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1. A MUNKA ELOZMENYEI

Epidemiologiai tanulméanyok sokasdga igazolja, hogy az antioxidans vegyiiletekben
gazdag novényi taplalékok szamos degenerativ betegség kialakulasat gatoljak. A gyiimdlesok
egészségveédd hatasat ma mar csonthéjas fajok esetében is egyre jelentésebb mértékben
kapcsoljak az antioxidans hatast polifenolos, flavonoid vegylletekhez. A kiilonb6zo
gyiimolcsfajok termésére igen eltérd polifenol-Osszetétel jellemzd. Korabbi vizsgalatok
igazoltak, hogy ugyanazon fajon beliil a fajtak kozott is oridsi mértékii eltérések mutathatok ki
az Osszes polifenol-tartalomban ¢és antioxidans kapacitasban. Az egészséges taplalkozas
forrasai lehetnek a nagy antioxidans kapacitdsu gyiimolcsok, melyek funkcionalis
¢lelmiszerek eldallitasahoz is felhasznalhatok. Az antioxiddns kapacitas kialakitasdhoz
jollehet szamos vegyiilet (aszkorbinsav, karotinoidok, betalainok stb.) hozzéjarul, a
polifenolos vegyiiletek szerepe meghatarozonak tinik.

Novényi szovetekben a polifenolok kozé tartozd flavonoidok és fenolos savak
kialakulasa a fenilpropanoid utvonalhoz kotodik. A bioszintézis soran az aromas aminosav, a
fenilalanin el8szor fahéjsavva, majd p-kumarsavva és p-kumaroil-CoA-va alakul. Ez utobbi a
sztilbének, auronok, ligninek, valamint a fahéjsav- és benzoesav-szdrmazékok kiindulési
vegyiilete. A fahéjsav- és benzoesav-szarmazékok szdmos gylimdlcs antioxidans
kapacitdsanak dont6 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. petinia, szamoca, afonya, rdzsa, sz616, narancs, alma,
korte, dszibarack — flavonoid-bioszintézisét vizsgaljak. Disznovények esetén az antocianin-
bioszintézis moddositdsa oridsi gazdasagi lehetdségeket rejt magaban, mert ilyen médon
eldallithatok kiilonleges viragszinii valtozatok. Erre példa az EU-ban egyediiliként
termesztésre engedélyzett transzgénikus novény, a kék virdgszinli ‘Moonlite’ szegfiifajta.
Eheté novények esetében is sor keriilt a karotinoid- vagy flavonoid-bioszintézis ttvonal
modositasara (pl. aranyrizs, karotinoidtermel6 burgonya stb.). Egyes novényfajok — pl. ludfii,
sz616, alma, dszibarack— teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa el@segiti a bioszintézis
utvonalak alaposabb megismerését ¢€s szabalyozasanak felderitését. Ugyanakkor mas
csonthéjas gylimolcsfajok (pl. kajszi és meggy) flavonoid-bioszintézisével kapcsolatos
informécio munkénk kezdetekor még nem allt rendelkezésre.

A BCE Genetika ¢s Novénynemesités Tanszéken célul tiiztiikk ki a kajszi és a meggy

gylimolcsének flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszo gének azonositasat és jellemzését. A



Tanszék nemesitési programja kiterjed olyan kiemelkedéen nagy polifenol-tartalommal
rendelkezd igéretes kajszifajtdk eldallitasara, melyek szdmos maés agrondmiai szempontbol
(pl. koronaforma, gylimolcsméret, iz, kdrokozokkal szembeni ellenallosag stb.) is kedvezd
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A Tanszék rendelkezésére all6 génbanki anyagok beltartalmi
vizsgalatat (antioxidans kapacitas mérése €s polifenolos komponensek azonositdsa) a BCE
Alkalmazott Kémia Tanszékkel egyiittmiikddve végezziik. Magyarorszdg a meggytermesztés
¢és a genetikai tartalékok (tajfajtdk) szempontjabol vilagviszonylatban is fontos orszag. Az
elmult évtizedekben szdmos perspektivikus fajtat és fajtajeloltet allitottak eld szelekcids
nemesitésssel. Ezek koOzott a nagy antocianintartalmu gyilimolcsot termd  fajtaktol,
fajtajeloltektél az antocianinban szegény, vilagos gylimolesti fajtdkig szamos valtozat
fellelhetd. Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy nemcsak a festdlevili, de az antocianinban
szegény gylimdlcsok antioxidans kapacitasa is kiemelkedd lehet bizonyos fajtak esetében.
Egy nemesitési programban bizonyos tulajdonsagok (pl. a meggy gylimdlcshisanak
antocianin-tartalma) 6roklédése csak a keresztezés utan 4-6 év elteltével valik értékelhetové.
Ennyi id6t vesz igénybe, amig a hibrid magoncokbol termdképes fa fejlodik. A szdmos
elérendd agrondmiai tulajdonsag optimalis kombinacidja a perspektivikus fajtajeldltekben
rdadasul nem ritkdn tobb keresztezést kovetel, ami igen nagymértékben megnyujtja a fajta-
eléallitas idejét. Ebben jelentene Oriasi eldrelépést, ha a kivant tulajdonsdgokhoz kapcsolt,
DNS-alapti markereket sikeriilne kifejleszteni. Ezek felhaszndlasdval megvalosithatod lenne a
markerekre alapozott szelekcid (MAS), ami Oriasi koltség- és energiamegtakaritast jelenthet a
gylimdlcsnemesitd miihelyek szamara. Ilyen marker eldallitdsdhoz azonban a flavonoid-

bioszintézis Ut alapos ismerete sziikséges.



2. CELKITUZESEK

Munkank soran a kovetkezd célokat thiztik 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 szekvencidk alapjan a valos idejii PCR kisérletekhez megfeleld primerek tervezése.

4, A gylimolcsmintak valds idejii PCR technikéaval vald vizsgalatanak optimalizalasa
(RNS-kivonas, genomi szennyez6dés befolyasold hatasanak értékelése, referenciagén
kivalasztasa, reakciokoriilmények optimalizalasa).

5. Felmérni a kajszigylimélcs antioxidans kapacitasdnak valtozésat az érés folyaman,

eltéré gylimolcsrészek és genotipusok szerint.

