az alapszin vizsgalatakor 35-t61
45-ig, a fed6szin vizsgalatakor 26-t01 37-ig, a hisszin vizsgalatakor 35-t6l 50-ig ndvekedett. A

C* érték az érés sordn az alapszin vizsgalatakor 42-t6l 46-ig, a feddszin vizsgélatakor 29-t61 43-
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ig, a hlsszin vizsgalatakor 41-t81 53-ig novekedett. A H® érték az érés soran az alapszin
vizsgalatakor 120-t0l 76-ig, a fedészin vizsgalatakor 110-t61 59-ig, a husszin vizsgalatakor 119-
tdl 71-ig csokkent.

8. tablazat. A ‘Gonci magyarkajszi' szinparamétereinek valtozasa az érés soran

L* a* b* C* H°

‘Génci alapszin 52,4+1,6 -21,3+0,6 36,3+1,5 42,01+1,5 120,4+0,5
magyarkajszi’ feddszin 42,627 -9,7+4,4 27,529 29,3+3,8 109,915,6
L. éf. husszin 56,5+1,9 -19,4+1,1 35,7+1,7 40,6+1,9 118,6+0,6
‘Gonci alapszin 54,2415 -18,6+1,2 35,1+1,6 39,7+1,9 117,9+0,8
magyarkajszi’ fed6szin 46,0+2,4 -5,9+3,6 26,5+2,6 27,3+3,1 103,4+4,6
2. éf. htisszin 53,5+2,4 -18,8+1,3 35,1+1,9 39,8422 118,2+0,8
‘Génci alapszin 60,3+2,2 -15,4+1,9 38,7422 41,7+1,8 111,8+3,0
magyarkajszi’ fedészin 54,6+3,2 -7,7£3,9 34,8+3,1 35,8+3,4 102,315,8
3. ¢f. hiisszin 58,8+2,0 -16,1+2,1 36,5+2,3 39,942 4 113,8+2,7
‘Génci alapszin 62,4+1,7 -10,943,7 43,2+3,0 44,7423 104,245,3
magyarkajszi’ fed6szin 52,2441 11,5+6,4 34,6+5,6 37,045,3 71,4£10,2
4. ¢f. htisszin 61,2423 -10,3+4,4 43,1+4 .3 44,635 103,816,6
‘Gonci alapszin 64,0+2,0 11,1+3,8 44.8+2 4 46,3+2,8 76,2444
magyarkajszi’ fedészin 55,8+4,2 21,7446 36,645,3 42,9+3,8 59,1+7,9
5. 6f. hiisszin 60,7+2,4 17,542,3 49,9+1,5 52,9420 70,8+2,1

A ‘Preventa’ gyiimolcsok érés soran valtozo szinparamétereit a 9. tablazat tartalmazza. A
z61d szind, éretlen ‘Preventa’ gyiimdlcse az érés sordn narancssarga his- és héjszint vesz fel (9.

abra).

9. tablazat. A ‘Preventa’ szin paramétereinek valtozasa az érés soran

L* a* b* Cc* H°
‘ | alapszin_| 56,1%2,6 17,9423 33,920 | 38426 | 117,626
Prlelvggta fedészin | 55,9427 -19,141,7 35,0415 | 39,8+2,1 118,4+1,6
htisszin 51,13,6 -12,6+3,8 30,5¢2,7 | 33,143,779 | 112,0¢4.7
‘ | alapszin | 58,6£16 18,1%1,9 36,615 | 40,8+20 | 116,2¢19
Prze.vzgta feddszin | 51,2432 -6,3+4,2 203+38 | 302+45 | 101,5t65
htisszin 57,3+2,0 -17,8+2,3 38,0.2,0 | 42,0£2,02 | 115,0+3,0
‘ | alapszin_| 61,316 13,741,7 412413 | 43,4+09 | 1083%25
Prg’vg;‘ta fodészin | 58,7+16 5.4%2.6 40328 | 407273 | 97.6£38
htisszin 61,4423 6,242,7 43,4435 | 43,934 08,2437
. , alapszin 63,9+1,5 -4,5+2 1 44,2415 44 4+15 95,8+2,8
Prjvggta fedészin | 59,8+2,1 5,243,2 41,7426 | 42,1427 83,0+4,2
husszin 62,2+1,7 3,8+2.4 45,8422 45,9422 85,2+3,0
. , alapszin 63,1+1,5 9,1+2,7 47,3+1,57 48,2+1,8 79,1+£3,1
Prsevée?ta fedészin | 57,9+2,8 16,2+4,5 432439 | 46,4%33 69,36,3
htisszin 60,1+1,3 14,6+2,1 50,2¢2,8 | 52,3%2,8 73,7+2,2




Az L* érték valtozdsa nem mutat olyan szoros korrelaciédt a szinvaltozassal, mint a zold —
piros szindtmenetért felelés a* érték, vagy a z6ld — sdrga — piros szindtmenetet tiikrozo
szinezeti szog (H°). A z6ld — sarga szinatmenet sordn az a* érték az alapszin vizsgalatakor -18-
tol 9-ig, a feddszin vizsgalatakor -19-t61 16-ig, a htsszin vizsgalatakor -18-t6l 15-ig névekedett.
A b* érték az érés soran az alapszin vizsgalatakor 34-t6l 47-ig, a fedészin vizsgalatakor 29-t61
43-ig, a husszin vizsgalatakor 30-t6l 50-ig novekedett. Az C* érték az érés soran az alapszin
vizsgalatakor 38-t0l 48-ig, a fedGszin vizsgalatakor 30-t6l 46-ig, a husszin vizsgalatakor 33-t6l
52-ig novekedett. A H° érték az érés sordn az alapszin vizsgalatakor 118-tdl 79-ig, a feddszin

vizsgalatakor 118-t6l 69-ig, a htisszin vizsgalatakor 115-t61 73-ig csokkent.

5.1.2 Méret és tomeg

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ kiillonbozo érési allapoti gyiimdlcseinek méretét és
tomegét a 10. tablazat tartalmazza. Meghataroztuk a magassagot, a varrattal parhuzamos (Dyp)

¢s a varratra merdleges atmér6t (Dym).

10. tablazat. A ‘Gonci magyarkajszi’ méret és tomeg adatainak valtozésa az érés folyaman

1. é&f. 2. éf. 3. éf. 4. éf. 5. éf.
magasag (mm) 34,9+1,8 40,7+2,5 44,442 4 46,4422 47,6+2,8
‘Gonci Dy, (mm) 31,7+1,6 38,2+2,6 40,5+2,0 44,2426 49,113,0
magyarkajszi’ | D,,, (mm) 27,715 33,8+2,8 43,0+1,8 46,6+2,3 46,3+2,9
tomeg (q) 17,2425 29,8460 43,845,6 54,7+8,1 62,849,8
magasag (mm) | 40,7+2,3 41,9426 44,5+1,9 47,2422 51,143,2
‘Preventa’ Dy, (mm) 30,3+1,3 32,2422 30,7+1,7 34,0+1,5 39,2+1,8
Dym (Mm) 24,9411 28,3+2,7 34,8417 38,5+1,7 41,5+2.3
tomeg (Q) 15,9+1,8 19,8+4 .6 23,9432 30,6+3,8 43,7+6,1

A ‘Gonci magyarkajszi’ gyiimolcsének magassaga 35 mm-r8l 48 mm-re, szélességei és 32
mm-r6l 49 mm-re (D,p), valamint 28 mm-r6l 46 mm-re (Dyn), tomege 17 g-rol 63 g-ra
novekedett az érés soran. A ‘Preventa’ gylimolcsének magassdga 41 mm-r6l 51 mm-re,
szélességei 30 mm-rdl 39 mm-re (Dyp), valamint 25 mm-rdél 41 mm-re (Dym), tomege 16 g-rol 44

g-ra novekedett az érés soran.

5.1.3 Oldhaté szarazanyag-tartalom

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gylimolcsok oldhatd szdrazanyag-tartalmanak (%,
brixérték) valtozasat a 10. abra tartalmazza. Mindkét kajszigenotipus kozel azonos értéket

mutatott az elsé érési fazisban, majd az érés soran a ‘Preventa’ rendelkezik nagyobb
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brixértékekkel, de a kiilonbség a két genotipus kozott nem jelentds. Az érett gyliimolesok kozel
azonos brixértékeket mutattak; a ‘Gonci magyarkajszi’ 13 %-ot, a ‘Preventa’ 14 %-ot. A

brixérték novekedése a gylimdlcsdkben az érés soran linearisnak tekinthetd.

25 -
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1 2 3 4 5

Erési fazisok
10. abra. A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimolcsok oldhaté szarazanyag-tartalma a
kiilonboz6 fenofazisokban.

5.1.4 Antioxidans kapacitas értékek

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimdlcshus és -héj antioxidans kapacitas értékét
harom kiilonb6z6é modszerrel jellemeztiik (11. abra). Mindharom mérémodszer esetén a
gylimdlcshus viszonylag kisebb, a héj nagyobb antioxidans kapacitas értékekkel rendelkezett. A
legnagyobb antioxidans kapacitas értéket mindhdrom modszer szerint a ‘Preventa’ héjszovetében
mutattuk ki. A ‘Preventa’ mezokarpium antioxidans kapacitas értéke feliillmulta a ‘Gonci
magyarkajszi’ mezokarpiumaban mért antioxidans kapacitas értékeket.

Az érés soran mind a négy mintasorozatban kisebb mértékii valtozas volt megfigyelhet6 az
antioxidans kapacitds tekintetében: a ‘Gonci magyarkajszi’ gyiimdlcshusanak TEAC értékei
enyhe csokkenést (11A. abra), FRAP értékei kismértékli novekedést, majd jelentds csokkenést
(11B. abra), osszfenol-tartalma ugyanakkor folyamatos ndvekedést mutatott (11C. abra). A
‘Gonci magyarkajszi’ gyiimolcshéjanak antioxidans kapacitasa és Osszfenol-tartalma az érés elsé
felében nétt, majd csokkent.

A ‘Preventa’ gyiimolcshiisa minden mddszer esetében egy jelentdsebb csokkenést kovetd
lasst, folyamatos novekedést mutatott az érés sordn. Az érési fazisok kozott jelentkezd kisebb-
nagyobb eltérések mellett a ‘Preventa’ gyiimdlcshéja is novekvd tendenciat mutatott az érés

folyaman.
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Az antioxidans kapacitast jellemzé harom mérdmodszer azonos tendencidkat mutatott a
‘Preventa’ hus-, valamint ‘GOnci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ héjszoveteiben. Az antioxidans
kapacitas értékek valtozasa az érés folyaman a ‘Gonci magyarkajszi’ gyiimdlcshus vizsgéalatakor
kismérteki eltérést mutatott a h&rom mddszer hasznalatakor.

A fajtak és az érési allapotok kozti kiilonbségek a TEAC modszerrel sokkal kisebbnek
latszottak, mint a FRAP ¢és TPC esetében. Munkdnk soran a fenolos vegyiiletek
felhalmozodasaért felelds enzimek transzkriptumszintli expresszids valtozasait vizsgaltuk,
mellyel a két paraméter (FRAP és TPC) koziil varhatoan az dsszfenoltartalom (TPC) mutathat
kozvetlenebb kapcsolatot.

A ‘Gonci magyarkajszi® gytimolcshis TPC modszerrel mért értéke az éretlen gyiimolcsben
8,36 mmolGS/g sz.a.-rol az érés soran 32,51-re ndvekedett, a gyiimolcshéjban 39,06 mmolGS/g
sz.a.-r0l a kovetkez6 érési fazisban 49,4-re n6tt, majd a teljesen érett allapotra 17,44-re csokkent.
A ‘Preventa’ gyiimoélcshus éretlen allapotban nagyobb értéket, 39,54 mmolGS/g sz.a.-ot
soran fokozatosan 32,2-ig novekedett. A ‘Preventa’ gyiimdlcshéjban kismértéki csokkenések és
novekedések valtakoztak, mig a ‘Preventa’ gyiimolcshéj Gsszfenol-tartalma Gsszességében az

érés soran 112,29 mmolGS/g sz.a.-r6l 137,31-re névekedett.
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11. abra. A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimolcshisban és -héjban harom kiilonb6zo
modszerrel mért antioxidans kapacitas értékek. A: TEAC (mmol trolox/g sz.a.) B: FRAP (mmol
AS/g sz.a.) C: TPC (mmol GA/g sz.a.) értékek valtozasa az érés soran.
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5.2 A meggy érési folyamatanak jellemzése

A ‘VN-1’ és ‘Pipacs 1’ meggyfajtak gyiimolcsének érési folyamatat a 12. abra mutatja.
1. 2. 3. 4. S.

12. abra. A ‘VN-1" és ‘Pipacs 1’ gyiimdlcsei az 6t érési fazisban.

VN-1’

‘Pipacs-1’

5.2.1 Szinmérés

A z0ld szinl éretlen “VN-1’ gyiimdlcs az érés soran sarga, piros, majd bordd héj- és
hiisszint mutat (12. abra). E szindtmenetet az érés soran valtozé L*, a*, b*, C* és H°
paraméterekkel jellemeztiik. A ‘“VN-1" gylimélcsok érése soran valtozod szinparamétercket a 11.
tablazat tartalmazza.

A ‘VN-1” gylimolesok estén az L* értékek a gylimolesszin sotétedését jelzik: az érés soran
az alapszin vizsgalatakor 74-t61 28-ig, a feddszin vizsgalatakor 73-t6l 28-ig, a husszin
vizsgalatakor 70-t6l 24-ig csokkent az L* értéke. Az a* érték az érés soran az alapszin
vizsgalatakor -10-t61 34-ig novekedett, majd 4-ig csokkent, a fed6szin vizsgalatakor -9-t61 35-ig
novekedett, majd 4-ig csokkent, a husszin vizsgalatakor -9-t6l 30-ig novekedett, majd 9-ig
csokkent. A b* érték az érés soran az alapszin vizsgalatakor 43-t6l 3-ig, a fedGszin vizsgalatakor

42-t61 3-ig, a htisszin vizsgalatakor 40-t6l 4-ig csokkent.
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11. tablazat. A “VN-1’ szinparamétereinek valtozasa az érés soran

L* a* b* C* H°
. , alapszin 73,9+1,7 -10,3+3,3 42,8+3,1 44,14£3,3 103,4+4,1
\{’\L-fl feddszin 73,5+2,2 -8,7+5,5 42,5+3,5 43,7+3,8 116,5+45,1
husszin 70,0+3,1 -9,1£3,7 40,1+2,8 41,2+3,2 102,64,8
. , alapszin 55,9+3,5 28,954 28,9+2,1 41,2+3,6 45,4+6,5
\2”\;1 fed6szin 57,8+6,1 25,5+11,1 30,3+3,1 41,1+3,9 40,9+32,8
husszin 60,2+3,4 8,3+4,8 29,6+2,5 31,1+2,3 74,3+8,9
, alapszin 35,5+4,3 34,5+6,0 16,5+5,0 38,3+7,5 24,9+3,4
\gN;' feddszin 35,5+4,0 35,3+4,9 17,047 39,246,5 25,2+3,2
husszin 36,4+6,4 30,0+3,0 17,5+£3,4 34,9+2,8 30,2+6,2
. , alapszin 35,2+3,1 29,152 13,7443 32,2+6,5 24,7+3,0
Z’\L}l fed6szin 33,7+2,6 26,6%4,9 11,9+£3,6 29,1+6,0 23,723
husszin 33,7+4,1 28,3+2,9 17,6+4,2 33,5441 31,5+5,3
. , alapszin 27,8+0,6 4,241,2 2,6+0,4 4,9+1,2 32,65,8
\S/I\L-fl feddszin 27,7£0,5 4,4+1,2 2,5+0,3 51+1,2 31,246,0
husszin 24,1£1,2 9,5+3,1 3,6+1,1 10,1+3,3 21,121

Az C* érték az érés soran az alapszin és feddszin vizsgalatakor 44-t6l 5-ig, a husszin

vizsgalatakor 41-t6l 10-ig csokkent. A H° értékek valtozasa az érés sordn a zdld — sirga —

piros — bordd szinatmenet tiikrozte: az alapszin vizsgalatakor 103-t61 25-ig csokkent, majd 33-

ig novekedett, a fed6szin vizsgalatakor 117-t6l 24-ig csokkent, majd 31-ig novekedett, a hlisszin

vizsgalatakor 102-t6] 21-ig csokkent. A kajszimintakkal ellentétben a b* értéke az érés soran

csokkent.

A ‘Pipacs 1’ gyiimolesok érés soran valtozo szinparamétereit a 12. tablazat tartalmazza. A

‘Pipacs 1’ gyiimolcsok az érés soran zold — sarga — piros szinatmenetet mutattak. A gytimolcs

éretten halvanypiros szinii, szemben a “VN-1’ feketés bordd gyiimdlcseivel.