6. Jellemezni a flavonoid-bioszintézis kulcsenzimeit kodold gének expressziojat az egyes
érési fazisokban két kiilonbozd antioxidans kapacitdsu gyiimdlcsot termd kajszi és

meggy genotipus esetében.
7. Azonositani az eltérd antioxidans kapacitas hatterében allo géneket.

8. A kajszi mintasorozatok f6 flavonoid komponenseinek mindségi €és mennyiségi
vizsgalata HPLC-ESI-(Q)TOF MS kapcsolt rendszer alkalmazasaval, és ezen adatok

Osszevetése a génexpresszios eredményekkel.



3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Novényanyag és minta-elokészités

Vizsgalatainkhoz hat kajszigenotipust (‘Auréra’, ‘Ceglédi arany’, ‘Gonci magyarkajszi’,
‘Harcot’, ‘Preventa’ és 18/61-es hibrid), tovabba harom meggygenotipust (‘Pipacs 1°,
‘Ujfehértoi fiirtés” és “VN-1" hibrid arufajtik) hasznaltunk fel. A kajszigyiimolesok a
Budapesti Corvinus Egyetem Genetika ¢s Novénynemesités Tanszék szigetcsépi €s soroksari
génbankjabol szarmaztak. A meggyfajtakat az Ujfehértéi Gyiimolestermesztési Kutatd és
Szaktandcsadd Kht. bocsatotta rendelkezésiinkre. A kajszi- és meggy-gylimolcsoket ot
kiilonb6z6é érési stadiumban szedtikk le. Kajszi esetében az egyes érési allapotokra a
kovetkezd fenotipusos jegyek voltak jellemzdek: 1: éretlen, kisméretii, zold szinli gylimdlcs,
2: nagyobb méretli, zold gyiimdles, 3: kozel kifejlett méretli, zold gylimolcs, 4: kifejlett
méretll, szinez6d6 gyiimdlcs, 5: teljesen érett, a fajtara jellemzé méreti és szinli gyiimoles. A
meggy esetében: 1: éretlen, kisméretli, z0ld gyiimdlcs, 2: a piros feddszin megjelenik, 3:
vilagospiros szinli gylimoélcs, 4: nagyobb, intenzivebb piros szinii gyiimdlcs, 5: teljesen érett,
a fajtara jellemzd méretili és szinii gytimolcs.

A mintak eldkészitése a gylimolesok kiilonbozd részeinek szétvalasztasat, és azok
folyékony nitrogénben vald azonnali fagyasztasat jelentette. A kajszi- és meggy-gyliimdlcsok

héjat és hisat hasznaltuk mintaként, melyeket -80°C-on taroltunk.
3.2. Az érési folyamatot jellemz6 paraméterek meghatarozasa

A gylimo6lesok minden érési allapotardl fényképet készitettiink Canon PowerShot S5 IS
tipusu digitalis fényképezdgéppel. A friss gyiimolcsok meéretét (magassag, varratra merdleges
¢s varrattal parhuzamos atmérd), tomegét és szinparamétereit 35 ismétlésben rogzitettiik. A
méreteket digitalis tolomérdvel vettiik fel, mm-ben rogzitettiik két tizedes jegy pontossaggal,
a tomegértékeket g-ban két tizedes jegy pontossaggal. A gylimolesokbdl préselt 1€ oldhatod
szarazanyag-tartalmat (brix értek) digitalis refraktométerrel (ATAGO Corporation, Tokio,
Japéan) mértiik 3-10 ismétlésben.

3.3. DNS- és RNS-izolalas, cDNS-szintézis

A genomi DNS-t meggylevelekbdl DNeasy Plant Mini Kittel vontuk ki. A ‘Gonci

magyarkajszi’, ‘Preventa’, ‘VN-1’ és ‘Pipacs 1’ gylimolcsok héj- és husszoveteibdl forrd



borsavas extrakcid segitségével izolaltuk az RNS-mintdkat. A tisztitott RNS reverz

transzkripcidja soran mintanként azonos mennyiségii, 1000 ng RNS-t hasznaltunk fel.

3.4. PCR-analizis sajat primerekkel

Az NCBI GenBank és EST adatbazisaibol letoltott szekvenciak alapjan az alabbi
enzimeket kodold génekre terveztiink primereket: PAL (fenilalanin-ammoénia-liaz), C4H
(cinnamat-4-hidroxildz), 4CL (4-kumaroil-CoA-ligaz), CHS (kalkon-szintdz), CHI (kalkon-
izomerdz), F3H (flavanon-3-hidroxilaz), F3’H (flavonoid-3 -hidroxilaz), F3’5’H (flavonoid-
3’5 -hidroxilaz), DFR (dihidroflavonol-4-reduktdz), ANS (antocianidin-szintdiz), ANR
(antocianidin-redukzaz), LAR (leukoantocianidin-reduktdz), UFGT (UDP-gliikoz:flavonoid-3-
O-gliikoziltranszferdaz), FLS  (flavonol-szintdz) és  GAPDH  (glicerinaldehid-3-P-
dehidrogendz). A PAL génre a korabban cseresznyére tervezett primerpart hasznaltuk. A
megfeleld mérettel rendelkezd PCR-termékeket az agarozgélbdl izolaltuk, kloztuk és

szekvenaltattuk.

3.5. A valoés idejii PCR

A klénozés soran nyert és az adatbdzisokban talalhat6é szekvencidk alapjan valds idejli
PCR kisérletekre optimalizalt primereket terveztiink. A valds idejii PCR kisérleteket Corbett
Research gyartmanyu Rotor Gene 6000 késziilékben (QIAGEN) végeztiik, mely a kvantitativ
analizis mellett jo felbontasti olvadaspont-analizis (,,Melting Analysis”) funkcidval is
rendelkezik. Munkank soran az EvaGreen® nem szekvencia-specifikus fluoreszcens festéket
hasznaltuk. A genomi DNS szennyezddés befolyasolo hatasanak értékelése érdekében PCR és
valos idejii PCR kisérletekre alkalmas primereket terveztiink. Hat kiilonb6z0 referenciagén
expresszios stabilitasat vizsgaltuk a gyiimolcsok érése soran. A PCR és valos idejii PCR
reakciok kisérleti koriilményeinek optimalizalasat gradiens PCR, az egyes komponensek
optimalis koncentracidinak meghatarozasat higitdsi matrixok segitségével végeztiik. A valds
ideji PCR kisérletek soran keletkezd adatok kiértékelése soran a TOP, valamint PCR-
hatékonysagi értékeket hasznaltuk fel. Ezen adatokat a REST® (,,Relative Expression
Software Tool”) 2009 V2.0.13 program segitségével értékeltiik ki. Az adatok kiértékelése
soran az adatokat illesztettiik (,,data pooling”), igy a relativ expresszids értékek nem csupan

az érés soran, hanem barmely mintasorozatban expresszids értékhez képest is vizsgalhatok.



3.6. Antioxidans kapacitas mérések

A gylimdlcs mintasorozatok antioxidans kapacitasat harom kiilonb6zé mérdmodszerrel;
Osszantioxidans kapacitas (FRAP), dsszpolifenoltartalom mérése (TPC) és trolox ekvivalens

antioxidans kapacitas (TEAC) modszerével hataroztuk meg.

3.7. Egyedi komponensek mérése LC-MS médszerrel

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gylimoleshéj €s -hus mintasorozatokban talalhato
polifenolos vegyiiletek el6zetes vizsgalata mindségi és félmennyiségi szempontok szerint
HPLC-ESI-(Q)TOF MS kapcsolt rendszer segitségével tortént. El6zetes kisérletekr6l 1évén
sz6 nem allt médunkban barmely lehetséges flavonoid komponens azonositasa, valamint az
egyes komponensek pontos mennyiségi meghatarozasa. Az adatok kiértékelése soran az m/z
adatok segitségével ra tudtunk vildgitani a legtobb flavonoid komponensre, azon beliil is az
aglikonra. Korabbi vizsgalatok alapjan néhany komponensre (kvercetin- és kempferol-

szarmazékok) fokuszaltunk.



4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. A kajszi érési folyamatanak jellemzése
A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ kajszifajtdk gyiimdlcseinek érési folyamatat a

szin, méret, tomeg és oldhat6 szarazanyag-tartalom valtozasaval jellemeztiik.

4.1.1. A gyiimolcsok szinének valtozasa az érés folyaman

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

A ‘Preventa’ gyiimoélcseire jellemzé a* és b* értékek valtozasa hasonlitott a ‘Gonci
magyarkajszi’ gylimolcsei esetében mért valtozashoz a gytimdlcs alap-, fedd- és husszinében
egyarant. Mindkét genotipus gytimolcsének kiilonbozé szoveteiben az érés soran az a*, a b*
és a szintelitettség (C*) értékek ndvekvd, mig a szinezeti szog (H°) csokkend tendenciat

mutattak.

4.1.2. A gyiimolesok fejlodését mutaté egyéb paraméterek valtozasa az egyes fejlodési
allapotokban
Az ¢rés korai szakaszaban nagyobb ilitemii ndvekedés figyelhetd meg; a két fajta
novekedése némileg eltérd litemiinek bizonyult. A kajszigyiimolcs oldhatdé szarazanyag-

tartalma folyamatosan novekedett az érés soran.

4.1.3. Az antioxidans kapacitas és 6sszpolifenol-tartalom valtozasa a gyiimolcsfejlodés

soran

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gylimolcsok mezokarpiumaban és héjszovetében
az érés soran valtozo, a két genotipus kozt jelentds kiilonbséget mutatd antioxidans kapacitas
értékeket harom kiilonb6z6 modszerrel — FRAP, TEAC és TPC (Folin-Ciocalteu) —
jellemeztiik. A ‘Preventa’ gylimdlcs antioxidans kapacitasa és Osszfenoltartalma jelentGsen
meghaladta a ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolcsére jellemzd értékeket. A ‘Preventa’
Osszfenoltartalma valamennyi korabban vizsgalt kajszifajta fenoltartalmat jelentés mértékben

meghaladja.



Mindharom mddszer esetén a ‘Preventa’ gyliimolcshéj mutatta a legnagyobb antioxidans
kapacitas értéket. A ‘Preventa’ értékeihez képest atlagosan 50-70 %-kal kisebb antioxidans
kapacitas jellemzi a ‘Gonci magyarkajszi’ héjszovetét.

Az ABTS-gyokfogd kapacitas (TEAC értékek) vizsgalata soran a két kajszigenotipus
gylimolcshusa szintén hasonld értékeket mutatott az érés soran. A FRAP értékek aranya a
‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ éretlen gylimolcseinek mezokarpiumaban hasonlonak
mutatkozott Osszes fenoltartalombeli kiilonbségiikhoz. A két genotipus gyiimdlcshisaban a
FRAP értékek kiilonbsége a késobbi érési fazisokban csokkent, majd a ‘Preventa’ teljesen
érett gyiimolcseiben tobb mint tizendtszordsre emelkedett. Osszességében a ‘Preventa’
gyiimolcshis antioxidans kapacitasa meghaladta a ‘Gonci magyarkajszi’-ra jellemz6

értékeket, kiillondsen az éretlen (1. érési allapot) és érett (5. érési allapoti) gylimolcsdkben.

4.2. A meggy érési folyamatanak jellemzése
A ‘VN-1’ és ‘Pipacs 1’ meggyfajtadk gylimolcseinek érési folyamatat a szin, méret,

tomeg, és oldhat6 szarazanyag-tartalom meghatarozasaval jellemeztiik.

4.2.1. A gyiimolesok szinének valtozasa az érés soran

A ‘Pipacs 1’ gylimdlcshéjaban, az érés korai szakaszan, a zold feddszin mellett
antocianin pigmentaltsag jelenik meg, mig a gyiimdlcshas — a klorofilltartalom miatt — z61d
szinll. Az éretlen ‘Pipacs 1’ gylimoéles szinvaltozasa eltérd mértékli a gyiimdlcshéj és -hus
esetében: a harmadik-negyedik érési allapotii gyiimdles a* és H® értékei sokkal jelentdsebb
mértékli valtozast mutatnak a gylimdlcs feliilletén, mint a gylimdlcshusban, vagyis az
antocianinok eldszor a gylimolcshéjon jelennek meg. A “VN-1° esetében szintén a
gyliimdlcshéj valik elészor pirossa, de a folyamat mar a masodik érési 4llapotban
megkezdddik, amit az alapszin és husszin esetében meghatarozott a* és H° értékek is
szinte megegyeznek a gylimdlcshéj €s hus esetében. Az érett gyiimoleshus L* értékei kozott 1s
jelentds kiilonbség van a “VN-1’ és ‘Pipacs 1’ kozott, az elébbi genotipust sokkal Kisebb
értékek jellemzik. Ennek oka, hogy a “VN-1" egy festdlevii, Morello tipusa meggy s6tétbordd
gyiimolcshussal, mig az Amarella tipust ‘Pipacs 1’ gyliimdlcshiisa 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’ gylimdlcshéjara jellemz6 érték. Ez arra utal,
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hogy a ‘VN-1’ gyiimélcshéj pirosodasa intenzivebb és a korai érési fazisokban nagyobb

mértéki.