12. tablazat. A ‘Pipacs 1’ szinparamétereinek valtozasa az érés soran

L* a* b* C* H°
N | alapszin | 652455 | -19.6:3,1 | 39,6449 | 44,255 116324
P'ﬁagz L T fedészin | 638134 | -211£23 | 408:18 | 459:2.4 1173423
husszin | 62,342 | 19845 | 41,1%43 | 45754 115,4%4,3
— | alapszin | 659422 | -19.9:07 | 40,9411 45 541 1 116,020,8
P'zp.agf. Y T edsszin | 56,6437 6,958 345t40 | 356£51 100,447.6
hisszin | 57,6428 | -182420 | 41719 | 45,623 113,542,0
o , alapszin 39,2+4,6 18,1+4,4 15,8+2,5 24,5+2,8 41,7498
P';agz U fedsszin | 365453 | 25055 16,142,6 | 30,1%4.4 33,5¢8,3
hisszin | 43,0%5,0 26445 17,7430 | 18,4128 45,6680
— | alapszin | 24,9433 | 25336 110619 | 27,9239 252122
P'f_ag; Y hedsszin | 22,3123 20,643,7 8,4+2.3 22,2442 21,933
husszin | 31,031%3,7 | 8,1%3,6 11,4433 | 14,4%32 5484153
N | alapszin | 314+1,3 | 23.9:35 9.6:1.9 25.843,9 21.841.6
P'sagﬁ L fedészin | 303109 | 20426 77413 21,842,9 20,6412
husszin 37,3+2,2 17,9+3,3 15,9+1,7 24,0+2,7 42,0+6,3
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A ‘Pipacs 1’ gylimdlesok estén az L* érték szintén a termés szinének sotétedését jelzi,
vagyis az érés sordn az alapszin vizsgalatakor 66-t0l 25-ig csokken, majd 31-ig novekszik, a
fed6szin vizsgalatakor 62-t6l 22-ig csokkent, majd 30-ig novekszik, a husszin vizsgalatakor 62-
t6l 31-ig csokkent, majd 37-ig névekedett. Az a* érték az érés soran az alapszin vizsgalatakor -
20-tol 25-ig novekedett, majd 24-ig csokkent, a feddszin vizsgalatakor -21-t61 25-ig novekedett,
majd 20-ig csokkent, a husszin vizsgalatakor -20-t6l 20-ig ndvekedett. A b* érték az érés soran
az alapszin vizsgalatakor 41-t61 10-ig, a fedGszin vizsgalatakor 41-t61 8-ig, a husszin
vizsgalatakor 42-t6] 11-ig csokkent, majd 16-ig novekedett. Az C* érték az érés soran az
alapszin vizsgalatakor 45-t6l 26-ig csokkent, a fed6szin vizsgalatakor 46-t6] 22-ig csokkent, a
hiisszin vizsgalatakor 46-t6l 14-ig csokkent, majd 24-ig novekedett. A H® érték az érés soran az
alapszin vizsgalatakor 116-t6] 22-ig, a fedészin vizsgalatakor 117-t61 21-ig, a husszin
vizsgalatakor 115-t6] 42-ig csokkent. Az L*, C* és H® értékek csokkenése, a* ndvekedése nem
mutatott teljes linearitast, ugyanis az érés soran egyes szovettipusokban eléfordult kismérték,
ellenkez6 irany valtozas is. A b* a kajszi mintakkal ellentétben, de a ‘“VN-1’ gylimdlcsdk

értékeihez hasonldan csokkeno tendenciat mutatott.

5.2.2 Méret és tomeg

A ‘VN-1" és ‘Pipacs 1’ gyiimdlcsok érése soran valtozd méret, valamint tomeg adatait a

13. tablazat tartalmazza.

13. tablazat. A “VN-1" és ‘Pipacs 1’ gylimolcsok méretének és tomegének valtozasa az érés
folyaman

1. éf. 2. éf. 3. éf. 4. éf. 5. éf.

magassag (mm) | 15,1+0,9 15,4+0,6 16,5+0,4 15,9+0,8 16,9+0,6

/N-1’ Dy, (mm) 14,3+1,0 15,1+0,8 16,240,3 15,910,6 16,910,7
Dym (Mm) 15,2+1,8 16,9+0,4 18,7+0,7 18,610,8 19,8+0,8

tomeg () 2,240,2 2,840,3 3,240,3 3,2+0,4 4,1+0,4

magassag (mm) | 13,3%0,2 13,2+0,6 13,3+0,6 17,0+0,8 18,310,8

“Pipacs 1 Dy, (mm) 12,610,4 12,4+0,6 12,940,7 17,5+0,9 19,1+1,1
Dy, (mm) 11,9+0,5 11,6+0,6 12,11£0,8 19,4+1,2 21,6+1,2

tomeg () 1,0+1,5 1,1£0,1 1,30,2 3,8+0,6 5,6+0,8

A ‘VN-1’ gyiimdlcsének magassaga 15 mm-rél 17 mm-re, szélessége 14 mm-rél 17 mm-re
(Dyp), valamint 15 mm-rél 18 mm-re (Dym), tomege 2 g-r6l 4 g-ra ndvekedett az érés soran. A
‘Pipacs 1’ gylimdlcsének magassaga 13 mm-rél 18 mm-re, szélessége 13 mm-rél 19 mm-re

(Dyp), valamint 12 mm-rdl 22 mm-re (Dyn), tomege 1 g-rdl 6 g-ra névekedett az érés soran.
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5.2.3 Oldhaté szarazanyag-tartalom

A “VN-1" és ‘Pipacs 1’ gylimolcsok oldhato szarazanyag-tartalméanak érés alatti valtozasat

a 13. abra mutatja.

g
ks
:S: —e— VN-1
N —a— Pipacs 1
=
=
@) 5 -

0 T T T 1

1 2 3 4 5

Erési fazisok
13. abra. A ‘VN-1’ és ‘Pipacs 1’ gyiimo6lcsok érés soran valtozo oldhatd szarazanyag-tartalom
értekei.

A ‘Pipacs 1’ gyiimolcsében mért brixértékek a harmadik érési fazisig ndvekvo, majd ezt
kovetden az 6todik érési fazisig csokkend tendenciat mutatnak. A “VN-1’ esetében az oldhatd
szarazanyag-tartalom az érés soran folyamatosan ndvekszik, a gyilimolcs érésének késdi
szakaszaban Oriasi mértéki, tobb mint kétszeres novekedést mutat. A ‘Pipacs 1’ gyiimdlcse a
negyedik érési fazisig nagyobb oldhat6 szarazanyag-tartalommal rendelkezik, mint a “VN-1’, de
a teljesen érett allapotth “VN-1" gytimélcs oldhato szarazanyag-tartalma (22,05 %) meghaladja a

‘Pipacs 1’ gylimolcsében mért értéket (18,58 %).

5.3 RNS-izolalas kiilonb6z6 érettségii kajszi és meggy
gytiimoélcsokbél
A QIAGEN RNeasy Mini Kit, a Jaakola és mts. (2001), valamint az Asif és mts. (2006)
altal kidolgozott RNS-izolalasi eljarasok alkalmazasa nem eredményezett megfeleld mindségil €s
mennyiségli RNS-oldatot. A Kkajszi és meggy gylimolcsok kiillonboz6 szoveteibdl a Wan és

Wilkins (1994) altal kidolgozott, forrd borsavas RNS-izolalasi eljaras azonban lehetové tette a

mind mindségi, mind mennyiségi szempontok alapjan megfeleld6 RNS-oldatok izolalasat. Négy
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kiilonbozé gylimolcsmintabol izolalt RNS-oldat agardz-gélelektoforetikus mintazatat a 14. abra

mutatja. A gélképen jol elkiiloniilnek a kiillonbdz6 RNS-alegységek.

14. abra. A forr6 borsavas modszerrel izolalt RNS-mintak agar6z-gélelektroforetikus mintazata.
A: 1. érési fazisu ‘GoOnci magyarkajszi® gyiimoles héjszovete, B: 1. érési fazist ‘Preventa’
gyiimdlcs héjszovete, C: 5. érési fazisu ‘VN-1° gyiimoleshusa, D: 5. érési fazisa ‘Pipacs 1°
gylimolcshusa.

A forr6 borsavas extrakcid soran nyert RNS-oldatok tisztasagat spektrofotométerrel (Nano-
Drop ND-1000) ellendriztik. Az oldat fehérjetartalméara utalo 260 ¢és 280 nm-en mért
abszorbancia aranya a megfeleld tartomanyba (1,8 - 2,05) esett. Az oldat szerves
oldoszertartalmara utald 260 és 230 nm-en mért abszorbancia ardnya szintén a megfeleld

hatarértékek (2 - 2,6) kozott helyezkedett el.

5.4 Parcialis génszekvenciak meghatarozasa

Az NCBI GenBank ¢és EST adatbazisokban talalhatd, kajszi és meggy gylimolcsokre nézve
ortoldg szekvenciak felhasznalasaval primereket terveztink a flavonoid-bioszintézis
kulcsenzimeit kodold gének PCR vizsgalatara (14. tablazat). A fragmentumokat klonoztuk,
szekvenaltattuk. A szekvencidkat homologia-keresésnek vetettik ald az NCBI BLASTn
keresOprogram segitségével. A kajszi és meggy gylimdlcsokben azonositott parcialis
génszekvencidkat, a veliik legnagyobb hasonldsagot mutatd szekvencidk génbanki azonositd

szamat, valamint a BLASTn keresGprogram altal szamitott E-értéket a 14. tablazat tartalmazza.
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14. tablazat. A kajszi és meggy gylimolcsokben zajlo flavonoid-bioszintézis kulcsenzimeinek

parcialis

génszekvenciai,

valamint a

szekvenciakkal

legnagyobb hasonlosagot mutatd

szekvenciak azonositd szama és a hasonlosag mértékére utaldo E-érték

Meghatarozott szekvenciak BLAST eredménye
PAL JQ622221 (982 bp, gDNS, ‘Ceglédi EF031063 (P. armeniaca) PAL, E=0
arany’)
JQ622222 (982 bp, gDNS, ‘Harcot’) EF031063 (P. armeniaca) PAL, E=0
C4H JQ622235 (609 bp, mRNS, ‘Preventa’) | GU990522 (P. avium) C4H, E=0
4CL JQ622236 (397 bp, mRNS, ‘Preventa’) |EF685345 (E. japonica) 4CL, E=10""
CHS JQ622223 (443 bp, mRNS, ‘Preventa’) | HM543568 (P. persica) CHS, E=0
JQ622224 (503 bp, mRNS, ‘Aurora’) | HM543568 (P. persica) CHS, E=0
JQ622225 (717 bp, mRNS “18/61°-es | HM543568 (P. persica) CHS, E=0
hibrid)
CHI JQ622226 (440 bp, mRNS, ‘Preventa’) | GU990525 (P. avium) CHI, E=0
F3H JQ622228 (828 bp, mRNS, ‘Preventa’) | GU990526 (P. avium) F3H, E=0
.= [FH  [JQ622227 (844 bp, mRNS, ‘Preventa’) |GU990527 (P. avium) F3'H, E=0
-_%- F3’5’H |JQ622234 (334 bp, mRNS, ‘Preventa’) |GOS5 1815847 (M. domestica) F3’5’H EST,
E=10
DFR JQ622229 (450 bp, mRNS, ‘Preventa’) |HM543571 (P. persica) DFR, E=0
ANS JQ663361 (516 bp, mRNS, ‘Aurora’) [HM543572 (P. persica) ANS, E=0
JQ663362 (810 bp, mRNS “18/61°-es  |HM543572 (P. persica) ANS, E=0
hibrid)
ANR JQ622230 (804 bp, mRNS, ‘Preventa’) |JN035301 (M. domestica) ANR, E=0
LAR JQ254906 (704 bp, mRNS, ‘Preventa’) |DQ139836 (M. domestica) LAR, E=0
JQ254907 (391 bp, mRNS, ‘Gonci DQ139836 (M. domestica) LAR, E=0
magyarkajszi’)
UFGT  [JQ622231 (975 bp, mRNS, ‘Preventa’) |FJ854494 (P. communis) GT, E=10"%
GAPDH [JQ622232 (530 bp, gDNS, ‘Harcot’) [ AB266450 (P. pyrifolia) GAPDH,
E=10
C4H JQ622242 (638 bp, mRNS, ‘Pipacs 1) |GU990522 (P. avium) C4H, E=0
4CL JQ622243 (397 bp, mRNS, ‘Pipacs 1°) |EF685345 (E. japonica) 4CL, E=10"%
CHI JQ622244 (441 bp, mRNS, ‘Pipacs 1) |GU990525 (P. avium) CHI, E=0
F3H JQ622245 (832 bp, MRNS, ‘Pipacs 1°) |GU990526 (P. avium) F3H, E=0
F3'5'H |JQ622246 (335 bp, mRNS, “Pipacs 1°) |GO511847 (M. domestica) F3'S'H EST,
E=10
S [ANR JQ622247 (804 bp, mRNS, ‘Pipacs 1°) |JN035301 (M. domestica) ANR, E=0
g LAR JQ622248 (352 bp, mRNS, ‘Pipacs 1) [DQ250190 (P. communis) LAR, E=0
DQ139836 (M. domestica) LAR, E=0
UFGT  |JQ622249 (371 bp, mRNS, ‘Pipacs 1°) |DQ289587 (F. ananassa) GT, E=10°
GAPDH |JQ622250 (209 bp, mRNS, “VN-1") | AB266450 (P. pyrifolia) GAPDH,
E=10
MYB JQ622251 (571 bp, mRNS, ‘VN-1°) HI\/I121%1625 (M. domestica) MYB,
E=10

PAL.: fenilalanin-ammonia-liaz, C4H: fahéjsav-4-hidroxilaz, 4CL: 4-kumaroil-CoA-ligaz, CHS:
kalkon-szintaz, CHI: kalkon-izomeraz, F3H: flavanon-3-hidroxildz, F3’H: flavonoid-3’-
hidroxilaz, F3’5’H: flavonoid-3’5’-hidroxilaz, DFR: dihidroflavonol-4-reduktaz, ANS:
antocianidin-szintaz, ANR: antocianidin-reduktdz, LAR: leukoantocianidin-reduktaz, UFGT:
UDP gliikéz:flavonoid-3-O-gliikoziltranszferaz, GAPDH: glicerinaldehid-3-P-dehidrogenaz,
MYB: MYB transzkripcios faktor.
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5.5 A valés idejii PCR kisérletek optimalizalasa

5.5.1 Gradiens PCR

A valods idejii PCR kisérletek soran alkalmazott, referenciagénekre tervezett primerparok
optimalis tapadasi hémeérsékletét gradiens PCR segitségével hataroztuk meg. A primerek
tapadasi hémérsékleteként az IDT — Oligo Analyzer szoftver segitségével kiszamitott olvadasi
hémérséklettél altalaban 5 °C-kal alacsonyabb hémérséklet mutatkozott idealisnak. Ez a
hémérséklet adott a gradiens PCR soran specifikus, vagyis melléktermék nélkiili amplifikaciot.
Az 15. abra a TEF-II F+R primerparral végzett amplifikaciobol szarmazo elektroferogramot

mutatja, mely esetben a 60,1 °C bizonyult legkedvezdbbnek.

£2,1°C 54,0°C 56,3°C 57,9°C 60,1°C 82,1°C 84,0°C 56,3°C §7,9°C 60,1°C
\ F o
\_\_. ’,/ 2 e ————— = —— el

A B

’ »

e vy
e Gl e
S e B B —TEE-I1

15. abra. TEF-II F+R primerpéar optimalis tapadasi homérsékletének meghatarozasa gradiens
PCR segitséglvel. M: Marker, GeneRuler Low Range (Fermentas), A: ‘Gonci magyarkajszi’ hus
1. érési fazis, B: ‘Pipacs 1’ hus 1. érési fazis.

A gradiens PCR soran a szamitott hémérséklettdl 3-4 °C-kal alacsonyabb tapadasi

hémérsékleteken aspecifikus termékek is keletkeztek.

5.5.2 Higitasi matrix

A primereket és MgCly-ot kiilonb6z6 koncentracioban, illetve a templatot kiilonb6zo
mennyiségben tartalmazé qPCR oldatokon végzett valds idejii PCR kisérletek kiilonbozo
amplifikacids hatékonysagok mellett zajlottak, és kiilonb6zd TOP értékeket eredményeztek. A
valds idejii PCR kisérleteket a gyarto altal javasolt 0,3 uM mellett 0,05 uM, 0,1 uM, 0,6 uM, 1
uM és 2 uM primerkoncentraciokkal is elvégeztiik. A primerkoncentracié 0,3 uM-rdl 0,6 uM-ra
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valo emelése hozzavetdleg 8-10 %-kal novelte a PCR kisérletek amplifikacios hatékonysagat. A
nagyobb (0,6 uM) primerkoncentracié mellett nem keletkeztek aspecifikus termékek.

A PCR-oldatok MgCl, koncentracidja 3 mM-0s. A MgCl, koncentracid6 emelésével
hozzavetdleg 2-3 %-kal csokkent a valos idejii PCR kisérletek amplifikacios hatékonysaga. A
100 és 150 ng cDNS-t tartalmaz6 qPCR oldatok fluoreszcenciai atlagosan 1 vagy 2 ciklussal
hamarabb érték el a detektalhatosagi kiiszobot, mas kiilonbség nem volt kimutathato, ezért a

kisérletekben a 3 mM-0s MgCl,-koncentraciot hasznaltuk.

5.5.3 Az optimalis referenciagén kivalasztasa

A valos idejii PCR kisérletek optimalizalasa soran tobb referenciagén (ACT, GAPDH, RP-
I, TEF-1I, UBQ10 és 18S rRNS) expresszios stabilitasat megvizsgaltuk. A kisérleti eredmények
kiértékelésekor a PCR-hatékonysag és a ciklusszam értékeknek megfeleltethetdé TOP értékeket
vettem figyelembe. Egy mintasorozat a gyiimolcsot jellemzd 6t érési fazisbol, mintanként hdrom
parhuzamos reakciobol allt. A Rotor-Gene szoftvere meghatarozta a parhuzamos mintak PCR-
hatékonysag ¢és TOP értékeinek atlagat. A PCR-hatékonysagok (E) nem valtoztak az érés
folyaman. Mintasorozatonként a legkisebb és legnagyobb TOP értékek kiilonbségét, vagyis a
Atop értékeket (Atop=TOPmax-TOPpmin) hataroztuk meg. A Atop értékek a referenciagén
expresszios stabilitasat tiikrozik oly mddon, hogy a kisebb Arop érték allandobb expressziot
mutato referenciagénre utal. A vizsgalt gylimolcsmintak érése soran az 6t egymast kovetd érési
allapotban meghatarozott legkisebb és a legnagyobb TOP értékek kiilonbségét, vagyis a Atop
értékeket a 15. tablazat tartalmazza.