4.2.2. A gyiimolcsok fejlodését mutato egyéb paraméterek valtozasa az érés soran

A vizsgalatok soran felhasznalt, kiillonb6z0 genotipusi meggy gyiimdlcsok eltérd
érésmenetet mutattak. A “VN-1’ és ‘Pipacs 1’ gyiimolesok oldhatd szarazanyag-tartalma az
érés soran eltérd tendencia mellett novekedett. A “VN-1" gyiimolcsok oldhaté szérazanyag-
tartalma a negyedik érési fazist kovetden jelentésen megnétt, mig a ‘Pipacs 1’ a harmadik

érési fazisig novekvd, majd csokkend tendenciat mutatott.

4.3. RNS-izolalas kajszi és meggy gyiimolcsokbol

A vizsgalatokba vont kajszi és meggy gyiimolcsok kiilonbozé szoveteibdl torténd RNS-
izolalads a valoés idejii PCR kisérletek egyik meghatarozo lépése. A nagy szénhidrat- és
fenoltartalmt n6vényi mintakbol térténé RNS-izolalasra szamos protokollt fejlesztettek ki az
utobbi évtizedek soran. A kajszi és meggy gyiimdlcshéjbol és -husbol az RNeasy Plant Kit-tel
(QIAGEN), az Asif és mts. (2006) altal kidolgozott, acetonalapt protokollal, a Jaakola és mts.
(2001) altal kidolgozott, CTAB-alapu eljarassal, valamint a Wan és Wilkins (1994) altal
kidolgozott borsavalapu modszerrel kiséreltik meg az RNS-oldat tisztitasat. Valamennyi
protokoll koziil a borsavas extrakcid bizonyult a leghatékonyabbnak, igy 6sszehasonlito
vizsgalatainkhoz ezt hasznaltuk.

Az extrakcidés puffer a borsav mellett tobbek kozott spermidint is tartalmaz. A
spermidin egy poliamin, mely géitolja az RNS-izoldlds soran a nukleinsavak
poliszacharidokkal és fenolokkal valo egylittes izolalasat (Wan és Wilkins, 1994). Az RNS-
oldatokban maradt kis mennyiségli spermidin azonban gatld hatast fejthet ki a PCR soran.
Ezért kisérleteinkben spermidint nem tartalmazé extrakcios puffert hasznaltunk. Elképzelhetd,
hogy a ‘VN-1" gyiimdlcsok mezokarpiuman végzett valos idejii PCR kisérleteket az izolalt
RNS-oldatok nem megfeleld tisztasaga hiusitotta meg. Az RNS-oldatok gélelektroforetikus
mintdzata alapjan a kiilonb6z6 RNS alegységek jol elkiiloniiltek, de Wan és Wilkins (1994)
szerint a spermidint nem tartalmazo extrakcios pufferrel izolalt, kevésbé tisztitott RNS

befolyassal lehet a kés6bbi reakcidokra (cDNS-szintézis, valos idejii PCR reakciok).
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4.4. A kajszi és meggy flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszo gének azonositasa

A vizsgalat els6 1épése a kulcsenzimeket kodold gének teljes vagy részleges DNS-
szekvenciajanak meghatarozasa Vvolt. A felhasznalt kajszigyiimolcsokbél — (‘Gonci
magyarkajszi’, ‘Preventa’, ‘Ceglédi arany’, ‘Harcot’, ‘Aurora’ és 18/61-es hibrid) az alabbi
flavonoid-bioszintézis kulcsenzimek parcialis génszekvencidjat azonositottuk: PAL, C4H,
4ACL, CHS, CHI, F3H, F3'’H, F3’5’H, DFR, ANS, ANR, LAR és UFGT. Szintén kajszibol
izolaltuk a referenciagénként hasznalt a GAPDH gén egy szakaszat. A meggy gylimolcs
(‘VN-1’ és ‘Pipacs 1°) flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszo kovetkezd gének parcialis
szekvenciajat azonositottuk: C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H, F3’5’H, ANR, LAR ¢és UFGT. A

A szekvenciakat homoldgia-keresésnek vetettiik ala az NCBI BLASTn kereséprogram
segitségével. A homologia-keresés soran a szekvencidk nagyfokt hasonldésagot mutattak mas
fajok megfelel6 génszekvencidjaval. Az E=0 vagy nulladhoz kozeli értékek alapjan
feltételezhetd, hogy a meghatarozott szekvenciak valoban a vizsgalni kivant enzimet kodolod
gén szakaszat képezik.

A Kkajszi 4CL, F3’5’H, LAR és GAPDH (referenciagénként hasznaltuk) gének esetében
altalunk meghatarozott szekvencidk a Prunus nemzetségen belill az els§ megismert
szekvencidk. A PAL gént (Pina és Errea, 2008) kivéve valamennyi tobbi vizsgalt génrdl
munkank adta a kajszi faj esetében az elsd szekvenciaismeretet. A meggy 4CL, F3°5°H, LAR,
GAPDH ¢és MYB génszekvencidk a Prunus nemzetségen belill elsd izben valtak ismertté, a

tobbi szekvencia pedig meggy esetében szamit jjdonsagnak.

4.5. A valos idejii PCR kisérletek optimalizalasa

A wvalés idejii PCR kisérletek megbizhatdsaganak biztositdsa érdekében szamos
koriilményt (primerek tapadasi hdmérséklete, primerkoncentracio, cDNS mennyisége, MgCl,-
koncentracio) optimalizaltunk. A wvalos idejii PCR kisérletek soran felhasznalt, célgén-,
valamint assay-specifikus primereket ugy terveztiik, hogy olvadasi hémérsékletiik 65-66 C°

legyen, majd a kisérletek soran a 60 C°-os tapadasi hdmérsékletet hasznaltunk.

4.6. Higitasi matrix

A valos idejli PCR kisérletek soran az optimalis cDNS-mennyiséget, primer- és MgCl,-
koncentraciét higitasi matrixok alkalmazasaval allapitottuk meg. Az 50 ng cDNS
alkalmazésakor megfeleld ciklusszam és amplifikdcios hatékonysag mellett keletkeztek PCR

termékek, igy a cDNS mennyiségét nem ndveltiikk. A nagyobb primerkoncentracié mellett a
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valos idejii PCR kisérletek hatékonysaga novekedett, az olvadaspont analizis ugyanakkor csak
a specifikus PCR termékek keletkezését mutatta, igy a primerkoncentraciot a gyarto altal
ajanlott 0,3 uM-rol 0,6 uM-ra emeltiik. A PCR-oldatok MgCl,-koncentracioja 3 mM-0s. A
PCR-oldatokhoz mért MgCl,-tobblet kismértékben rontotta az amplifikacios hatékonysagot,

igy az eredetileg meghatarozott 3 mM-0s MgCl,-koncentracidé mellett zajlottak a kisérletek.

4.7. Az optimalis referenciagén kivalasztasa

A valos idejii PCR technika a génexpresszid vizsgalatanak hatékony modszere, de
pontossaga az adatok normalizaldsa soran felhasznalt referenciagén expresszids stabilitasan
mulik. Kisérleteink soran kiillonboz6 érési allapotu kajszi és meggy gylimolcsokkel
dolgoztunk, azon beliil is kiilonbozé genotipusokkal. Igy nem volt konnyii olyan
referenciagént taldlni, mely kiillonb6zd érési allapotokban, kiilonbozd fajok és genotipusok,
illetve szovettipusok vizsgalata esetében is stabil expressziot mutat.

Tong ¢és mts. (2009) tizenegy kiilonb6z6 referenciagént teszteltek Oszibarack
gylimélcseiben. A gylimolcsérés soran a TEF-11, UBQ10, TUB, GAPDH, ACT és RP-I1 gének
mutattak stabil expressziot. Marty és mts. (2005) kajszigyiimdlces karotinoid-bioszintézisének
vizsgalatakor a valos idejii PCR kisérletekhez sziikséges referenciagénnek a 26S riboszoémalis
RNS gént valasztottak. Gonzalez-Agiiero és mts. (2009) a DAP (dehidro-dipikolindt-
reduktaz) gén expresszids stabilitdsat hasznaltdk fel a kajszi érése soran kialakuld
aromakomponensek bioszintézisének vizsgalatahoz.

A referenciagének stabilitasara irdnyuld valos idejii PCR kisérletek az ACT, GAPDH,
RP-1I, TEF-1l, UBQ10 ¢és 18S rRNS génekre tervezett szekvenciaspecifikus primerek
felhasznalasaval zajlottak. Az RP-1I gén mutatta a leginkabb stabil expresszidt valamennyi
mintasorozatban. A célkisérletek sordn mind a kajszi, mind a meggy gyiimolcsok kiillonbozo
szOveteibdl késziilt mintasorozatok vizsgalatakor az RP-I1 gént valasztottuk referenciagénnek.
Mivel az 6sszes célkisérlet soran egy referenciagént alkalmaztunk, lehetéség nyilt valamennyi
adat egyiittes elemzésére (,,data pooling”) is.

A kisérletek soran a cDNS szintézis modja — oligo(dT);s vagy random hexamer primer
alkalmazdsa — sem volt befolydssal a relativ génexpresszios értékekre, ami egybevagott

Hansen és mts. (2010) eredményeivel.

4.8. A genomi DNS-szennyezédés hatasanak vizsgalata
Az RNS-, igy a cDNS-oldatokban jelenlevd genomi DNS-rdl szintén amplifikalodhat
fragmentum a qPCR kisérletek soran, ami befolyasolhatja az eredményeket. Ebbdl kifolyolag
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ajanlott a vizsgalt mintakban 1évé genomi DNS eliminédlasa. E célbol az utdbbi években
szamos modszert fejlesztettek Ki. Tapasztalataink szerint az agardzgélbdl izolalt cDNS nem
volt alkalmas PCR-alapt kisérletekre. Gyakran alkalmazott eljaras az RNS-oldatok DN-az I
enzimmel kezelése, majd az enzim hdkezeléssel vald irreverzibilis inaktivalasa. Kisérleteink
soran a DN-4z I enzimmel emésztett RNS-oldatokbol nem sikeriilt PCR reakcidkra alkalmas
cDNS-oldatot késziteni. Ezért olyan modszer kidolgozasa volt sziikséges, mely soran az RNS-
oldat nem karosodik, illetve gDNS-t nem tartalmaz.

A cDNS-oldatok genomi DNS-szennyez6dést6l vald mentességét PCR és valos ideji
PCR technikakkal ellendriztem. Hagyomanyos PCR kisérletekhez olyan primereket terveztem
a GAPDH gén exonrégiodira, melyek két intront zarnak kozre. Igy elméletileg kiilonbozd
méretli terméket kapunk genomi és cDNS templat hasznalatakor. A ¢cDNS templatokon
elvégzett PCR-t kovetden kizardlag az intronokat nem tartalmazo fragmentumméretet
detektaltuk agarozgélen. Egyik esetben sem keletkezett a vart méret mellett eltérd méretii
termék, vagyis a cDNS oldatok nem tartalmaztak genomi DNS-szennyezddést, vagy csak
olyan kis mennyiségben, ami a PCR sordn a reakcioban résztvevd Osszetevokért folyd
kompeticié miatt nem amplifikdlodott jelentdsebb mértékben.

A genomi DNS-szennyezddés kimutatdsara egy uj, valos idejii PCR-en alapuld
vizsgalatot is kidolgoztunk. A kisérletek sordan a LAR ¢és ANR génekre tervezett
szekvenciaspecifikus  primereket hasznaltam fel. A LAR esetén az FI+RI
primerkombinacionak — mivel azok exonrégiokra tapadnak, genomi és cDNS templaton is
sikeres amplifikaciot kell eredményeznie. Mivel az exonrégiora tervezett primerek kozott egy
intronrégio is taldlhato, az intront is tartalmazo fragmentum két modszerrel is kimutathatd. Az
egyik a gélelektroforézis, a masik az olvadaspont-analizis.