A ‘Preventa’ gyiimoélcshéj és -htisban az RP-11 mutatta a legnagyobb stabilitast. Ugyanez
igaz a ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolcshéjra és husra (16. abra). A ‘Pipacs 1° gyiimdlcshéjban az
RP-11 konstansabb expressziot mutatott, mint a GAPDH gén. A ‘Pipacs 1’ gylimolcshisban
egyediil az RP-Il gén expresszigjat vizsgaltuk, melyet az 1,8-as érték mellett megfeleléen
stabilnak talaltunk. A ‘“VN-1" héj mintasorozatban szintén az RP-Il expresszidja mutatkozott a
legstabilabbnak. A ‘“VN-1" gyiimdlcshiis mintasorozatban az UBQ10 valamint az RP-I1 mutattak
a legnagyobb expresszios stabilitdst az oligo(dT)is primerekkel késziilt cDNS alkalmazasa
esetén. A random hexamer primerekkel késziilt cDNS-ekkel végzett valos ideji PCR
kisérletekben a “VN-1" gyiimdlcshusbdl késziilt mintasorozatban az RP-11 gén mellett a TEF-II,
UBQ10 ¢és 18S rRNS gének is viszonylag stabil expresszidval rendelkeztek.
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15. tablazat. Referenciagének expresszios stabilitasa (Atop)

ACT GAPDH | RP-lI TEF-I11 UBQ10 | 18S RNS
F1+R1 | F9+R6 | F3+R3 | F+R F+R F+R
|oligo(@T):s 1,4 1 0,5 1,7 6,1
‘Preventa’ héj [—— 24 14 15 33 14
hexamer
oligo(dT):s 2,3 0,1
‘Preventa’ hus
d
Laer:(a%:r 2,4 0.9
‘Gonci oligo(dT)ss 0,8 0,1
magyarkajszi’ ———
héj hexamer
‘Génc% _|oligo(dT)ss 2,3 0,5 0,9
magyarkajszi’ — 13 07 07
hus hexamer ' ! '
oligo(dT)zs 1,8 1,4
‘Pipacs 1" h¢j ——
hexamer
oligo(dT)ss 18
‘Pipacs 1’ hus |——
hexamer
~ |oligo(dTss 1,8 3,2 54
‘VN-1 he-] random 2,3 4’4
hexamer
oligo(dT)s |33 3,7 1,9 2,9 1,8
VN-LRGS fniom 3 16 1,9 1.2
hexamer

Norm. Fluoro

16. abra. A ‘Gonci magyarkajszi’ 6t kiillonboz6 érési allapotu gylimoles héjszovetén, az RP-11

primerpar alkalmazésaval végzett valds idejii PCR amplifikacids gorbéi.




Osszességében az 0ligo(dT)g és a random hexamer primerekkel késziilt cDNS oldatokon
végzett kisérletek alapjan a vizsgalt referenciagének expresszidi nagyon hasonld értékeket
mutatnak. A random hexamer primerekkel késziilt cDNS-oldatok hasznalataval az amplifikacios
gorbék ~2-3 ciklussal késobb érték el a detektdlhatosagi kiiszobot, de az adatok kiértékelése

soran a relativ expresszios értékekben csak minimalis kiilonbség mutatkozott.

5.5.4 A genomi DNS-szennyezédés hatasanak vizsgalata

A cDNS ¢és genomi DNS mintdkon végzett PCR a kajszi és meggy mintasorozatokon
rendre ~250 és ~441 bp hosszusagu termékeket eredményezett a GAPDH F8 és R6 primerpar
alkalmazasakor (8. abra).

A cDNS illetve genomi DNS templaton keletkezett fragmentumok mérete a génben
talalhato intron méretével (~191 bp) kiilonbozott egymastol (17. abra). A varttol eltéré méretii
PCR-termékek nem keletkeztek. A PCR soran kiilonb6z6 meggyfajtak genomi DNS-ét és eltérd
érési allapoti ‘Pipacs 17 gylimélesok gylimoleshiisabol késziilt ¢cDNS-oldatokat hasznaltunk
templatként.

1000 . Meggy genomi DNS ‘Pipacs 1’ his cDNS

750 R

500

250

17. abra. A cDNS oldatok tisztasagara, vagyis genomi DNS-szennyez6dés jelenlétének
kimutatasara iranyuld PCR soran keletkezett amlikonok gélelektroforetikus mintazata. M: 1kb
marker (Promega).

Valos idejii PCR kisérletekkel is ellendriztik a CcDNS-oldatok genomi DNS-

szennyezddéstdl valo mentességét. Két-két primerpar segitségével vizsgaltuk a LAR és ANR
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gének expressziodit a ‘Gonci magyarkajszi’ gyiimolcshusabol készitett mintasorozaton (8. abra).

Az eredményeket a 18. abra mutatja.

. =

Exp jon Ratio
Expression Rotio

== == ==
=== — =
1 R "1 R LARS
an =
- f =
g; 2 i T
gzs ‘g’
b __4 1 E

18. abra. Genomi DNS szennyezddés kimutatasa valos ideji PCR technikaval. A: ‘Gonci
magyarkajszi’ gyimolcshus vizsgalata qLAR FI1R1 primerkombinacioval, B: ‘Gonci
magyarkajszi’ gyiimolcshus vizsgalata qLAR F2R1 primerkombinacioval, C: ‘Gonci
magyarkajszi’ gylimoleshiis vizsgdlata qANR FIR1 primerkombinacioval, D: ‘Gonci
magyarkajszi’ gylimolcshis vizsgalata qQANR F1R2 primerkombinacidval. (1. érési allapot:
piros; 2. érési allapot: kék; 3. érési allapot: sarga; 4. érési allapot: zold és 5. érési allapot:
sOtétsziirke)

A ‘Gonci magyarkajszi’ gyiimolcshisaban kifejez6d6 LAR és ANR gének relativ
expresszios értékei az érés soran kozel azonosak voltak a két-két kiilonboz6 primerpar
alkalmazasa mellett.

A val6s idejli PCR kisérletek eredményeinek kiértékelése soran figyelembe vettiik a PCR-
termékek olvadasi hdmérsékletét. A gLAR F2-R1 és qANR F1-R2 primerpar alkalmazésa soran
amplifikalt fragmentumok olvadasi gorbéi egy inflexios ponttal rendelkeztek. A szoftver altal
automatikusan generalt olvaddsi gorbe derivaltja ennek megfelelden csupan egy
maximumértéket mutatott. Ha a PCR-termékek tartalmaztak volna intront is, akkor annak

megfeleléen egy magasabb olvadasi értéket is mutatott volna a szoftver.
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5.6 Valés idejii PCR

5.6.1 Az adatok kiértékelése

A legfontosabb flavonoid gének expresszidos vizsgalatara primereket terveztiink (7.
tablazat). A génexpresszid vizsgalata akkor ad igazan értékes informaciot, ha lehetéségiink
nyilik a kiilonb6z6 érési allapotok (éretlen — érett), kiilonb6zd gylimolesrészek (gylimdleshéj és
-hts), eltéré genotipusok (‘Preventa’ és ‘Gonci magyarkajszi’, illetve ‘Pipacs 1’ és ‘VN-17),
esetleg kiilonb6z6 fajok (kajszi és meggy) Osszehasonlitdsara. Ezért egy olyan adatkiértékelési
modszert dolgoztunk ki, melynek segitségével a relativ expresszids értékek az 6sszes mintasorra
¢és vizsgalt génre egylittesen értelmezhetdk. Az adatok egy halmazban vald kiértékelését és az
eredmények egyiittes, Osszevetd abrazolasat nevezik ,,data pooling”-nak. Minden lehetséges
laboratériumi miiveletet, pl. RNS-izolalds, cDNS-szintézis stb. azonos koriilmények kozott
végeztiink el. Azonos mennyiségii (1000 ng) RNS felhasznalasaval késziiltek a cDNS-oldatok, és
a valos idejii PCR kisérleteket is azonos mennyiségli (50 ng) cDNS felhasznalasaval végeztiik.

Az 6sszes qPCR reakcid soran keletkezett TOP és E értéket Gsszevetettiik. Kiszamitottuk a
legnagyobb és legkisebb expressziét mutatd mintak esetén az E'™" hatvanyértéket. Ezen
hatvanyértékeket a tovabbiakban olyan szempont szerint értelmeztiik, hogy a kérdéses mintakban
1évd templat hanyszoros sokszorositasa sziikséges a QPCR berendezés altal az egyes mintakbol
kibocsatott fluoreszcens jel detektalahtosagi szintjének eléréséhez. Masként megfogalmazva:
adott PCR hatékonysag mellett hany ciklus sziikséges ahhoz, hogy a templat mennyisége elérjen
egy bizonyos fluoreszcenciaszintet. A legkisebb sokszorositast igényld minta E' értéke volt a
legkisebb, a legnagyobbat igényld minta E™" értéke volt a legnagyobb érték. Ezek 1,79'8°
=47619,08 és 1,78%7 = 870951722,53. A TOP=18,5 és E=1,79 értékekkel rendelkezd minta (1.
érési fazisu ‘Preventa’ héj, CHS) mutatta a legnagyobb expressziot. A TOP=35,7 és E= 1,78
értekekkel rendelkezé minta (4. érési fazisu ‘VN-1" hus, PAL) mutatta a legkisebb expressziot.
Ezeket a TOP és E értékeket betaplaltuk minden egyes mintasorozathoz tartozé REST fajlba. igy
minden mintasorozat kapott egy elméleti maximum- és minimumértéket is. Ezek az elméleti
maximum- és minimumértékek minden kiértékelési fajlban azonosak voltak. A REST program
az egyes mintasorozatok relativ expresszios értékeit az elméleti maximum (vagyis a TOP=18,5,
E=1,79) és elméleti minimum (vagyis a TOP=35,7, E= 1,78) értékekhez viszonyitva allapitotta
meg. Ez utdbbi értéket hasznaltuk kontroll mintaként, mely egységnyi relativ expresszios értéket
jelentett. A relativ expresszios értékek 14035,463 és 1,005 kozott valtoztak. E kiértékelési

modszer lehetdvé tette valamennyi relativ expresszios érték egymassal valo dsszevetését.
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Az adatok kiértékelése soran nyert értékek relativ transzkriptum-mennyiségbeli értékeket
titkkroznek, melyek 1 és 14035 kozott valtoznak. Minden tovabbi relativ génexpresszios értéket

ezen értékekhez viszonyitva tiintettiink fel.

5.6.2 A flavonoid gének expresszids vizsgalata kajszigyumolcsben

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gylimolcshus- és héjszovetben valods idejii PCR
technikaval mért relativ génexpresszios értékeket a 16. tablazat tartalmazza. A kajszi
gyiimolcsok relativ génexpresszids értékei az érés soran csokkend tendenciat mutatnak. A
csokkend tendencia gyakorlatilag valamennyi szovettipusra igaz. Az érés soran nagyobb mértékii
transzkriptumbeli csokkenés figyelhetd6 meg a ‘Preventa’ gyiimolcshusban és -héjban. Ezzel
szemben a ‘Gonci magyarkajszi’ hus- és héjszoveteiben az érés soran kisebb mértékii csokkenést
tikroznek az adatok. A ‘Gonci magyarkajszi’ esetén az elsé és masodik érési fazis kozott
altalaban kisebb mértékii relativ transzkriptumbeli novekedés, majd a masodik érési fazistol az
6todik érési fazisig nagyobb mértékii, fokozatos csokkenés figyelhetd meg.

A gylimolcshus és -héj expresszios profilja kozott kiillonbség figyelhetd meg. Az elsd érési
allapotu ‘Gonci magyarkajszi’ gyiimolcshéja egyes gének esetén (PAL, C4H, CHS, CHI, F3H,
FLS, DFR, ANS, ANR ¢és LAR) jelentosen feliillmulja a gylimolcshusra jellemz6 expresszios
értékeket, mig a tobbi gén esetében nincs, vagy csak kismértékli az eltérés. A kovetkezd érési
allapotban ez a tendencia visszajara fordul: kevés kivételtdl eltekintve (F3H és FLS) a
génexpresszio mértéke a gyiimolcshisban meghaladja a héjra jellemz6 értéket. A harmadik érési
allapotban mutatkozik a legkisebb eltérés a héj és hus kozott, jelentdsebb kiilonbség a C4H,
CHS, F3H, F3’H, FLS és ANS gének esetében mutathato Ki: a héj expresszios értéke ezekben az
esetekben meghaladja a gyiimolcshusra jellemz6 adatokat.

A negyedik érési allapotban ez a kiilonbség még kifejezettebb lesz, €s tobb gén esetében is
kimutathat6. A negyedik érési allapotban a gyiimdlcshéjban szamos gén (PAL, C4H, CHS, CHI,
FLS, ANS és a hidroxildzok) expresszidja ismételten novekszik szemben a gylimdlcshussal, ahol
expressziobeli novekedés csak elvétve (CHI, F3H, stb.), és igen kismértékben kovetkezik be. Az
otodik érési allapotban jelentds mértékli csokkenés lathato, a gyiimolcshéj és -htus kozott alig
kimutathat6 kiilonbséggel.

A ‘Preventa’ gyiimolcshus és héj relativ transzkriptum-mennyiségében az elsd érési
fazistol mindkét gylimolesrészen nagymértékii csokkenés figyelheté meg az érés soran. A
‘Preventa’ gyiimolcshéja gyakorlatilag minden enzimre nézve és minden érési allapotban
nagyobb transzkriptum-mennyiséggel rendelkezik a gyiimolcshushoz képest. A ‘Preventa’

gylimdlcs szoveteiben hozzavetdleg kétszeres transzkriptum-mennyiség mutathatd ki az elsd
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érési allapotu héjszovetben a gyiimolcshushoz képest. A masodik, harmadik és negyedik érési
fazisokban ez a kiilonbség tobbszorosére (négy-nyolcszoros értékre) novekszik, majd az 6todik
érési allapotban a kiilonbség ismét csokken. A negyedik érési allapotban ‘Preventa’ esetében is
lathatd egy kismértékii expresszio-novekedés, mely itt is elsdsorban a héjra jellemzo,
ugyanakkor a gyiimolcshusban a ‘Génci magyarkajszi’-hoz képest tobb gén esetében kovetkezik
be.

Erdekes a  kiilonboz6  genotipusok  azonos tipusi  szoveteiben  kimutatott
transzkriptumtartalom 0Osszehasonlitdsa. Az elsé érési fazisban a ‘Preventa’ gyiimolcshusa
tObbszorosen nagyobb transzkriptum-mennyiséget tartalmaz, mint a ‘Gonci magyarkajszi’-¢€,
elsdsorban a PAL, C4H, C3H, CHS, CHI, F3H, F3 ’H, DFR, ANS, ANR és LAR gének esetében.
A masodik érési fazisra a a ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolcshiisaban a transzkriptumok relativ
mennyisége minden esetben meghaladja a ‘Preventd’-ét. Viszont a ‘Preventa’ a ‘Goni
magyarkajszi’-hoz képest nagyobb transzkriptumtobblettel rendelkezik az elsd érési fazisban,
mint a ‘Génci magyarkajszi’ a ‘Preventd’-hoz képest a masodik érési fazisban. Erdekes a
‘Preventa’ gylimodlcshusanak nagy ANS transzkriptumtartalma a gyiimoleshts sarga szinének,

vagyis a piros antocianin pigmentaltsag hianyanak ellenére.
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16. tablazat. ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gylimdlcsok hus- és héjszoveteiben mért relativ génexpressziok (az érési fazisok fentrol lefelé
novekednek)

‘Gonci
magyar-
kajszi’
has

‘Gonci
magyar-
kajszi’
héj

‘Preventa’
hus

‘Preventa’
héj

ga b~ WODN B aa b~ WON PP a b~ W NP

a b~ WON P

PAL C4H 4CL HCT C3H CHS CHI F3H F3'H F35H FLS DFR ANS ANR LAR UFGT MYB MYBI10
255 553 279 98 51 1196 352 750 763 692 17 681 718 256 335 140 430 7
235 438 116 22 158 2410 661 915 1561 1485 20 1123 699 222 202 101 375 6
27 59 56 8 132 278 205 467 595 1658 21 152 278 66 57 105 382 8
13 21 53 13 106 160 264 597 273 1539 15 72 242 76 45 146 394 7
7 6 46 3 27 92 179 459 24 719 9 5 60 38 22 63 131 4
595 655 282 81 50 3901 793 1630 770 686 74 960 1864 524 665 186 341 13
106 195 111 10 109 1151 462 1006 1339 1065 240 560 590 114 188 239 629 41
30 114 79 5 105 651 187 898 1253 1284 374 131 406 50 90 194 761 34
101 261 98 5 119 1772 266 1047 1594 1624 818 391 929 57 106 287 414 99
8 15 73 3 33 79 96 382 449 591 33 8 94 40 14 97 153 11
1270 1793 330 30 292 8617 1140 4183 2113 1010 21 1671 3144 1240 1055 198 379 9
16 58 23 5 66 154 283 767 1403 774 24 74 452 97 55 125 354 10
7 15 27 4 34 32 154 719 429 1752 19 2 452 84 21 119 136 8
8 19 28 4 61 25 176 878 627 1546 25 3 394 83 21 151 150 10
8 9 29 2 9 34 185 458 637 815 15 8 111 67 31 107 89 7
2175 3166 584 41 568 14035 1469 8158 3479 1482 59 3397 8330 1663 2337 310 495 37
110 238 235 17 156 1186 392 1451 2137 1100 154 290 831 100 196 347 567 a7
32 148 136 5 123 437 232 1815 2263 2448 89 71 846 92 46 310 370 37
50 247 111 3 138 1014 259 1824 3403 2781 305 121 1049 110 53 328 450 93
34 57 86 6 75 82 198 814 3594 1542 27 11 247 130 27 573 362 21
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A héjszoveteket vizsgalva a husszovetekhez hasonld tendenciat figyelhetliink meg az els6
érési allapotban, ugyanis a ‘Preventa’ atlagosan harom-, négyszeres transzkriptum-tobblettel
rendelkezik — a HCT ¢és FLS géneket kivéve — a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz képest. A masodik
érési fazisban — a gylimolcshussal ellentétben — a ‘Gonci magyarkajszi’ nem rendelkezik
nagyobb transzkriptum-mennyiséggel, csak az FLS és DFR gének esetén, ami a késébbi érési
allapotokban is megmarad. A harmadik és negyedik érési fazisban is nagyobb transzkriptum-
mennyiség jellemzi a ‘Preventa’ gytimolcshéjat, elsésorban a hidroxilaz enzimeket kodold gének
esetében. Az érett ‘Preventa’ gylimolcs héjszovetében a legtobb gént nagyobb expresszid
jellemzi, mint a ‘Gonci magyarkajszi’-t; a legnagyobb kiilonbség ismét a hidroxilaz gének
esetében mutatkozott.