Az intront is tartalmazé amplikon olvadasi hdmérséklete nagyobb lesz, mint az intront
nem tartalmazo, rovidebb PCR termék olvadasi homérséklete. A qLAR-F2 primert két
egymast kovetd exonrégiora terveztiik, igy a genomi DNS-t nem képes felszaporitani a PCR
soran. Ehhez hasonlo eljarast alkalmaztak Wong és Medrano (2005). Ha a qLAR-F1+R1 és
gLAR-F2+R1 eltérd expressziot mutatnak, vagy a qLAR-FI1+RI1 primerpart felhasznald
reakcio a kozbezart intronnal nagyobb méretli terméket is nyujt, akkor cDNS-oldataink
genomi DNS-szennyezddést tartalmaznak. Hasonlo elrendezést mutatnak az ANR génre
tervezett primerparok azzal a kiilonbséggel, hogy az exonrégiokra tervezett primerek nem
zarnak kozre intronrégiot. A gANR-R2 primer azonban csak az intront nem tartalmazo, vagyis

cDNS templatra képes tapadni. A qANR-F1+R1 és qANR-FI1+R2 primerparokkal végzett
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valos idejli PCR kisérletek azonos eredményeket mutattak, igy a cDNS oldatok nem
tartalmaztak kimutathaté mennyiségli genomi DNS-szennyezddést.

A valés idejii PCR kisérletek eredménye az expresszios értékek €s az olvadaspont-
analizis, mely utobbi a PCR-termékek olvadasi hdmérsékletének meghatarozasat jelenti. Az
olvadasi gorbék vizsgalata szerint egy reakcidban csupan egyféle PCR-termék keletkezett,
vagyis egyik reakcioban sem keletkezett melléktermék. A két kisérletsorozat értelmében a
cDNS mintdk nem tartalmaztak olyan mennyiségli genomi DNS-szennyezddést, mely
befolyassal lehetett volna a valés idejii PCR reakcidkra, igy a kidolgozott stratégiaval

elkeriilhet6 az RNS-oldatok felesleges DN-az-kezelése.

4.9. A kajszi flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszé gének expresszios vizsgalata

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyilimdlcsok relativ  génexpresszidinak
vizsgalatakor megallapithatjuk, hogy a ‘Preventa’ gylimolcshus €s -héj az elsd érési fazisban
rendelkezett a legnagyobb transzkriptum-mennyiséggel az Osszes vizsgalt gén esetében. A
‘Gonci magyarkajszi’ esetén ez a tendencia nem ennyire egyértelmi, hiszen a his- és
héjszovetben a relativ transzkriptum-mennyiségek az elsé és a mdsodik érési allapotban
tetdznek. A ‘Preventd’-ban mar a korai érési fazisban szintetizalodnak azok az mRNS-ek,
feltételezhetéen mar az éretlen gyiimoles Oridsi mennyiségben tartalmazza a flavonoid-
bioszintézis kulcsenzimeit.

Hasonlé expresszids valtozast mutattak ki Dardick és mts. (2010) a sarga hust
Oszibarack flavonoid-bioszintézisének vizsgdlata sordn. A 4CL, DFR és ANS gének
folyamatosan csokkend, mig a PAL, C4H, CHS, CHI és F3H gének egy kis emelkedést
kovetden csokkend expressziot mutattak az érés soran. Tobb gyiimdlcsfaj esetében és tobb
flavonoid-bioszintézis génre vonatkozoan irtak le az érés soran csokkend génexpressziot:
példaul korte esetében a PAL (Steyn és mits., 2004); zold héjszinli alma esetében a CHS, CHI,
F3H, DFR, FLS, LAR, ANR ¢és UFGT (Takos és mts., 2006) génekre.

Jelentds kiilonbség a két genotipus kozott, hogy a ‘Preventa’ gylimolcshusa, de
kiilonosen gylimolcshéja tobbszords transzkriptum-tartalommal rendelkezik a gylimdlcs
érésének korai szakaszaban a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz képest. A ‘Preventa’ gylimdlcseinek
hus- és héjszovetében a PAL és CHS enzimeket — a fenilpropanoid- és flavonoid-bioszintézis
elsé enzimeit — feltehetden kodold gének szintén tobbszords relativ expresszids értékekkel

rendelkeznek a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz képest. A ‘Preventa’ gyiimdlcshiisa nagyobb C4H
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génexpressziot €s flavonoidtartalmat mutatott, mint a ‘Gonci magyarkajszi’ gylimdlcshusa.
Ehhez hasonl6 tendenciardl szamoltak be Saud ¢s mts. (2009) szamodca esetében.

A ‘Preventa’ tObbszOr0s antioxidans kapacitas értékeket mutat, mint a ‘Gonci
magyarkajszi’ (Hegedls ¢és mts., 2010). A kiilonb6z6 polifenolos vegyliletek azonositasat
kovetden feltételezhetjiik, hogy a ‘Preventa’ gyiimolcshusaban a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz
képest sokkal nagyobb aranyban akkumulalédé katechin is feleldssé tehetd a két gylimoles
antioxidans kapacitasaban megmutatkozé kilonbségért. A katechin a flavan-3-olok
csoportjaba tartozik. A katechin termeléséhez az alabbi enzimek sziikségesek: PAL, C4H,
4CL, CHS, CHI, F3H, DFR ¢és LAR. Ezen enzimeket kodold gének expresszidjat figyelembe
véve a két kiilonbozd genotipus gylimdlcshisdban megéllapithatjuk, hogy a ‘Preventa’
gyakorlatilag valamennyi génre nézve atlagosan négyszeres relativ transzkriptumtartalommal
nagyobb antioxidans kapacitasért és katechintartalomért. A katechintartalom a ‘Preventa’
gylimolcshéjban és —htisban az érés soran novekszik, majd kozel valtozatlan marad, mig a
‘Gonci magyarkajszi’ esetében csokken. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a ‘Gonci
magyarkajszi’ gyiimolcsében a katechin kondenzalt tanninok (vagy mas vegyiiletek)
keletkezésére hasznalddik fel. A piros héju ‘Cripps Red’ almafajta gyiimodlcsében is a
nagyobb mértéki ANR és LAR génexpresszido bizonyult felelésnek a kondenzalt tanninok
felhalmozodasaért (Takos és mts., 2006).

A ‘Gonci magyarkajszi’ mezokarpiuma atlagosan két-, hdromszoros mennyiségben
tartalmaz epikatechint a ‘Preventd’-hoz képest. Mivel a katechin és epikatechin is a flavan-3-
olok csoportjdba tartoznak, a termelddésiikhoz 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’ gylimdlcsének nagyobb
epikatechin-tartalma feltételezhetGen annak ko&szonhet6, hogy a ‘Preventa’ esetében
els6sorban az epikatechinbdl keletkeznek kondenzalt tanninok. Természetesen a flavan-3-olok
tovabb alakulasa, lebomlasa is valaszt adhat a két genotipus kozott 1athato kiilonbségre.

A gyiimolesok pirosas feddszinét az antocianin pigmentek felhalmozodéasa okozza. A
flavonoid-bioszintézis kései enzimei kozill 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’ gylimdlcshéjdban antocianinos elszinezddés lathaté a gylimodles napsiitotte

oldalan, mely a 4. érési allapotban jelenik meg. A ‘Preventa’ gyiimolcshéj ugyanakkor nem

16



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’ gyiimoleshéja. A ‘Gonci magyarkajszi’ héjszovetének pigmentaltsaga
feltételezhet6en annak koszonhetd, hogy az UFGT transzkriptuma — bar a ‘Preventa’-hoz
képest kisebb mennyiségben van jelen — a ‘Gonci magyarkajszi’ ANS, ANR és LAR gének
transzkriptum-mennyiségéhez viszonyitott aranya nagyobb, mint a ‘Preventa’ héjban 1évo
UFGT transzkriptum ANS, ANR ¢és LAR transzkriptumokhoz viszonyitott aranya. Vagyis a
‘Gonci magyarkajszi’ — a sajat génexpresszioihoz képest — nagyobb UFGT expresszidval
rendelkezik, mint a ‘Preventa’, mely jelenség szerepet jatszhat az antocianin pigmentaltsag
kialakitasaban.

A ‘Preventa’ héjban az ANR és LAR expresszidja nagyobb, mint ‘Gonci magyarkajszi’-
ban. Az antocianin-felhalmozodas idején a CT-szintézis génjeinek transzkriptuma kisebb
mennyiségben van jelen (Takos és mts., 2006), mint mas flavonoid-bioszintézis gének
transzkriptuma. Ez alapjan, az alma héjszovetéhez hasonldoan a CT-bioszintézis €s az
antocianin-bioszintézis a kajszi héjaban is eltéré szabalyozas alatt allnak.

Ugyanakkor az is elképzelhetd, hogy az azonositott UFGT génhomoldg ‘Preventa’
gylimdlcshisdban nem az ANS enzim altal termelt 3-OH antocianidinek glikozilacidjat
katalizalo enzimet termel, igy azok az ANR éltal a flavan-3-olok iranyéba alakulnak tovabb.
Az UFGT enzimnek mas gyiimolcsok esetében is meghatidrozo szerepe van az antocianin-
akkumulacioban. Az UFGT végzi az antocianidinek glikozilaciojat az antocianinek (szines és
stabil molekuldk) termelése soran. A fehér bogyoju szdl6fajtak héjaban az UFGT enzim nem
volt kimutathatd, és mas gének expresszioja is kisebb mértékii volt a voros héjszinii fajtakkal
Osszehasonlitva (Boss €és mts., 1996).

Egyes MYB transzkripcios faktorok a flavonoid-bioszintézist szdvetspecifikusan
képesek serkenteni, vagy gétolni kiillonb6z6 ndvényi szdvetekben. Lin-Wang és mts. (2010)
kimutattak, hogy a vords gylimdleshusu alma his- és héjszoveteiben a MYB10 transzkripcios
faktor a gyiimolcshisban volt jelen nagy mennyiségben, szemben a fehér hust alméval,
melynek husszovete nem mutatott nagy MYB10 transzkriptum-mennyiséget. A kajszimintak
valos idejli PCR kisérletében a MYBI10 transzkripcids faktort kddold gén az érés soran
mindkét szovettipusban meglehetésen kis transzkriptum-mennyiséget mutatott. A
gylimolcshéjban a MYB10 transzkriptum mennyisége novekedett, majd az otodik érési
fazisban csokkend tendencidt mutatott. Mivel sem a ‘Gonci magyarkajszi’, sem a ‘Preventa’
gyiimolcshisa nem tartalmaz antocianin pigmentet, a kis MYB10 transzkriptum-mennyiség

korrelalt Lin-Wang és mts. (2010) megfigyeléseivel. Az altalunk vizsgalt MYB tobbszoros
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transzkriptum-mennyiséget mutatott az érés soran, mint a MYB10. A ‘Gonci magyarkajszi’
héj a masodik, harmadik és negyedik érési fazisokban, a gylimoleshiis pedig valamennyi érési
fazisban nagyobb tarnszkriptum-tartalommal rendelkezett a MYB transzkripcids faktorra
nézve, mint a ‘Preventa’ gylimdlcshéj és -hus. Ezek alapjan — a két genotipust dsszevetve —
nem lathatd Osszefiiggés a kajszi gylimdlcsok flavonoid-bioszintézis enzimeihez sziikséges
transzkriptum-mennyiség és a MYB transzkriptum-mennyisége kozott sem hus-, sem
héjszovetekben. Bar a ‘Gonci magyarkajszi’ nagyobb relativ MYB expresszioval rendelkezik a
héjban, mint a ‘Preventa’, ez a tobblet nem feltétleniill magyardzza egyértelmiien a héj
antocianinok altali elszinezddését, ugyanis a kiilonbség nem jelentds mérték.