Az eredmények szemléletesebb bemutatasa érdekében a 16. tablazat adataibél szinkodos

abrazolast is készitettiink (11. Melléklet).

5.6.3 A flavonoid gének expresszios vizsgalata meggy esetében

A ‘VN-1" és ‘Pipacs 1’7 gylimolcsok hus- és héjszoveteiben valos idejii PCR technikéval
mért relativ génexpresszios értékeket a 17. tablazat tartalmazza. A meggy érése soran nem
tapasztalhatd a relativ transzkriptummennyiség kajszigyiimoles esetében latott, folyamatosan
csokkend tendencidja. A vizsgalt fajtak gyiimolesének érése soran a legtobb gén expresszidja a
negyedik érési fazisig folyamatosan novekszik (a ‘“VN-1" husszovetét kivéve), majd az 6todik
érési fazisra csokkenést mutat. A ‘VN-1" husszovetében csak igen kis transzkriptum-
mennyiséget sikeriilt Kimutatni, ami az érés soran sem mutatott jelentés valtozast. A ‘Pipacs 1’
gylimolcshusaban a gének csupan egy része (4CL, F3H, F3’H, F3°5’H és ANS) mutat a “VN-1’
héjszovetéhez hasonld iranyd — novekvd, majd a negyedik €rési fazistol csokkend — valtozast. A
transzkripcios faktorokat kodold gének csak a negyedik érési fazisban mutatnak nagy
expressziot. A ‘Pipacs 1’ gylimolcshisaban az érés soran a PAL és C4H gének novekvd, mig a
gének tobbsége egy kezdeti (eltérd hosszusdgi) novekedést kovetden csokkend expressziot
mutat. A hidroxildz enzimeket kodolé gének, valamint a DFR ¢és ANS expresszidja csak a
teljesen érett gylimdlcsben esik vissza, mig a CHS és CHI géneké korabban.

A ‘VN-1’ hus- és héjszovetének génexpresszioit 0sszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a
gylimdlcshus elenyészé mennyiségban tartalmaz transzkriptumokat a héjszovethez képest, mely
kiilonbség olykor tobbezerszeres. A ‘VN-1° gyiimolcshéjaban az érés soran viszonylag Kis
expresszioval rendelkeznek a HCT, C3H, FLS, ANR és LAR gének. A tobbi gén kifejezetten nagy

expressziot mutat a negyedik-6todik érési fazisban.
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A ‘Pipacs 1’ gylimdlcshus és -héj génexpresszidit 6sszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a
szovetek transzkriptumtartalma a legtobb gén esetében az elsd négy érési fazisban kdzel azonos.
A héj tobb transzkriptumot tartalmaz, az 6todik érési fazisra a héjszovetben olyan mértéki
transzkriptum-mennyiségbeli novekedés figyelhetd meg, hogy a kiilonboz6 szovetek
transzkriptumtartalménak kiilonbsége atlagosan a hatszorosara emelkedik. A ‘Pipacs 1’
gylimolcshisa meglehetésen Kis expressziokkal rendelkezik a HCT, C3H, FLS, ANR és LAR
génekre nézve. Az F3H és F3°5’H gének, valamint a transzkripcios faktorok kifejezetten nagy
expressziot mutatnak a negyedik érési fazisi ‘Pipacs 1’ husszovetben. A ‘Preventa’-hoz
hasonléan a ‘Pipacs 1’ gyiimélcshusa is nagy ANS transzkriptumtartalommal rendelkezik. A
kiilonboz6 génexpressziok egymashoz képesti ardnya nagy hasonléosdgot mutat a ‘Pipacs 1°
gylmolcshus és —héj esetében.

Erdekes a  kiilonbozd genotipusok  szovetspecifikus  transzkriptumtartalmanak
Osszehasonlitasa. A ‘“VN-1" és ‘Pipacs 1’ gyiimdlesok héjszoveteit vizsgalva megallapithatjuk,
hogy a ‘Pipacs 1° a legtobb vizsgalt génre nézve tobbszords transzkriptummennyiséggel
rendelkezik az elsO érési fazisban, mely kiilonbség csokken az érés folyaman. Bizonyos gének
(4CL, C3H, F3°’5’H és FLS) és a transzkripcios faktorok nem mutatnak nagyobb expressziot
‘Pipacs 1’ gytimolcshéjban. A PAL, C4H, CHS, CHI, DFR, F3'H és ANS gének, valamint a
transzkripcids faktorok tobbszords transzkriptummennyiséget mutatnak a “VN-1’ héjszovetben,
kiilonosen a harmadik-negyedik érési fazistol. Erdekes a MYB10 transzkriptum mennyisége a
“VN-1’ gyiimoleshéjban, ami a 3. érési fazisban példaul 133-szoros mennyiséget mutat a ‘Pipacs
1’ gytimdleshéjhoz képest. Mindezek alapjan a MYB és MYBI10 transzkripcids faktorok szerepe
valoszinlisithetd a fenti gének transzkripcids szintli szabalyozasaban.

Az eredmények szemléletesebb bemutatasa érdekében a 17. tablazat adataibdl szinkodos

abrazolast is készitettiink (I11. Melléklet).
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17. tablazat. A “VN-1’ és ‘Pipacs 1’ gyiimolcsok hus- és héjszoveteiben mért relativ génexpressziok (az érési fazisok fentrdl lefelé novekednek)

‘VN-1’
hus

‘VN-1’
héj

‘Pipacs 1’

hus

‘Pipacs 1’

héj

ga b wWw N PP ga b wnN PR g b~ W NP

ga b~ wWwN PP

PAL C4H 4CL HCT C3H CHS CHI F3H F3H F35H FLS DFR ANS ANR LAR UFGT MYB MYBI10
3 11 13 2 3 2 4 5 6 41 6 4 2 3 7 5 10 4
5 17 12 2 7 3 8 22 6 113 9 14 12 6 8 8 13 6
3 27 29 2 4 7 22 61 17 109 6 27 33 3 6 5 23 13
1 9 8 2 2 2 5 11 5 57 6 12 3 2 5 4 19 11
2 11 8 2 3 3 12 17 6 37 7 11 6 3 7 4 13 9
20 153 66 6 34 18 56 152 90 451 39 144 186 17 25 57 160 36
58 568 81 7 44 130 140 586 280 1287 33 291 1063 18 28 a7 501 339
473 2163 67 9 38 775 463 2748 1185 2845 31 119 2652 12 34 60 1228 1994
2450 10337 138 11 38 2408 1134 5206 5704 5544 23 3864 10960 22 25 92 7038 5704
1134 6677 147 18 30 2385 1347 2994 4296 2173 40 4232 9374 38 53 124 2278 1671
26 310 23 7 5 309 447 985 166 532 32 219 309 56 14 44 9 20
28 311 72 15 5 349 321 886 278 899 28 426 743 79 18 203 11 22
13 395 30 23 7 42 110 2275 219 1707 40 375 306 26 17 77 17 26
96 845 81 7 9 43 170 6509 630 5366 24 503 1918 11 9 150 2721 1847
134 1477 41 4 14 16 17 3289 353 1960 13 222 1173 12 6 21 106 91
34 400 57 14 12 565 576 3052 546 549 32 433 514 118 41 128 10 8
36 401 90 18 32 273 214 1109 466 762 40 390 361 50 33 172 12 9
16 509 56 30 13 52 148 3247 621 1785 19 350 212 33 27 153 34 15
124 1090 96 11 11 201 186 6398 1142 4166 27 523 2068 22 20 159 1523 569
173 1904 188 22 15 447 570 8714 1659 2449 44 1060 4068 33 24 141 555 234
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5.7 A kajszigyiimélcs egyedi polifenolos komponenseinek
kimutatasa

A tomegspektrometrids analizis sordn a ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimolcsok
hus- és héjszdveteiben azonositott komponensek, valamint az azokat jellemzd retencids idok az
alabbiak voltak: cianidin-hexozid (14,78 perc), katechin (13,45 perc), cianidin-dezoxihexozid-
hexozid (15,29 perc), epikatechin (16,21 perc), kvercetin-dezoxihexozid-dihexozid (17,45 perc),
kvercetin-dihexozid (18,65 perc), kempferol-dezoxihexozid-dihexozid (18,85 perc), kvercetin-
dezoxihexozid-hexozid (20,37 perc), rutin (kvercetin-3-O-rutinozid, ahol a rutinozid csoport
ramnoz-1,6-gliikkozt jelent) (20,59 perc), kvercetin-hexozid (21,33 perc), kempferol-3-O-
rutinozid (22,25 perc), kempferol-hexozid (23,16 perc), naringenin-hexozid (23,26 perc),
kvercetin-3-O-gliikozid-6"-acetat (23,28 perc) ¢és kvercetin-hexozid-acetat (23,82 perc). A
daidzein standard 27,51 perc retencios id6 utan érkezett a késziilék detektoraba.

A kvercetin-hexozid, rutin, naringenin-hexozid, katechin és epikatechin relativ mennyiségi
értékeihez képest a tobbi komponens nagysagrendekkel kisebb mennyiségi értéket mutatott, igy
azok kiértékelésétdl eltekintettiink. A kvercetin-hexozid, rutin, naringenin-hexozid, katechin és

epikatechin relativ mennyiségi értékeit a 19. abra tartalmazza.
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19. abra. Egyedi komponensek relativ mennyisége ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’
gyiimolcsok hus- és héjszoveteiben. A: kvercetin-hexozid, B: rutin, C: naringenin-hexozid, D:
katechin, E: epikatechin.

A flavonoid komponensek mennyisége az érés soran altalaban névekvd, majd csokkend
tendenciat mutat. A gyiimolcsok héjszovete nagyobb mennyiségben tartalmaz flavonoidokat a
mezokarpiumhoz képest.

A Kkvercetin-hexozid, a rutin és a naringenin-hexozid hozzavetéleg azonos, és a
héjszovetekhez képest rendkiviil kicsi értékeket mutatnak mindkét genotipus mezokarpiumaban.
A gylimdlesok mezokarpiuménak f6 komponensei a katechin és epikatechin, melyek atlagosan
két nagysagrenddel nagyobb értékeket mutatnak, mint a kvercetin-hexozid, a rutin és a
naringenin-hexozid. Az epikatechin nagyobb mennyiségben talalhaté meg a ‘Gonci

magyarkajszi’ mezokarpiumaban; az érés soran atlagosan masfél-, két és félszeres

mennyiségben. Az 6t komponens koziil a katechin nagyobb relativ mennyiségi értéket mutat a

‘Preventa’ mezokarpiumaban, mint a ‘Gonci magyarkajszi’-éban. A ‘Preventa’katechintobblete
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sokkal nagyobb mértékii, mint a ‘Gonci magyarkajszi’ epikatechin-tobblete. Az elsé érési
fazisban a ‘Gonci magyarkajszi’ tartalmazott nagyobb mennyiséghen katechint, de a késdbbi
érési fazisokban ez az arany megfordult. Atlagosan tizenegyszer nagyobb relativ
katechintartalom volt mérhet6 a ‘Preventa’ gytimolcshusaban, mint a ‘Gonci magyarkajszi’éban.
Az els6 érési fazisban meglehetdsen Kicsi a ‘Preventa’ mezokarpiumanak relativ
katechintartalma, majd a mennyiség a masodik és harmadik érési fazisokban tetézik. A negyedik
¢s Otodik érési fazisu ‘Preventa’ gylimolcsok mezokarpiuma 40 %-kal kevesebb katechint
tartalmaz a masodik és harmadik érési fazisokhoz képest, ami még mindig tizenegyszer nagyobb,
mint a ‘Gonci magyarkajszi’-¢€.

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimolcshéja nagyobb mennyiségben tartalmaz
flavonoid komponenseket, mint a gyliimolcsok mezokarpiuma. Mindkét kajszigenotipus esetén a
héj meghatarozo flavonoid komponensei a rutin, a katechin és az epikatechin. A Kkvercetin-
hexozid és naringenin-hexozid kézel azonos aranyban talalhatd meg a ‘Gonci magyarkajszi’ és
‘Preventa’ gyiimolcsok héjszovetében. A harmadik és negyedik érési allapoti ‘Preventa’
héjszovete nagyobb mennyiségben tartalmaz rutint, mint a ‘Gonci magyarkajszi’-¢. A negyedik
¢s Otodik érési  allapotu  ‘Preventa’ gylimOlcsok  héjszovete kozel haromszoros
katechintartalommal rendelkezik a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz képest. A gylimdlesok epikatechin-
tartalma a ‘Gonci magyarkajszi’-ban volt nagyobb, az érés soran tiz, majd 6tszoros kiillonbséget

mutattunk Ki.
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6 Eredmények megvitatasa

6.1 A kajszi érési folyamatanak jellemzése

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ kajszifajtak gyilimolcseinek érési folyamatat (9.

abra) a szin, méret, tomeg és oldhaté szarazanyag-tartalom valtozasaval jellemeztiik.

6.1.1 A gyumolcsok szinének valtozasa az érés folyaman

A kajszibarack gyiimolcse az érés soran zOld — sarga — narancssarga szinatmenetet
mutat. Bizonyos fajtdk esetében a gyiimolcs feliiletének egy része, vagy a teljes feliilet piros
fed6szint kap. Az éretlen gylimoles z6ld szinét a klorofill adja. Az érés soran a klorofill
lebomlik, és a karotinoidok akkumlacidja figyelheté meg, melynek eredményeként alakul ki a
kajszira jellemz6 sarga gyiimolcsszin (Katayama és mts., 1971; Marty és mts., 2005).

A ‘Gonci magyarkajszi® esetén a gyiimoélcs alapszinének a* és b* értékei jol tiikrozték a
z0ld — zoldessarga — sarga — vilagos narancssarga — szindtmenetet. Hasonld tendencia
mutatkozott a gyiimolcsok husszinének és feddszinének valtozasa soran azzal a kiilonbséggel,
hogy az érett gyiimolcsok esetében megjelend piros feddszint a nagyobb a* és kisebb b* értékek
jelezték.

A ‘Preventa’ gyiimolcseire jellemzo a* és b* értékek valtozasa hasonlitott a ‘Gonci
magyarkajszi’ gylimolcsei esetében mért valtozadshoz a gylimélcs alap-, fedo- és husszinében
egyarant. Mindkét genotipus gylimdlcsének kiillonbozo szoveteiben az érés soran az a*, a b* és a
szintelitettség (C*) értékek ndvekvd, mig a szinezeti szdg (H®) csdkkend tendenciat mutattak.
Ezen eredmények korrelalnak Akin és mts. (2008), Ruiz és mts. (2005b), valamint Hegedis és
mts. (2011) korabbi eredményeivel.

6.1.2 A gyumolcsok fejlédését mutaté egyéb paraméterek valtozasa az

egyes fejlodési allapotokban

Az érés korai szakaszaban nagyobb iitemii novekedés figyelheté meg; érési fazisonként a
‘Gonci magyarkajszi’ magassaga 6, 4, 2, majd 1 mm-rel, tomege 13, 14, 11 és 8 g-mal
novekedett. A ‘Preventa’ magassaga 1, 3, 3, majd 4 mm-rel, tomege 4, 4, 7, majd 13 g-mal nétt,
vagyis a két fajta novekedése némileg eltérd ilitemiinek bizonyult.

A kajszigylimdlcs oldhatd szarazanyag-tartalma folyamatosan névekedett az érés soran.
Goémez és Ledbetter (1997) szintén az oldhatd szarazanyag-tartalom novekedését figyelték meg
két kiilonbozo kajszifajta gyliimolcsében, melyek az érés soran 10,8-r6l 14,6 %-ra, valamint 8,4-

94



rél 11,4 %-ra novekedtek. Ezek az adatok nagy hasonldésagot mutatnak a ‘Gonci magyarkajszi’

¢s ‘Preventa’ gylimdlcsok oldhatd szarazanyag-tartalmanak valtozasaval.

6.1.3 Az antioxidans kapacitas és osszpolifenol-tartalom valtozasa a

gylumolcsfejlédés soran

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimolcsok mezokarpiumaban és héjszovetében az
érés soran valtozo, a két genotipus kozt jelentds kiilonbséget mutatd antioxidans kapacitas
értékeket harom kiilonb6z6 modszerrel jellemeztik. A ‘Preventa’ gylimdlcs antioxidans
kapacitasa és Osszfenoltartalma jelentdsen meghaladta a ‘Gonci magyarkajszi’ gylimdlcsére
jellemzd értékeket, ahogyan azt Hegediis és mts. (2010) korabbi eredményei is megerdsitik. A
‘Preventa’ Osszfenoltartalma valamennyi korabban vizsgalt kajszifajta fenoltartalmat jelentOs
mértékben meghaladja (Akin és mts., 2007; Drogoudi és mts., 2008; Leccese et al., 2008).

Mindharom moddszer esetén a ‘Preventa’ gylimolcshéj mutatta a legnagyobb antioxidans
kapacitas értéket. A ‘Preventa’ értékeihez képest atlagosan 50-70 %-kal kisebb antioxidans
kapacitas jellemzi a ‘Gonci magyarkajszi’ héjszovetét. A ‘Gonci magyarkajszi’ vizsgalatakor az
érett gyiimolesok husszovete kozel kétszer nagyobb Gsszes fenoltartalmat mutatott a héjhoz
képest.

Az érés soran a ‘Preventa’ gylimolcshéj dsszes fenoltartalma kozel haromszoros értékeket
mutatott a ‘Gonci magyarkajszi’ gytimolcshéjahoz képest, majd ez a kiilonbség a teljesen érett
gylimolcsben tobb mint hétszeresére emelkedett. A gyiimolcshéjhoz képest a gyiimdleshus
kisebb antioxidans kapacitds értéket mutatott mindkét genotipus esetében. A ‘Preventa’
gyiimdlcshéj 0Osszes fenoltartalma atlagosan négyszerese volt a gyiimolcshusban mért
Osszes fenoltartalmat mutatott a gyiimolcshushoz képest, majd az érés soran az Osszes
fenoltartalom a gyiimoélcshusban nétt, a héjban csokkent, igy a teljesen érett gylimolcshis mar
csak kozel kétszer akkora osszfenol-tartalommal rendelkezett, mint a héj. A két kiilonbozo
genotipusu kajszi gylimdlcshusanak dsszes fenoltartalma az elsé érési fazisban mutatott nagy —
kozel 6tszorés — kiilonbséget a ‘Preventa’ javara, majd a késobbi érési fazisokban jelentds
kiilonbség nem volt kimutathato.

Az ABTS-gyokfogd kapacitas (TEAC értékek) vizsgalata soran a két kajszigenotipus
gylimolcshisa szintén hasonlo értékeket mutatott az érés soran. A FRAP értékek aranya a ‘Gonci
magyarkajszi’ és ‘Preventa’ éretlen gyiimolcseinek mezokarpiumaban hasonlonak mutatkozott
Osszes fenoltartalombeli kiilonbségiikhoz. A két genotipus gyiimolcshiisaban a FRAP értékek

kiilonbsége a késobbi érési fazisokban csokkent, majd a ‘Preventa’ teljesen érett gyiimolcseiben
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tobb mint tizendtszorosre emelkedett. Osszességében a ‘Preventa’ gyiimdlcshus antioxidans
kapacitasa meghaladta a ‘Gonci magyarkajszi’-ra jellemz6 értékeket, kiillonosen az éretlen (1.
érési allapoth) és érett (5. érési allapottn) gytimolesokben.

Viszonylag kevés szakirodalom all rendelkezésiinkre a Prunus nemzetségbe tartozo
gyiimolcsok érése soran bekdvetkezd antioxidans kapacitas valtozasardl. Korabbi vizsgalataink
szerint mindkét fajta gyiimdlcsének antioxidans kapacitdsa ¢€s Osszes fenoltartalma nétt az érés
allapota €és a két vizsgalat soran alkalmazott eltérd extrakcid (teljes gylimolcsokbol készitett
homogenizalt gyiimolcslé). A Dragovic-Uzelac és mts. (2007) altal vizsgalt kajszifajtak Osszes
fenoltartalma — szemben a ‘Gonci magyarkajszi’-val és ‘Preventa’-val — az éretlen és félérett
allapot kozott csokkent, majd az érett gyiimolces kialakulasaig nem mutatott jelentds valtozast.

Szilva esetében az antioxidans kapacitas az érés sordn folyamatosan ndvekedett (Diaz-
Mula és mts., 2008; Kristl és mts., 2011), mig cseresznye esetében a ‘Preventd’-nal latott korai

csokkenést az érés vége felé felvaltdo novekedés jellemezte (Serrano és mts., 2005).

6.2 A meggy érési folyamatanak jellemzése

A “VN-1’ és ‘Pipacs-1’ meggyfajtak gylimolcseinek érési folyamatat (12. abra) a szin,

méret, tomeg, és oldhatd szarazanyag-tartalom meghatarozasaval jellemeztiik.

6.2.1 A gyumolcsok szinének valtozasa az érés soran

A ‘Pipacs 1’ gyiimolcshéjaban, az érés korai szakaszan, a zold feddszin mellett antocianin
pigmentaltsag jelenik meg, mig a gyiimolcshus — a klorofilltartalom miatt — z6ld szini. Az
éretlen ‘Pipacs 1’ gylimdlcs szinvaltozasa eltéré mértékii a gylimoleshéj és -hus esetében: a
harmadik-negyedik érési allapota gyiimdles a* és H® értékei sokkal jelentdsebb mértékii
valtozast mutatnak a gyiimoélcs feliiletén, mint a gyiimolcshisban, vagyis az antocianinok eldszor
a gylimdlcshéjon jelennek meg. A jelenség a 12. dbran is nyomon kovethetd. A “VN-1’ esetében
szintén a gylimolcshéj valik eldszor pirossa, de a folyamat méar a masodik érési allapotban
megkezdddik, amit az alapszin és hlisszin esetében meghatarozott a* és H° értékek is tiikkroznek.
A ‘Pipacs 1’-t8l eltéréen a késdbbi érési allapotokban a ‘VN-1° a* és H° értékei szinte
megegyeznek a gylimolcshéj és his esetében. Az érett gyiimoleshus L* értékei kozott is jelentds
kiilonbség van a ‘VN-1" és ‘Pipacs 1’ kozott, az el6bbi genotipust sokkal kisebb értékek
jellemzik. Ennek oka, hogy a ‘VN-1’ egy fest6levii, Morello tipust meggy so6tétbordo
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gylimolcshussal, mig az Amarella tipust ‘Pipacs 1’ gyiimélcshiisa csaknem szintelen (Papp és
mts., 2010).

A szinparaméterek tekintetében kiilonbség mutathatdé ki a két meggy-genotipus
héjszovetének vizsgalatakor. A szinezeti szog csokkenése a ‘“VN-1" gylimdlcshéj esetén az érés
soran nagyobb mértékii, mint a ‘Pipacs 1’ gyiimolcshéjara jellemzé érték. Ez arra utal, hogy a
‘VN-1’ gyliimolcshéj pirosodasa intenzivebb és a korai érési fazisokban nagyobb mértékii.

Serrano ¢és mts. (2005) cseresznye ¢érési folyamatat jellemezték tobbek kozott a
gyiimolcshéj szinparamétereinek rogzitésével. A Cseresznye €rése soran a héjszdvet a* értéke -
20-r61 40-re emelkedett, majd 12-re csokkent, b* értéke 42-r6l 2-re, L* értéke 72-r6l 30-ra
csokkent. A ‘VN-1" és ‘Pipacs 1’ meggyfajtak gyiimolcshéjara jellemz6 a*, b* és L* értékek

valtozasa ehhez hasonld tendenciat kovetett.

6.2.2 A gyumolcsok fejlodését mutatd egyéb paraméterek valtozasa az
érés soran

A vizsgalatok soran felhasznalt, kiilonboz6 genotipusi meggy gyiimolesok eltérd
érésmenetet mutattak. Mig a “VN-1" gylimdlcsok tomege az érés soran atlagosan 1,93 g-mal, a
‘Pipacs 1’ tomege atlagosan 4,59 g-mal nott. A kozel két és félszeres tomegnovekedésbeli eltérés
hatasara a ‘Pipacs 1’ tomege 36 %-kal meghaladta a “VN-1’ gyiimélcsok atlagtomegét.

Korabbi vizsgalataink alapjan (Papp és mts., 2010) az érett “VN-1" gylimolcsok tomege
4,37 + 0,33 g, a ‘Pipacs 1’ gyliimdlcstomege 6,53 + 0,99 g volt, mely adatok nagy hasonlésagot
mutatnak a jelen dolgozatban bemutatott 4,13 + 0,43 g és 5,61 + 0,82 g értékekkel. Serrano és
mts. (2005) a cseresznye érése soran a tomegértékeket tizennégy érési fazisban rogzitették. A
gyimolcs novekedése a hatodik érési fazisig mutatkozott gyorsabbnak, majd egy lassubb
novekedést kovetden a tizenegyedik és tizenkettedik érési fazisok kozott jegyeztek fel
jelentdsebb tomegnovekedést. A cseresznye tomegndvekedési tendencigja a ‘VN-1" gylimoles
tomegnovekedéséhez hasonldoan alakult. A cseresznye ¢és a ‘VN-1°  gylimolesok
tomegnovekedésével szemben a ‘Pipacs 1’ a 3.—4. és 4.—5. érési allapot kozott mutatta a
legnagyobb mértékli gyarapodast. Gao €s mts. (2003) a ‘Montmorency’ meggyfajta érése soran
szintén a kés6i érési fazisokban mutattdk ki a legjelentdsebb tomegnovekedést. Erdekes
egybeesés, hogy ugyanilyen ndvekedési iitem jellemezte a ‘Pipacs 1° fajtat, amit a
‘Montmorency’ alakkorébe tartozd, ahhoz gyiimélcstulajdonsagaiban nagy hasonldésagot mutatd
fajtaként tartanak szamon (Por és Faluba, 1982).

A ‘VN-1" és ‘Pipacs 1’ gylimolcsok oldhatd szérazanyag-tartalma az érés soran eltérd

tendencia mellett ndvekedett. A “VN-1" gyliimdlcsok oldhaté szarazanyag-tartalma a negyedik
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érési fazist kovetden jelentésen megnott, mig a ‘Pipacs 1° a harmadik érési fazisig novekvo,
majd csokkend tendenciat mutatott. A teljesen érett “VN-1 és ‘Pipacs 1’ gyilimdlcsok hasonld —
22,05 % és 18,58 % — oldhatd szarazanyag-tartalmat mutattak. A Papp és mts. (2010) altal
vizsgalt “VN-1" és ‘Pipacs 1’ gyiimolcsok oldhato szarazanyag-tartalma 19,08 % és 23,1 % volt,
mely adatok hasonlitanak az altalunk mért értékekhez azzal a kiilonbséggel, hogy a ‘Pipacs 1’
mutatta a nagyobb brixértéket.

6.3 RNS-izolalas kajszi és meggy gyiimélcs6kbol

A vizsgalatokba vont kajszi és meggy gyiimolcsok kiillonbozo szoveteibdl torténd RNS-
izolalas a valos idejii PCR kisérletek egyik meghatirozd 1épése. A nagy szénhidrat- és
fenoltartalmu novényi mintdkbol torténd RNS-izolalasra szdmos protkollt fejlesztettek ki az
utdbbi évtizedek sordn. Az RNS-izolalasi eljarasok alapvetden két csoportra oszthatok. Az egyik
csoportba tartoznak a nukleinsavakat szelektiv médon koto, szilika-alapti membrant alkalmazé
kitek. A gyiimolesok érése soran végzett transzkriptomikai analizishez Dardick és mts. (2010) a
QIAGEN RNeasy Kit segitségével izolaltak RNS-t liofilizalt dszibarack gylimolcsszovetébol.

Az RNS-izolalasi eljarasok masik csoportjaba tartoznak a hagyomanyos protokollok,
melyek leggyakrabban kiillonb6z6 sokbol, szerves oldoszerekbdl, detergensekbdl 4llo extrakcids
pufferre épiilnek. Szamos RNS-izolalasi protokollt dolgoztak ki, melyek legf6képpen az
extrakcios puffer Osszetételében kiilonboznek egymastol. Asif és mts. (2006) acetonalapu
extrakcios puffer segitségével izolaltak RNS-oldatot almagyiimdlesbdl. Licciardello és mits.
(2008) hagyomanyos narancs €s vérnarancs gylimdlcs antocianin-bioszintézisét vizsgaltak,
kisérleteik soran az RNS-kivonas céljabdl fenolalapu Trizol reagenst alkalmaztak.

Igen elterjedt a CTAB (cetil-trimetil-ammonium-bromid) -alapt extrakcios puffer, mely
detergensként szolgal, és elésegiti a nukleinsavak szénhidratoktol valo elvalasztasat (Jaakola és
mts., 2001). Chang és mts. (1993) CTAB-alapi RNS-izolalasi eljarast dolgoztak ki a szintén
nagy polifenol-tartalmu feny6 (Pinus pinea) tillevélre, mely protokollt széles korben hasznaljak
transzkriptomikai kisérletekhez (Welling és mts., 2004). Kiefer és mts. (2000) polifenolokban és
poliszacharidokban gazdag, fas novényi szévetekre dolgoztak ki CTAB-alapi RNS-izolalasi
eljarast. Jaakola és mts. (2001) az afonya gyiimdlcs antocianin-bioszintézisét vizsgaltak a Chang
és mts. (1993) alapjan kidolgozott, CTAB-alapu extrakcids puffer hasznalataval. Tsuda és mts.
(2004) az 6szibarack gyiimolcshéjban, mig Salvatierra és mts. (2010) a kiilonbdz6 genotipusu
szamoca gyiumolcsokben zajlé antocianin-bioszintézist vizsgaltak CTAB-alapi RNS-kivono

protokoll segitségével.
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A szilikamembrant nem alkalmazo, vagyis a hagyomanyos RNS-izolélasi eljarasok utolso
1épései koz¢é tartozik gyakran a kicsapott nukleinsav LiCl-dal térténd mosasa. Giuliano és mts.
(1993) paradicsommintakbdl izolaltak RNS-t, mely kisérletek soran az RNS LiCl-dal t6rténd
szelektiv kicsapasanak elvét hasznaltdk fel. Gyapot mintdkbol torténé RNS-izolalasra
borsavalapu protokollt dolgoztak ki Wan és Wilkins (1994), mely protokollt szamos esetben
hatékonyan alkalmaztak (Mufoz-Robredo és mts., 2012; Gonzalez-Agiiero és mts., 2011).
Nakatsuka és mts. (2008) azalea (Rhododendron simsii) flavonoid-bioszintézisét, Hayama ¢és
mts. (2006) Oszibarack gyiimoélcs etilén-bioszintézisét vizsgaltak a Wan és Wilkins (1994) altal
kidolgozott, borsavalapi RNS-izolalas segitségével.

A valds idejii PCR kisérletekhez megfelel6 mindségli RNS-oldatokra van sziikség. A kajszi
és meggy gyiimolcshéjbol és -htisbol az RNeasy Plant Kit-tel (QIAGEN), az Asif és mts. (2006)
altal kidolgozott, acetonalapu protokollal, a Jaakola és mts. (2001) altal kidolgozott, CTAB-
alapu eljarassal, valamint a Wan és Wilkins (1994) altal kidolgozott borsavalapti modszerrel
kiséreltik meg az RNS-oldat tisztitasat. Valamennyi protokoll koziil a boérsavas extrakcid
bizonyult a leghatékonyabbnak, igy 6sszehasonlité vizsgalatainkhoz ezt hasznaltuk.

A Wan ¢és Wilkins (1994) altal kidolgozott RNS-izolalasi eljaras a szerzok szerint kivaldan
alkalmazhat6 a poliszacharidokban és fenolos vegyiiletekben gazdag novényi szovetek esetén.
Az extrakcios puffer a borsav mellett tobbek kozott spermidint is tartalmaz. A spermidin egy
poliamin, mely gatolja az RNS-izolalas soran a nukleinsavak poliszacharidokkal és fenolokkal
valé egyiittes izolalasat (Wan és Wilkins, 1994). Az RNS-oldatokban maradt kis mennyiségi
spermidin azonban gatld hatast fejthet ki a PCR soran. Ezért kisérleteinkben spermidint nem
tartalmaz6 extrakcios puffert hasznaltunk. Elképzelhetd, hogy a ‘VN-1’ gyiimdlcsok
mezokarpiumdn végzett valds idejii PCR kisérleteket az izolalt RNS-oldatok nem megfeleld
tisztasaga hitsitotta meg. Az RNS-oldatok gélelektroforetikus mintdzata alapjan a kiilonb6zd
RNS alegységek jol elkiiloniiltek (14. abra), de Wan és Wilkins (1994) szerint a spermidint nem
tartalmazé extrakcios pufferrel izolalt, kevésbé tisztitott RNS befolyassal lehet a késobbi

reakcidkra (cDNS-szintézis, valds idejii PCR reakcidk).

6.4 A kajszi és meggy flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszo
gének azonositasa

A gylimolesok flavonoid-bioszintézise napjainkban intenziven kutatott tudomanyteriilet. A
vizsgalat elsé 1épése a kulcsenzimeket kodolo gének teljes vagy részleges DNS-szekvenciajanak

meghatarozasa.
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Tsuda és mts. (2004), valamint Dardick és mts. (2010) az 6szibarack gyiimélcs flavonoid-
bioszintézisében szerepet jatszo szamos enzim (PAL, C4H, 4CL, C3H, CHS, CHI, F3H, DFR,
ANR ¢s UFGT) parcialis génszekvenciajat hataroztak meg. Lister és mts. (1996) valamint Takos
és mts. (2006) az almagyiimélcs flavonoid-bioszintézis tutvonalanak kulcsenzimeit kodold
géneket (PAL, CHS, CHI, F3H, DFR, ANR, FLS, LAR, F3’H és UFGT) azonositottak. A korte
flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszo géneket (PAL, CHI, F3H, FLS, DFR, LAR, ANS, ANR
és UFGT) Fischer és mts. (2007) azonositottak. A szamoca (Fragaria chiloensis) PAL, C4H,
4CL, CHS, CHI, F3H, DFR, ANS, ANR, LAR, FLS ¢s UFGT géneket Saud és mts. (2009), illetve
Salvatierra és mts. (2010) azonositottdk. Afonya (Vaccinium myrtillus) gyiiméoles és levél
flavonoid-bioszintézisét (a PAL, CHS, F3H, DFR és ANS géneket) Jaakola és mts. (2002; 2004)
vizsgaltak. A hagyomanyos- és vérnarancs antocianin-bioszintézisét iranyitdo géneket (PAL,
CHS, F3H, DFR, ANS, UFGT) Licciardello ¢s mts. (2008) azonositottak. Az azalea
(Rhododendron simsii) viragaban zajlo flavonoid-bioszintézis kulcsenzimeit kodolo gének (CHS,
CHI, F3H, DFR, ANS, FLS, F3’H és F3’5 'H) azonositasat Nakatsuka és mts. (2008) végezték el.
Szamos mas novényfaj esetében is (pl. Arabidopsis) folynak hasonld vizsgalatok.

A vizsgalatok soran felhasznalt kajszigylimolcsokbdl (‘Gonci magyarkajszi’, ‘Preventa’,
‘Ceglédi arany’, ‘Harcot’, ‘Aurora’ ¢és 18/61-es hibrid) az alabbi flavonoid-bioszintézis
kulcsenzimek parcialis génszekvenciajat azonositottuk: PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H, F3'H,
F3°5’H, DFR, ANS, ANR, LAR és UFGT. Szintén kajszibdl izolaltuk a referenciagénként
hasznalt a GAPDH gén egy szakaszat. A meggy gyiumolcs (‘VN-1° és ‘Pipacs 1°) flavonoid-
bioszintézisében szerepet jatszo kovetkezO gének parcialis szekvencidjat azonositottuk: C4H,
4ACL, CHS, CHI, F3H, F3’5’H, ANR, LAR és UFGT. A GAPDH ¢és MYB gének részleges
szekvenciajat is meghataroztuk.

A szekvencidkat homologia-keresésnek vetettiik ala az NCBI BLASTn keresOprogram
segitségével. A homologia-keresés soran a szekvencidk nagyfoku hasonlosagot mutattak mas
fajok megfeleld génszekvenciajaval. Az E=0 vagy nullahoz kozeli értékek alapjan feltételezhetd,
hogy a meghatarozott szekvenciak valoban a vizsgalni kivant enzimet kodold gén szakaszat
képezik.

A Kkajszi 4CL, F3’5'H, LAR és GAPDH (referenciagénként hasznaltuk) gének esetében
altalunk meghatarozott szekvenciak a Prunus nemzetségen beliil az elsé megismert szekvenciak.
A PAL gént (Pina és Errea, 2008) kivéve valamennyi tobbi vizsgalt génrél munkank adta a kajszi
faj esetében az elsd szekvenciaismeretet. A meggy 4CL, F3’5’H, LAR, GAPDH és MYB
génszekvenciak a Prunus nemzetségen beliil els6 izben valtak ismertté, a tobbi szekvencia pedig

meggy esetében szamit ujdonsagnak.
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6.5 A valds idejii PCR kisérletek optimalizalasa

A wvalés ideji PCR kisérletek megbizhatésaganak biztositasa érdekében szamos
koriilményt (primerek tapadasi hémérséklete, primerkoncentracié, cDNS mennyisége, MgCl,-

koncentracio) optimalizaltunk.

6.5.1 Gradiens PCR

A referenciagénekre nem assay-specifikus szempontok szerint tervezett primerparok
tapadasi hdmérsékletét gradiens PCR kisérletek soran ellendriztiik. A primerekre kiszamitott (T,
= Tm - 5 C°) olvadasi hdmérséklet alkalmazasakor specifikus PCR-termékek keletkeztek. A valos
idejii PCR kisérletek soran felhasznalt, célgén-, valamint assay-specifikus primereket tgy
terveztiik, hogy olvadasi homérsékletiik 65-66 C° legyen, majd a kisérletek soran a 60 C°-0S

tapadasi hdmérsékletet hasznaltunk.

6.5.2 Higitasi matrix

A PCR reakcidelegy komponenseinek koncentracidja befolyasolhatja a reakcid
hatékonysagat (Tyler és mts., 1997). A MyTaq™ polimerazt gyartd cég (Bioline) 0,3 és 0,6 uM
kozotti primerkoncentraciot, valamint a 3 mM MgCl,-koncentracio esetleges novelését (4 vagy 5
mM-ra) ajanlja, mely bizonyos esetekben noveli a PCR hatékonysagat. A valos ideji PCR
kisérletek soran az optimalis cDNS-mennyiséget, primer- és MgCly-koncentraciot higitasi
matrixok alkalmazasaval allapitottuk meg. Az 50 ng cDNS alkalmazasakor megfeleld
ciklusszam ¢és amplifikacidés hatékonysadg mellett keletkeztek PCR termékek, igy a cDNS
mennyiségét nem noveltiik. A nagyobb primerkoncentracié mellett a valos idejii PCR kisérletek
hatékonysaga novekedett, az olvadaspont analizis ugyanakkor csak a specifikus PCR termékek
keletkezését mutatta, igy a primerkoncentraciot a gyartod altal ajanlott 0,3 pM-rél 0,6 uM-ra
emeltik. A PCR-oldatok MgCl,-koncentracidja 3 mM-0s. A PCR-oldatokhoz mért MgCl,-
tobblet kismértékben rontotta az amplifikacios hatékonysagot, igy az eredetileg meghatarozott 3

mM-0s MgCl,-koncentracio mellett zajlottak a kisérletek.

6.5.3 Az optimalis referenciagén kivalasztasa

A valos idejli PCR technika a génexpresszid vizsgalatanak hatékony modszere, de
pontossdga az adatok normalizalasa soran felhasznalt referenciagén expresszios stabilitdsan

mulik. Kisérleteink soran kiilonboz6 érési allapota kajszi és meggy gyiimolesokkel dolgoztunk,
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azon beliil is kiilonbozd genotipusokkal. Igy nem volt konnyii olyan referenciagént talalni, mely
kiilonboz6 érési allapotokban, kiilonbozd fajok és genotipusok, illetve szovettipusok vizsgalata
esetében is stabil expressziot mutat.

Tong ¢és mts. (2009) tizenegy kiilonb6zd referenciagént teszteltek Oszibarack
gylimolcseiben. A gyiimolesérés soran a TEF-11, UBQ10, TUB (tubulin), GAPDH, ACT és RP-II
gének mutattak stabil expressziot. Marty ¢€és mts. (2005) kajszigyiimoles karotinoid-
bioszintézisének vizsgalatakor a valos idejii PCR kisérletekhez sziikséges referenciagénnek a
26S riboszomalis RNS gént valasztottak. Gonzalez-Agliero és mts. (2009) a DAP (dehidro-
dipikolinaz-reduktdz) gén expresszids stabilitasat hasznaltak fel a kajszi érése soran kialakuld
aromakomponensek bioszintézisének vizsgalatdhoz. Schmidt és mts. (2010) tobbek kozott a 18S
rRNS gén expresszids satbilitasat vizsgaltdk dohany fejlddése soran.

A referenciagének stabilitdsara irdnyuld valds idejli PCR kisérletek az ACT, GAPDH, RP-
I, TEF-Il, UBQ10 ¢és 18S rRNS génekre tervezett szekvenciaspecifikus primerek
felhasznalasaval zajlottak. Az RP-1I gén mutatta a leginkabb stabil expressziot valamennyi
mintasorozatban. A célkisérletek soran mind a kajszi, mind a meggy gyilimdlcsok kiillonbozo
szoveteibdl késziilt mintasorozatok vizsgalatakor az RP-1l gént valasztottuk referenciagénnek.
Mivel valamennyi célkisérlet soran egy referenciagént alkalmaztunk, lehetéség nyilt valamennyi
adat egyiittes elemzésére (,,data pooling”) is.

A kisérletek soran a ¢cDNS szintézis modja — oligo(dT)1s vagy random hexamer primer
alkalmazasa — sem volt befolyassal a relativ génexpresszios értékekre, ami egybevagott Hansen

¢és mts. (2010) eredményeivel.

6.5.4 A genomi DNS-szennyezddés hatasanak vizsgalata
Az RNS-, igy a cDNS-oldatokban jelenlevé genomi DNS-rél szintén amplifikalédhat

fragmentum a qPCR kisérletek soran, ami befolyasolhatja az eredményeket. Ebbdl kifolydlag
ajanlott a vizsgalt mintdkban 1évé genomi DNS eliminélasa. E célbdl az utdbbi években szamos
modszert fejlesztettek Ki. A cDNS- és genomi DNS-oldatok szétvalasztasa Jaakola és mits.
(2002) szerint lehetséges agaroz-gélelektroforézis alkalmazasaval. Az elektroforézis soran a
rovidebb ¢cDNS szalak gyorsabban vandorolnak a pozitiv polus fel¢, mint a genomi DNS, és a
genomi DNS-t6l elvalasztott cDNS a gélbdl izolalhato. Tapasztalataink szerint az agar6zgélbdl
izolalt cDNS nem volt alkalmas PCR-alapt kisérletekre. Gyakran alkalmazott eljards az RNS-
oldatok DN-az I enzimmel kezelése, majd az enzim hokezeléssel vald irreverzibilis inaktivalasa.
Kisérleteink soran a DN-az I enzimmel emésztett RNS-oldatokbol nem sikeriilt PCR reakciokra
alkalmas cDNS-oldatot késziteni. Ezért olyan modszer kidolgozasa volt sziikséges, mely soran

az RNS-oldat nem karosodik, illetve gDNS-t nem tartalmaz.
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A cDNS-oldatok genomi DNS-szennyez6déstél valé mentességét PCR és valos idejii PCR
technikékkal ellendriztem. Hagyomanyos PCR kisérletekhez olyan primereket terveztem a
GAPDH gén exonrégioira, melyek két intront zarnak kozre. Igy elméletileg kiilonbozé méretii
terméket kapunk genomi és cDNS templat hasznalatakor. A ¢cDNS templatokon elvégzett PCR-t
kovetden kizardlag az intronokat nem tartalmazé fragmentumméretet detektaltuk agardzgélen.
Egyik esetben sem keletkezett a vart méret mellett eltéré méretli termék, vagyis a cDNS oldatok
nem tartalmaztak genomi DNS-szennyezddést, vagy csak olyan kis mennyiségben, ami a PCR
soran a reakcioban résztvevd Osszetevokért folyd kompeticid miatt nem amplifikalddott
jelent6sebb mértékben.

A genomi DNS-szennyez6dés kimutatasara egy 1j, valos idejii PCR-en alapuld vizsgalatot
is kidolgoztunk. A kisérletek soran a LAR és ANR génekre tervezett szekvenciaspecifikus
primereket hasznaltam fel. A LAR esetén az F1+R1 primerkombinacionak — mivel azok
exonrégiokra tapadnak, genomi és CDNS templaton is sikeres amplifikaciot kell eredményeznie.
Mivel az exonrégiora tervezett primerek kozott egy intronrégio is taldlhatd, az intront is
tartalmazo fragmentum két modszerrel is kimutathato. Az egyik a gélelektroforézis, a masik az
olvadéspont-analizis.

Az intront is tartalmazé amplikon olvadasi hémérséklete nagyobb lesz, mint az intront nem
tartalmazo, rovidebb PCR termék olvadasi hémérséklete. A qLAR-F2 primert két egymast kdvetd
exonrégiora terveztik, igy a genomi DNS-t nem képes felszaporitani a PCR soran. Ehhez
hasonlo eljarast alkalmaztak Wong és Medrano (2005). Ha a qLAR-FI+R1 ¢és qLAR-F2+R1
eltérd expressziot mutatnak, vagy a qLAR-F1+R1 primerpart felhasznald reakcié a kozbezart
intronnal nagyobb méretli terméket is nyujt, akkor cDNS-oldataink genomi DNS-szennyez6dést
tartalmaznak. Hasonld elrendezést mutatnak az ANR génre tervezett primerparok azzal a
kiilonbséggel, hogy az exonrégidkra tervezett primerek nem zarnak kozre intronrégiot. A gANR-
R2 primer azonban csak az intront nem tartalmazo, vagyis cDNS templatra képes tapadni. A
gANR-F1+R1 és gqANR-F1+R2 primerparokkal végzett valos idejli PCR kisérletek azonos
eredményeket mutattak, igy a cDNS oldatok nem tartalmaztak kimutathaté mennyiségli genomi
DNS-szennyezddést. A primerek kotddését és a genomi és cDNS templatok felhasznalasaval
keletkez6 amplikonok méretét a 8. abra mutatja.

A valos idejii PCR kisérletek eredménye az expresszids értékek és az olvadaspont-analizis,
mely utobbi a PCR-termékek olvadasi homérsékletének meghatarozasat jelenti. Az olvadasi
gorbék vizsgalata szerint egy reakcidban csupan egyféle PCR-termék keletkezett, vagyis egyik

reakcioban sem keletkezett melléktermék.
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A két kisérletsorozat értelmében a cDNS mintdk nem tartalmaztak olyan mennyiségl
genomi DNS-szennyezddést, mely befolyassal lehetett volna a valos idejii PCR reakciokra, igy a
kidolgozott stratégiaval elkeriilheté az RNS-oldatok felesleges DN-az-kezelése.

6.6 A kajszi flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszo gének
expresszids vizsgalata

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gylimolcsok relativ génexpresszioinak vizsgalatakor
megallapithatjuk, hogy a ‘Preventa’ gylimdlcshus €s -héj az elsé érési fazisban rendelkezett a
legnagyobb transzkriptum-mennyiséggel az Osszes vizsgalt gén esetében. A ‘Gonci
magyarkajszi’ esetén ez a tendencia nem ennyire egyértelmi, hiszen a hus- és héjszovetben a
relativ transzkriptum-mennyiségek az elsé és a masodik érési allapotban tetéznek. A ‘Preventa’-
ban mar a korai érési fazisban szintetizalddnak azok az mRNS-ek, melyek a flavonoid-
éretlen gyiimoélcs 6riasi mennyiségben tartalmazza a flavonoid-bioszintézis kulcsenzimeit.

Hasonld expresszios valtozast mutattak ki Dardick és mts. (2010) a sdrga husu dszibarack
flavonoid-bioszintézisének vizsgalata soran. A 4CL, DFR és ANS gének folyamatosan csokkend,
mig a PAL, C4H, CHS, CHI ¢és F3H gének egy kis emelkedést kdvetden csokkend expressziot
mutattak az érés soran. Tobb gylimolesfaj esetében és tobb flavonoid-bioszintézis génre
vonatkozodan irtak le az érés soran csokkend génexpressziot: példaul korte esetében a PAL (Steyn
¢és mts., 2004); zold héjszinii alma esetében a CHS, CHI, F3H, DFR, FLS, LAR, ANR ¢és UFGT
(Takos €s mts., 2006) génekre.

Jelentds kiilonbség a két genotipus kozott, hogy a ‘Preventa’ gyiimolcshusa, de kiilondsen
gyiimdlcshéja tobbszords transzkriptum-tartalommal rendelkezik a gyiiméles érésének Korai
szakaszaban a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz képest. A ‘Preventa’ gyiimolcseinek hiis- és
héjszovetében a PAL és CHS enzimeket — a fenilpropanoid- és flavonoid-bioszintézis elsé
enzimeit — feltehetéen kodold gének szintén tobbszoros relativ expresszios értékekkel
rendelkeznek a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz képest. A ‘Preventa’ gyliimdleshusa nagyobb C4H
génexpressziot és flavonoidtartalmat mutatott, mint a ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolcshusa.
Ehhez hasonl6 tendenciar6l szamoltak be Saud és mts. (2009) szamoéca esetében.

A ‘Preventa’ tObbszords antioxidans kapacitas értékeket mutat, mint a ‘Gonci
magyarkajszi’ (Hegediis és mts., 2010). A kiilonbozd polifenolos vegyiiletek azonositasat
kovetden feltételezhetjilk, hogy a ‘Preventa’ gyiimolcshisaban a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz
képest sokkal nagyobb aranyban akkumuldlodo katechin is feleldssé tehetd a két gylimolcs

antioxidans kapacitasaban megmutatkozo kiilonbségért. A katechin a flavan-3-olok csoportjaba
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tartozik. A katechin termeléséhez az alabbi enzimek sziikségesek: PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI,
F3H, DFR ¢s LAR. Ezen enzimeket kodolé gének expresszidjat figyelembe véve a két
kiilonb6zé genotipus hus szovetében megallapithatjuk, hogy a ‘Preventa’ gyakorlatilag
valamennyi génre nézve atlagosan négyszeres relativ transzkriptumtartalommal rendelkezett az
els6 érési allapotban. Feltehetéen ez a transzkriptum-tobblet teheté feleléssé a nagyobb
antioxidans kapacitasért és katechintartalomért. A katechintartalom a ‘Preventa’ gyiimdlcshéjban
¢s —husban az érés soran novekszik, majd kozel véltozatlan marad, mig a ‘Gonci magyarkajszi’
esetében csokken. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a ‘Gonci magyarkajszi’ gyiimolcsében a
katechin kondenzalt tanninok (vagy mas vegyiiletek) keletkezésére hasznalodik fel. A piros héju
‘Cripps Red’ almafajta gylimolcsében is a nagyobb mértékii ANR és LAR génexpresszio
bizonyult feleldsnek a kondenzalt tanninok felhalmozodasaért (Takos és mts., 2006).

A ‘Gonci magyarkajszi’ mezokarpiuma atlagosan két-, haromszoros mennyiségben
tartalmaz epikatechint a ‘Preventa’-hoz képest. Mivel a katechin és epikatechin is a flavan-3-
olok csoportjaba tartoznak, a termelédésiikhoz sziikséges enzimek nagy része azonos, de a LAR
helyett az ANS és ANR enzimek vesznek részt benne. A két genotipus koziil a ‘Preventa’
rendelkezik a nagyobb PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H, DFR, ANS és ANR relativ
transzkriptum-mennyiséggel. Ezért a ‘Gonci magyarkajszi’ gyiimolcsének nagyobb epikatechin-
tartalma feltételezhetoen annak koszonhetd, hogy a ‘Preventa’ esetében elsdsorban az
epikatechinbdl keletkeznek kondenzalt tanninok. Természetesen a flavan-3-olok tovabb
alakulésa, lebomlasa is véalaszt adhat a két genotipus kozott 1athato kiilonbségre.

A gylimdlcsok pirosas feddszinét az antocianin pigmentek felhalmozodasa okozza. A
flavonoid-bioszintézis kései enzimei kozil az ANS ¢és UFGT enzimek termelik az
antocianinokat. Az ANS altal termelt 3-OH-antocianidinek az antocianinok mellett a szintelen
flavan-3-olok iranyaba is tovabb alakulhatnak az ANR enzim hatasara. A ‘Gonci magyarkajszi’
gyiimolcshéjaban antocianinos elszinez6dés lathaté a gyliimdles napsiittte oldalan, mely a 4.
érési allapotban jelenik meg. A ‘Preventa’ gyiimdlcshéj ugyanakkor nem tartalmaz antocianint.
Ezzel szemben az éretlen ‘Preventa’ gyiimolcsok héja nagyobb relativ transzkriptum-
mennyiséggel rendelkezett az ANS, ANR, LAR és UFGT génekre nézve, mint a ‘Gonci
magyarkajszi’ gylimolcshéja. A  ‘Gonci  magyarkajszi’ héjszovetének pigmentaltsaga
feltételezhet6en annak koszonhetd, hogy az UFGT transzkriptuma — bar a ‘Preventa’-hoz képest
kisebb mennyiségben van jelen — a ‘Gdnci magyarkajszi’ ANS, ANR és LAR gének
transzkriptum-mennyiségéhez viszonyitott aranya nagyobb, mint a ‘Preventa’ héjban 1évé UFGT
transzkriptum ANS, ANR és LAR transzkriptumokhoz viszonyitott aranya. Vagyis a ‘Gonci
magyarkajszi’ — a sajat génexpresszidihoz képest — nagyobb UFGT expresszidval rendelkezik,

mint a ‘Preventa’, mely jelenség szerepet jatszhat az antocianin pigmentaltsag kialakitasaban.
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A ‘Preventa’ héjban az ANR és LAR expresszidja nagyobb, mint ‘Gonci magyarkajszi’-
ban. Az antocianin-felhalmozodas idején a CT-szintézis génjeinek transzkriptuma Kkisebb
mennyiségben van jelen (Takos ¢és mts.,, 2006), mint mas flavonoid-bioszintézis gének
transzkriptuma. Ez alapjan, az alma héjszovetéjez hasonloan a CT-bioszintézis és az antocianin-
bioszintézis a kajszi héjaban is eltér6 szabalyozas alatt allnak.

Ugyanakkor az is elképzelhetd, hogy az azonositott UFGT génhomoldg ‘Preventa’
gyiimolcshiisaban nem az ANS enzim altal termelt 3-OH antocianidinek glikozilacigjat
katalizal6 enzimet termel, igy azok az ANR altal a flavan-3-olok irdnyaba alakulnak tovabb. Az
UFGT enzimnek mas gylimolcsok esetében is meghatarozd szerepe van az antocianin-
akkumulaciéban. Az UFGT végzi az antocianidinek glikozilaciojat az antocianinek (szines és
stabil molekuldk) termelése sordn. A fehér bogydju sz6léfajtdk héjaban az UFGT enzim nem
volt kimutathatd, és més gének expresszidja is kisebb mértékii volt a vords héjszinti fajtakkal
Osszehasonlitva (Boss és mts., 1996b). Hasonlo megfigyeléseket tettek Yamazaki és mts. (2002)
petunia vizsgalatakor.

Egyes MYB transzkripcios faktorok a flavonoid-bioszintézist szovetspecifikusan képesek
serkenteni, vagy gatolni kiilonb6z6é ndvényi szovetekben. Lin-Wang és mts. (2010) kimutattak,
hogy a vords gyiimoleshusu alma his- €s héjszoveteiben a MYBI10 transzkripcios faktor a
gylimolcshisban volt jelen nagy mennyiségben, szemben a fehér hasu almaval, melynek
hasszévete nem mutatott nagy MYB10 transzkriptum-mennyiséget. A kajszimintak valos ideji
PCR kisérletében a MYBI10 transzkripcios faktort kodolo gén az érés soran mindkét
szOvettipusban meglehetésen Kis transzkriptum-mennyiséget mutatott. A gylimoélcshéjban a
MYB10 transzkriptum mennyisége novekedett, majd az Otodik érési fazisban csokkend
tendenciat mutatott. Mivel sem a ‘Gonci magyarkajszi’, sem a ‘Preventa’ gylimdlcshusa nem
tartalmaz antocianin pigmentet, a kis MYB10 transzkriptum-mennyiség korrelalt Lin-Wang és
mts. (2010) megfigyeléseivel. Az altalunk vizsgalt MYB tobbszoros transzkriptum-mennyiséget
mutatott az érés soran, mint a MYB10. A ‘Goénci magyarkajszi’ héj a masodik, harmadik és
negyedik érési fazisokban, a gyiimolcshis pedig valamennyi érési fazisban nagyobb
tarnszkriptum-tartalommal rendelkezett a MYB transzkripcios faktorra nézve, mint a ‘Preventa’
gylimolcshéj és -hus. Ezek alapjan — a két genotipust 0sszevetve — nem lathatd Osszefliggés a
kajszi gyltimolesok flavonoid-bioszintézis enzimeihez sziikséges transzkriptum-mennyiség és a
MYB transzkriptum-mennyisége ko6zott sem hus-, sem héjszovetekben. Bar a ‘Gonci
magyarkajszi’ nagyobb relativ MYB expresszioval rendelkezik a héjban, mint a ‘Preventa’, ez a
tobblet nem feltétlenlil magyardzza egyértelmlien a héj antocianinok altali elszinezddését,

ugyanis a kiilonbség nem jelentds mértékd.
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Mindkét kajszigenotipusban a korai érési fazisokban a gylimolesok flavonoidtartalma a
késébbi érési allapotu gylimolesokhoz képest kifejezetten Kicsi. Ez Osszefiiggésbe hozhatd a
nagy korai transzkriptum-tartalommal, amikor is a gyiimdlcsben a flavonoid komponensek
szintéziséhez sziikséges enzimek termelédnek. Az mRNS molekulak rovid életidejii (Singer és
Penman, 1973), a termel6dott flavonoid komponensek viszont stabilabb molekulak. A
gylimolcsok korai érési fazisaban a nagy transzkriptum-tartalom eredményeképpen a flavonoid-
bioszintézis kulcsenzimei szintetizalédnak. A szintetizaldédott enzimek termelik a flavonoid
komponenseket, melyek nagy szerepet jatszanak az antioxidans kapacitas kialakitasaban. A
‘Preventa’ és ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolcshusanak relativ transzkriptum-tartalma, antioxidans

kapacitasa, valamint a mért flavonoid komponensek mennyisége szoros Osszefliggést mutatott.

6.7 A meggy flavonoid-bioszintézisében szerepet jatsz6 gének
expresszios vizsgalata

A meggy — a kajszival ellentétben — altalaban a negyedik, 6todik érési fazisban
rendelkezett a legnagyobb transzkriptum-mennyiséggel. E ndvekedés inkabb exponencialisnak
irhaté le, mint linearisnak. Az érés soran az antocianinos szinez6déssel parhuzamosan emelkedé
mértékll expresszidt mutattak ki piros héju Oszibarackfajtak (‘Akatsuki’ és ‘Flavortop’) CHS,
CHI, F3H, DFR, ANS és UFGT (Tsuda és mts., 2004), piros héja almak CHS, CHI, F3H, DFR,
FLS, LAR, ANR ¢és UFGT (Takos és mts., 2006), kéksz6l6 F3H, F3’H, F3'5'H, FLS, DFR, ANS
¢s UFGT (Castellarin és mts., 2007a,b), afonya PAL, CHS, F3H, DFR és ANS (Jaakola és mts.,
2002) ¢és a Fragaria x ananassa piros szinii gyiimdlcseinek PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H,
DFR, ANS génjei esetén (Saud és mts., 2009). A ‘“VN-1" gyiimdlcshéj nagyobb antocianinos
pigmentaltsagot ¢és kozel tizszeres C4H transzkriptum-mennyiséget mutatott a negyedik érési
fazisban, mint a ‘Pipacs 1’ gyiimélcshéj, ami szintén megegyezik a F. ananassa-ban kimutatott
tendenciakkal.

A ‘VN-1" gytimdlcshisa esetében a valos idejii PCR kisérletek eredménye — a tobbi
adatsorral Osszevetve — nem tiinik megbizhatonak. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a “VN-1’
gyiimdlcse tartalmaz egy vagy tobb olyan komponenst, melyekt6l az alkalmazott RNS-izolalasi
eljaras soran nem sikeriilt megszabadulni, és gatoltak a CDNS szintézisét és/vagy a PCR-t.

Papp ¢és mts. (2010) jellemezték a ‘VN-1" és ‘Pipacs 1’ gylimolcsok antioxidans
kapacitasat. A ‘Pipacs 1’ gyiimdlcsében nagyobb antioxidans kapacitas értékeket és C-vitamin-
tartalmat, a ‘VN-1" gyiimolcsében nagyobb antocianintartalmat mutattak ki. A “VN-1’

.....

1’ gyiimdlcs Kis antocianintartalmahoz az antocianin-bioszintézis gének kisebb expresszidja
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tarsul. Korabbi kisérleteinkben (Papp és mts., 2010) a ‘Pipacs 1’ gyiimélcsében a PAL, CHS,
DFR és ANS gének kifejezddését vizsgaltuk nem kvantitativ PCR-rel. Mind a négy gén
expressziot mutatott a gyiimolcs héj- és husszovetében, ezért feltételeztiik, hogy a mérsékelt
antocianin pigmentaltsag kialakulasanak hatterében mas gének (pl. UFGT) illetve szabalyozé
elemek (pl. transzkripcidés faktorok) expressziojdnak hidnya vagy valamelyik gén
expresszidjanak csokkent mértéke allhat.

Ennek tisztazasa érdekében valos idejii PCR technikdval megvizsgaltuk a ‘VN-17 és
‘Pipacs 1’ gyiimolcesoket 6t kiilonb6zé érési allapotban. A ‘Pipacs 17 gyiimoleshéj Kisebb PAL,
C4H, CHS, CHI, DFR, F3’H és ANS transzkriptum-tartalommal rendelkezett, mint a “VN-1’,
ami osszhangban van a ‘Pipacs 1> kisebb antocianintartalmaval. Oszibarack esetében az
antocianin kialakulasat meghatarozo géneknek a CHS és DFR bizonyultak, mert a piros héju
gylimolcshoz képest a fehér szinii fajtdk héjaban nem volt kimutathaté CHS és DFR expresszid
(Tsuda ¢és mts., 2004). Az antocianin pigmenteket nem tartalmazd, vagyis fehér gylimolcsii
szamoéca (Fragaria chiloensis) szamos (PAL, C4H, CHS, CHI, F3H, ANS és UFGT) génre nézve
kisebb expressziot mutatott, mint a piros gyiimolcsii F. ananassa (Saud és mts., 2009). Narancs
esetében a hagyomdanyos €s vérnarancs kozotti kiilonbség kialakitdsdban szintén szerepe lehet a
PAL, CHS, DFR ¢és ANS géneknek (Licciardello és mts., 2008).

A MYB10 transzkripciés faktor expresszidjaban szembetiind kiilonbség, hogy a ‘VN-1’
gylimolcshéj valamennyi érési fazisban tobbszorés MYB10 expressziot mutat, mint a ‘Pipacs 1’
gyiimolcshéja. Ezzel egylittesen nagyobb a fent emlitett gének (PAL, C4H, CHS, CHI, DFR,
F3’H és ANS) expresszidja is. Ezzel az dsszefiiggéssel megegyez0 tendenciat irtak le Lin-Wang
és mts. (2010): két kiilonbdz6 antocianin pigmentaltsagot mutatd cseresznye eltéré CHS, ANS és
MYB10 expressziot mutatott. A festlevil ‘Stella’ gyiimdlese az érés soran tobbszoros CHS, ANS
¢s MYB10 transzkriptumbeli mennyiséget mutatott, mint a sarga gyiimdlcshasu ‘Rainier’ fajtaé.
MYB transzkripcios faktorok antocianin-bioszintézist szabalyozd szerepét tobb gylimolcsfaj
esetében igazoltak (Azuma és mts., 2007; Cultrone ¢és mts., 2010; Espley €s mts., 2007).

A ‘Pipacs 1’ héj viszont nagyobb F3H expresszioval rendelkezett, mint a ‘“VN-1°, ami
alapjan feltételezhetd, hogy mig a ‘VN-1° gyimoélcsében a flavonoid-bioszintézis az
antocianinok képzoédése iranyaba van eltolva, a ‘Pipacs 1’ gyiimdlcsében szintelen flavonoidok
keletkeznek, melyek hozzajarulnak a gylimoles antioxidans kapacitasanak kialakitasahoz. A
Budapesti Corvinus Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszékén a ‘Pipacs 1° meggy genisztein-
tartalmat mutattak ki (Abranko és mts., 2011b), ezért a kozeljovében érdekes kutatasi tertilet

lehet az izoflavonoidok bioszintézisének vizsgalata meggyfajtakban.
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6.8 A kajszi néhany polifenolos komponensének azonositasa

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimolcshéjban tobbek kozott kvercetin-hexozidot
¢és rutint mutattunk ki, ami megegyezik Ruiz és mts. (2005a), Dragovic-Uzelac és mts. (2005) és
Garcia-Viguera és mts. (1994) eredményeivel. A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’
gylimolcseiben azonositott naringenin-hexozidot elsé izben mutattuk ki kajszi gytimolesbél (4.
tablazat). A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimolcshéjban legnagyobb mennyiségben
katechint ¢és epikatechint mutattunk ki hasonléan mas fajtdkra vonatkozd korabbi adatokkal
(Dragovic-Uzelac és mts., 2005; Pascual-Teresa és mts., 2000; Arts és mts., 2000; Garcia-
Viguera és mts., 1994).

Ruiz és mts. (2005a), Dragovic-Uzelac és mts. (2005), Pascual-Teresa és mts. (2000), Arts
és mts. (2000), Moeller és Herrmann (1983), valamint Garcia-Viguera és mts. (1994) a vizsgalt
kajszi gylimolcsoket — veliink ellentétben — nem szeparaltak kiilon héj- és husszdvetekre.

Az altalunk kimutatott flavonoid komponensek (kvercetin-hexozid, rutin, naringenin-
hexozid, katechin és epikatechin) relativ mennyisége az érés soran altalaban novekvd, majd
csokkend tendenciat mutatott. Ezzel szemben Dragovic-Uzelac és mts. (2007) eredményei
szerint a vizsgalt kajszifajtak gylimolcseiben mérhetd polifenolos vegyiiletek (hidroxifahéjsav-
szarmazék, flavanol és flavonol) mennyisége az érés elsé felében csokkent, majd a masodik
felében nem mutatott jelentds valtozast.

Mayr és mts. (1995) ‘Golden delicious’ almafajta fenolos vegyiileteinek mennyiségét
vizsgaltak a gylimoélcs érése sordn. A vizsgalt almafajtdk fenolos vegyiileteinek mennyisége a
gyimolcs félérett allapotaig novekedett, majd az érés tovabbi szakaszain csokkent, mely
tendencia egyezést mutat a ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimolcseiben Kimutatott
tendenciaval. Mayr és mts. (1995) eredményeivel ellentétben a Burda €s mts. (1990) altal
vizsgalt almafajtak gylimdlcseinek fenolosvegyiilet-tartalma az érés soran a Dragovic-Uzelac és
mts. (2007) altal kimutatott tendencidval mutat hasonldsagot.

A ‘Gonci magyarkajszi’-ban és ‘Preventa’-ban kimutatott flavonoid komponens-tartalom
érés alatti novekedését kovetd csokkenéstdl az afonya gylimdlces flavonol (kvercetin és miricetin)
tartalmanak valtozasa is eltért: az éretlen gylimolcsben tet6zott, majd az érés soran fokozatosan
csokkent (Jaakola és mts., 2002). A fenolos vegyiiletek mennyiségének csokkenését figyelték
meg guava, banan, mango és datolya gylimdlcsok érése soran is (Bashir €s Abu-Goukh, 2003).

A katechin és az epikatechin erés antioxidansok (Salah és mts., 1995; Cabrera és mts.,
2006; Meyer és mts., 1998). A ‘Preventa’ gylimolcsok mezokarpiumaban nagy relativ katechin-
tartalmat sikeriilt kimutatnunk. A ‘Gonci magyarkajszi’ gylimdlcsok mezokarpiumaban az
epikatechin-tartalom mutat nagy mennyiséget. A ‘Preventa’ gyiimdlcsok mezokarpiumanak

relativ  katechintartalma tobb mint kétszerese a ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolcsok
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mezokarpiumaban kimutatott relativ epikatechin-tartalomnak. Ez a kiilonbség hasonlit a
gylimdlcshus antioxidans kapacitasaban kimutatott kiilonbséghez (11. abra).

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyliimolcsok héjszoveteinek kvercetin-hexozid, rutin
és naringenin-hexozid tartalma kozel azonos. A ‘Gonci magyarkajszi’ héjszovete az érés soran
el0szor tiz-, majd Otszor nagyobb mennyiségben tartalmaz epikatechint, mint a ‘Preventa’. Az
érett ‘Preventa’ gyiimolcsok héjszovete haromszoros, gyiimolcshéja tizenkétszeres katechin-
tartalommal rendelkezik a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz képest. A kajszigylimdlcsben azonositott
polifenolos vegylileteknek szerepe lehet az egészség-megorzeés terén. A katechinrdl kimutattak,
hogy ha gyiimolcsfogyasztas révén keriil az emberi szervezetbe, hatékonyan véd a felsd
emésztOszervi daganatok kialakulasaval szemben (Arts et al.,, 2002). Mindezek alapjan a

‘Preventa’ gyiimdlcsének egészségre gyakorolt hatdsa részletesebb vizsgalatokat érdemel.
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7 Uj tudomanyos eredmények

1. A flavonoid-bioszintézis kulcsenzimeit kodolo homolog génszekvenciak alapjan PCR-
primereket terveztiink, majd jellemeztiik ¢ primerek alkalmazhatosagat kajszi és meggy

gylimolcs vizsgalatara

2. Osszesen 19 kajszi és 10 meggy flavonoid-bioszintézis gén részleges DNS-szekvenciajat

hataroztuk meg.
3. A szekvenciak alapjan a valos idejii PCR kisérletekhez alkalmas primereket terveztiink.

4. Hatékony protokollt dolgoztunk ki a kajszi €¢s meggy gylimdlcsok valos ideji PCR
vizsgalatara (megfelelé RNS-kivonds, genomi szennyezddés befolyasold hatasanak

értékelése, referenciagén kivalasztasa, reakciokoriilmények optimalizalasa).

5. Igazoltuk, hogy a két kajszi genotipus héjszovete nagyobb antioxidans kapacitas értékkel
bir, mint a gyiimdlcsok mezokarpiuma. A gyiimdlcsok érése sordn az antioxidans
kapacitas érték ‘Gonci magyarkajszi’ esetén altalaban csokkend, mig ‘Preventa’ esetén

novekvd tendenciat mutatott.

6. Igazoltuk, hogy a kajszi és meggy flavonoid-bioszintézis génjeinek expresszidja az érés
soran eltérd tendencia mentén valtozik: a kajszi esetében az éretlen (kisméretii, zold)

gyumolcsben a legnagyobb, a meggy esetében a teljes érettség eléréséig novekszik.

7. Kimutattuk, hogy a ‘Preventa’ gyiimélcs kiemelkedd antioxiddns kapacitdsanak
kialakitasahoz szamos gén (PAL, C4H, CHS, CHI, F3H, F3 'H, DFR, ANS, ANR és LAR)
hozzajarul, melyek a legkorabbi érési allapotban jelentdsen nagyobb expressziot
mutatnak, mint a ‘Gonci magyarkajszi’ esetében. A MYB és MYBI0 transzkripcios
faktorok szerepe valoszinilisithetd a meggy antocianin-bioszintézisének transzkripcios

szintli szabalyozéasaban.

8. HPLC-ESI-(Q)TOF MS kapcsolt rendszer alkalmazasaval meghataroztuk, hogy a
‘Preventa’ nagy antioxidans kapacitdsa — legalabb részben — a gyiimdlcshis nagyobb
katechintartalmanak koszonhetd, ami a Kkatechin-bioszintézisben résztvevé gének

nagyobb mértékii expressziojanak kdvetkezménye.
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8 Osszefoglalas

Epidemiologiai tanulmanyok sokasaga igazolta, hogy a ndvényi taplalékok fogyasztisa
szamos degenerativ betegség kialakulasat gatolja. A gylimdlcsok egészségveédd hatdsat ma mar
csonthéjas fajok esetében is egyre jelentésebb mértékben kapcsoljadk az antioxiddns hatdsu
polifenolos vegyiiletekhez. Az antioxiddns kapacitas kialakitdsdhoz jollehet szdmos vegyiilet
hozzajarul, a polifenolos vegyiiletek szerepe meghatarozonak tiinik. A kiilonb6z6 gyiimolcsfajok
termésére igen eltérd polifenol-Osszetétel jellemzd. Korabbi vizsgalatok igazoltdk, hogy
ugyanazon fajon belill a fajtak kozott is oridsi mértéki eltérések mutathatok ki az Gsszes
polifenol-tartalomban és antioxidans kapacitasban.

Munkank soran a kajszi (Prunus armeniaca) és meggy (Prunus cerasus) gylimolcs
flavonoid-bioszintézisét jellemeztiik molekularis biologiai eszk6zokkel. Céljaink kozé tartozott a
flavonoid-bioszintézis kulcsenzimeit kodold gének azonositasa ebben a két fajban, illetve az
egyes gének expresszidjanak O0sszehasonlitd vizsgalata az érés folyaman ¢€s eltéré antioxidans
kapacitast gylimolesot add genotipusok (‘GOnci magyarkajszi® és ‘Preventa’ kajszi, illetve ‘VN-
1’ és ‘Pipacs 1’ meggy) esetében.

A mintaszedés Ot érési allapotban tortént, melyeket a gylimolcsméret, -tomeg, oldhatd
szarazanyag-tartralom és szinparaméterek alapjan jellemeztink. A kajszi és meggy
mintasorozatokbol a PCR és valos idejii PCR kisérletekhez forré borsavas extrakcidval
megfeleld mindségii RNS-oldatot izolaltunk, majd az RNS-oldatokbol cDNS-oldatokat
készitettiink. Az NCBI GenBank és az ¢szibarack EST on-line adatbazisokban talalhat6 ortolog
génszekvencidk alapjdan PCR-primereket terveztink a flavonoid-bioszintézis utvonal
kulcsenzimeit kodold génekre, majd megvizsgaltuk e primerek alkalmazhatosagat a kajszi és a
meggy esetében. Az amplifikalt szakaszokat klonoztuk, és meghataroztuk DNS-szekvenciajukat.
Osszesen 19 kajszi és 10 meggy flavonoid-bioszintézis gén részleges DNS-szekvencidjat
hataroztuk meg.

A szekvencidk alapjan ,,assay’specifikus primereket terveztiink, hogy a valos idejii PCR
kisérleteket azonos kisérleti koriilmények kozott végezhessiik el. Kiilonb6zo referenciagéneket
teszteltiink, melyek koziil az RP-11 gén mutatta a legnagyobb stabilitast. A cDNS oldatok genomi
DNS-t6l vald6 mentességének ellenérzésére PCR ¢€s valds idejii PCR technikdkon alapuld
modszereket dolgoztunk ki. Meghataroztuk a valos idejii PCR kisérletek optimalis koriilményeit
(pl. cDNS-mennyiség, primer- és MgCly-koncentracid). Az ,assay”-specifikus primerek
felhasznalasaval, valos idejii PCR technika segitségével jellemeztiik azon gének expresszidjanak
idobeli valtozasat az egyes érési fazisokban, melyek feltételezhetben szerepet jatszanak a

vizsgalt novények flavonoid-bioszintézis folyamataban.
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Minden minta-el6készités és reakcid azonos koriilmények kozott zajlott, igy a valds ideji
PCR kisérletekbdl szarmazé adatok kiértékelésekor lehetdségiink nyilt az adatok egylittes,
egymashoz képesti bemutatasara. A kajszigyiimolcs elsé és masodik érési fazisaban nagy
transzkriptum-mennyiséget mutattunk ki, ami az érés soran csokkent. A ‘Preventa’ nagyobb
transzkriptum-tartalommal (PAL, C4H, CHS, CHI, F3H, F3’H, DFR, ANS, ANR és LAR)
rendelkezett, mint a ‘Gonci magyarkajszi’, kiilondsen a gyiimolcshéjban.

Meggy vizsgalatakor az antocianinban gazdag ‘VN-1" gyiimélcshéj PAL, C4H, CHS, CHI,
F3’H, DFR és ANS transzkriptum-tartalma meghaladta a kisebb antocianin-tartalmt ‘Pipacs 1’
héj értékeit. A MYB és MYBI0 transzkripcios faktorok szerepe valdsziniisithetd a meggy
antocianin-bioszintézisének transzkripcidés szintli szabalyozasdban. A meggy érése soran
novekvé transzkriptum-mennyiséget mutattunk ki, ami korrelalt az antocianinos pigmentaltsag
kialakulasaval. Valamennyi mintasorozaton beliill Osszességében a ‘Preventa’ és ‘VN-1°
héjszoveteiben mutattuk ki a legnagyobb relativ génexpressziokat.

Elvégeztiik a kajszi mintasorozatok antioxidans kapacitasanak jellemzését FRAP, TEAC és
TPC (Folin-Ciocalteu) modszerek alkalmazasaval. Megerésitettik a  két  kiilonbozo
kajszigenotipus eltérd antioxidans kapacitasat ¢és Osszpolifenol-tartalmat. A ‘Preventa’
gylimdlcshéj és -hiis nagyobb antioxidans kapacitast mutatott a ‘Gonci magyarkajszinal’, a
legnagyobb értékeket a ‘Preventa’ héjaban mutattuk ki. A ‘Preventa’ kiilonb6z6 szdveteiben
nott, a ‘Gonci magyarkajszi’ szoveteiben Osszességében csokkent az antioxidans kapacitas a
gylimolcsérés soran.

HPLC-ESI-(Q)TOF MS kapcsolt rendszer alkalmazasaval meghataroztuk a kajszi 6
flavonoid komponenseit €s azok relativ mennyiségét. A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’
gyiimolcsokben kvercetin-hexozid, rutin és naringenin-hexozid (elsé izben mutattuk Ki
kajsziban) mellett katechin és epikatechin komponenseket talaltunk legnagyobb mennyiségben.
A ‘Preventa’ nagy antioxidans kapacitisa — legaldbb részben — a gyiimdlcshis nagyobb
katechintartalmanak kdszonhetd, ami a flavanol-bioszintézisben feltételezhetéen résztvevo gének
nagyobb mértékii expressziojanak kdvetkezménye.

Doktori munkdm sordn els6ként azonositottuk azokat a géneket, melyek nagy
valosziniiséggel a kajszi és a meggy flavonoid-bioszintézisének kulcsenzimeit kodoljak,
valamint informaciot adtunk ezen gének relativ expresszids valtozasarol a gyiimolcsérés soran.

Foltartuk az eltérd antioxidans kapacitas kialakitasanak hatterében 4ll6 géneket.
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9 Summary

Epidemiological studies confirmed that a fresh plant-based diet prevents the aetiology of
several diseases. The health-promoting effects of stone fruits are now widely attributed to their
high contents of antioxidant polyphenolics. Although many different compounds contribute to
the antioxidant capacity of fresh fruits, polyphenolics are supposed to have a decisive role. Fruits
of different species show great variations in their polyphenolic composition. In addition, earlier
studies revealed that huge intraspecific variations (differences in polyphenolic composition in
fruits of different cultivars of the same species) in the polyphenolic contents and antioxidant
capacity can be also detected.

This study was carried out to characterize the flavonoid biosynthesis pathway of apricot
(Prunus armeniaca) and sour cherry (Prunus cerasus) at the molecular level. We wanted to
identify the genes encoding the key enzymes of flavonoid biosynthesis in these species and
characterize their expression throughout ripening and in fruits of genotypes differing in
antioxidant capacity (‘Gonci magyarkajszi’ and ‘Preventa’ apricot, as well as “VN-1’ and ‘Pipacs
1’ sour cherry).

Fruits were harvested at five different ripening stages characterized by fruit sizes, fruit
weight, soluble solid content and colour indices. For PCR and real-time PCR, RNA was isolated
using a hot borate extraction procedure and RNA was reverse transcribed into cDNA. To amplify
the genes encoding the key enzymes in flavonoid biosynthesis, PCR primers were designed from
homologous gene sequences retrieved from the NCBI GenBank and peach EST on-line
databases. Suitability of the primers was tested by the amplification of apricot and sour cherry
DNA. The amplicons were cloned and sequenced. Partial DNA sequences of 19 apricot and 10
sour cherry flavonoid biosynthesis genes were determined.

Based on these sequences, assay-specific primers were designed for real-time PCR analysis
in order to have the possibility to compare the results of all reactions. Several reference genes
have been tested and RP-I11 (RNA polymerase 1l) was found to have the most stable expression.
PCR- and real-time PCR-based methods have been elaborated to check whether the cDNA
solutions are free from residual genomic DNA contamination. All reaction conditions (e.g.
cDNA quantity, primer and MgCl, concentrations) were optimized for the real-time PCR. The
assay-specific primers were used for real-time PCR analysis of the flavonoid biosynthesis genes
to characterize their expression throughout the ripening process of different fruits.

Since preparation of all samples and conditions of each reaction were identical, data of the
real-time PCR analysis could be pooled for a collective analysis and comparison. We detected
high transcript abundance in the first and second ripening stages of apricot fruit, which decreased
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during subsequent ripening stages. Fruits of ‘Preventa’ were characterized by higher relative
transcript quantities for several genes (PAL, C4H, CHS, CHI, F3H, F3’H, DFR, ANS, ANR és
LAR) as compared with the fruits of ‘Gonci magyarkajszi’, especially in fruit skin.

The transcript abundance of PAL, C4H, CHS, CHI, F3’H, DFR and ANS in the fruit skin of
‘VN-1" sour cherry (characterized by high anthocyanin content) exceeded the respective
quantities in the skin of ‘Pipacs 1’ (containing less anthocyanins). Transcription factors MYB
and MYB10 are likely to take part in the transcriptional regulation of some sour cherry flavonoid
biosynthesis genes. The abundance of transcripts in sour cherry fruits increased throughout the
ripening process, which was closely correlated with the evolution of anthocyanic pigmentation.
Comparing all results, the highest relative gene expression values were detected in the fruit skin
of ‘Preventa’ and “VN-1".

The antioxidant capacity of the tested apricot genotypes was determined using three
different methods (FRAP, TEAC and TPC). Our results confirmed the great difference between
the antioxidant capacity and total phenolic content of the two . Fruit skin and flesh of ‘Preventa’
had higher antioxidant capacity than those of the ‘Gonci magyarkajszi’; the highest values were
measured in the skin of ‘Preventa’ fruit. In general, fruits of ‘Preventa’ showed increasing, while
those of ‘Gonci magyarkajszi® exerted decreasing antioxidant capacities throughout the ripening
process

A hyphenated HPLC-ESI-(Q)TOF MS technique was used to identify the main flavonoid
components in apricot and determine their relative quantities. Quercetin-hexoside, rutin,
naringenin-hexoside (first time detected in apricot) as well as catechin and epicatechin were
identified in higher quantities in apricot fruits. We concluded that the outstanding antioxidant
capacity of ‘Preventa’ is, at least partly, due to the high catechin contents in fruit flesh, which is
a consequence of the elevated expression of genes involved in the flavanol biosynthesis.

The most innovative parts of my PhD work are the following achievements: we were the
first to identify the most important putative flavonoid biosynthesis genes in apricot and sour
cherry and characterize their expression throughout the ripening process of fruits. We have also
identified some differently expressed genes that might be responsible for the high antioxidant

capacity.
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A Kkajszi mintasorozatokon mért relativ génexpresszios értékek szinkodos abrazolasa. A ‘Preventa’ gylimolcsokben mért értékeknek megfeleltetett szinek a koriv felso, a ‘Gonci magyarkajszi’
esetében a koriv alsé felében talalhatok. A gyiimolesok héjszovetében mért relativ génexpresszios értékeknek megfeleltetett szinek a kor jobb, a gyiimdleshushoz tartozo értékek a kor bal
oldalan foglalnak helyet. A kisebb relativ génexpresszios értékekhez vilagosabb, a nagyobb értékekhez sotétebb szin tartozik. A szinskalat 150 kiilonb6z6 arnyalatra osztottuk. Egy vizsgalt
gén relativ expressziojanak valtozasat egy korcikkben tiintettiik fel. A legbelsd mez0 a teljesen éretlen (1. érési allapot), mig a legkiilsé mez6 az érett (5. érési allapot) értékeit reprezentalja.
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A meggy mintasorozatokban mért relativ génexpresszios értékek szinkddos abrazolasa. A ‘Pipacs 1’ gyliimdlcseiben mért értékenek megfeleltetett szinek a koriv fels6, a “VN-1" esetében a
koriv also felében taldlhatok. A gylimdlcsok héjszoveteiben mért relativ génexpresszids értékeknek megfeleltetett szinek a kor jobb, a gylimolcshushoz tartozo értékek a kor bal oldaldn
foglalnak helyet. A kisebb relativ génexpresszios értékekhez vilagosabb, a nagyobb értékekhez sotétebb szin tartozik. A szinskalat 150 kiilonboz6 arnyalatra osztottuk. Egy vizsgalt gén relativ
expresszidjanak valtozasat egy korcikkben tiintettiik fel. A legbelsé mez6 a teljesen éretlen (1. érési allapot), mig a legkiils6 mez6 az érett (5. érési allapot) értékeit reprezentalja. ja.
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