Mindkét kajszigenotipusban a korai érési fazisokban a gylimolesok flavonoidtartalma a
nagy korai transzkriptum-tartalommal, amikor is a gyiimélcsben a flavonoid komponensek
szintézis¢hez sziikséges enzimek termelddnek. Az mRNS molekulak rovid életidejii (Singer
¢s Penman, 1973), a termel6dott flavonoid komponensek viszont stabilabb molekuldk. A
gyiimdlcsok korai érési fazisaban a nagy transzkriptum-tartalom eredményeképpen a
flavonoid-bioszintézis kulcsenzimei szintetizalodnak. A szintetizalédott enzimek termelik a
flavonoid komponenseket, melyek nagy szerepet jatszanak az antioxidans kapacitas
kialakitasaban. A ‘Preventa’ és ‘GoOnci magyarkajszi’ gylimolcshusanak relativ transzkriptum-
tartalma, antioxidans kapacitasa, valamint a mért flavonoid komponensek mennyisége szoros

Osszefiiggést mutatott.

4.10. A meggy flavonoid-bioszintézisében szerepet jatszo gének expresszios vizsgalata

A meggy — a kajszival ellentétben — altaldban a negyedik, 6todik érési fazisban
rendelkezett a legnagyobb  transzkriptum-mennyiséggel. E  novekedés inkabb
exponencialisnak irhaté le, mint linedrisnak. Az érés sordn az antocianinos szinezddéssel
parhuzamosan emelkedd mértékli expresszidt mutattak ki piros héji Oszibarackfajtak
(‘Akatsuki’ és ‘Flavortop’) CHS, CHI, F3H, DFR, ANS és UFGT (Tsuda és mts., 2004), piros
héju almak CHS, CHI, F3H, DFR, FLS, LAR, ANR ¢és UFGT (Takos és mts., 2006), kéksz616
F3H, F3°H, F3°5°H, FLS, DFR, ANS ¢és UFGT (Castellarin és mts., 2007a,b), afonya PAL,
CHS, F3H, DFR és ANS (Jaakola és mts., 2002) és a Fragaria x ananassa piros szinil
gytimolcseinek PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H, DFR, ANS génjei esetén (Saud és mits.,
2009). A ‘“VN-1’ gyiimdlcshéj nagyobb antocianinos pigmentaltsagot és kozel tizszeres C4H
transzkriptum-mennyiséget mutatott a negyedik érési fazisban, mint a ‘Pipacs 1’ gyiimdlcshé;j,

ami szintén megegyezik a F. ananassa-ban kimutatott tendenciakkal.
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A ‘VN-1’ gylimdlcshusa esetében a valos idejii PCR kisérletek eredménye — a tobbi
adatsorral dsszevetve — nem tlinik megbizhatonak. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a “VN-1’
gyiimolcse tartalmaz egy vagy tobb olyan komponenst, melyektél az alkalmazott RNS-
izolalasi eljaras soran nem sikeriilt megszabadulni, és gatoltdk 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’ gyiimolcsében nagyobb antioxidans kapacitas értékeket és C-
vitamin-tartalmat, a ‘“VN-1" gytimélcsében nagyobb antocianintartalmat mutattak ki. A ‘VN-
‘Pipacs 1’ gyiimolcs kis antocianintartalmadhoz az antocianin-bioszintézis gének kisebb
expresszidja tarsul. Korabbi kisérleteinkben (Papp és mts., 2010) a ‘Pipacs 1’ gyiimolcsében a
PAL, CHS, DFR és ANS gének kifejezodését vizsgaltuk nem kvantitativ PCR-rel. Mind a
négy gén expressziot mutatott a gylimolcs héj- és husszovetében, ezért feltételeztiik, hogy a
mérsékelt antocianin pigmentaltsag kialakulasanak hatterében mas gének (pl. UFGT) illetve
szabalyoz6 elemek (pl. transzkripcids faktorok) expresszidjanak hidnya, vagy valamelyik gén
expressziojanak csokkent mértéke allhat.

Ennek tisztazasa érdekében valods idejii PCR technikdval megvizsgaltuk a “VN-1" és
‘Pipacs 1’ gylimolesoket 6t kiilonbozo érési allapotban. A ‘Pipacs 17 gytimolcshéj kisebb
PAL, C4H, CHS, CHI, DFR, F3’H és ANS transzkriptum-tartalommal rendelkezett, mint a
“VN-1°, ami 6sszhangban van a ‘Pipacs 1° kisebb antocianintartalmaval. Oszibarack esetében
az antocianin kialakulasat meghatarozé géneknek a CHS és DFR bizonyultak, mert a piros
héju gylimolcshoz képest a fehér szinli fajtak héjaban nem volt kimutathat6 CHS és DFR
expresszio (Tsuda és mts., 2004). Az antocianin pigmenteket nem tartalmazd, vagyis fehér
gyimolesit szamoca (Fragaria chiloensis) szamos (PAL, C4H, CHS, CHI, F3H, ANS ¢és
UFGT) génre nézve kisebb expresszidt mutatott, mint a piros gyiimoélesti F. ananassa (Saud
¢s mts., 2009). Narancs esetében a hagyoméanyos ¢és vérnarancs kozotti kiillonbség
kialakitasaban szintén szerepe lehet a PAL, CHS, DFR és ANS géneknek (Licciardello és mts.,
2008).

A MYB10 transzkripcios faktor expresszidjaban szembetiind kiilonbség, hogy a “VN-1’
gylimolcshéj valamennyi érési fazisban tobbszorés MYB10 expressziot mutat, mint a ‘Pipacs
1’ gytimolcshéja. Ezzel egyiittesen nagyobb a fent emlitett gének (PAL, C4H, CHS, CHI,
DFR, F3’H ¢és ANS) expresszioja is. Ezzel az 0sszefiiggéssel megegyezo tendenciat irtak le
Lin-Wang és mts. (2010): két kiilonbdz6 antocianin pigmentaltsagot mutatd cseresznye eltérd

CHS, ANS ¢és MYB10 expressziot mutatott. A festélevii ‘Stella’ gyiimdlcse az érés soran

19



tobbszoros CHS, ANS ¢és MYB10 transzkriptumbeli mennyiséget mutatott, mint a sarga
gylimélcshusu  ‘Rainier’ fajtdé. MYB transzkripcidés faktorok antocianin-bioszintézist
szabalyozé szerepét tobb gyiimolcsfaj esetében igazoltdk (Cultrone és mts., 2010; Espley és
mts., 2007).

A ‘Pipacs 1’ héj viszont nagyobb F3H expresszidval rendelkezett, mint a “VN-1", ami
alapjan feltételezhetd, hogy mig a ‘VN-1° gyiimolcsében a flavonoid-bioszintézis az
antocianinok képzddése iranyaba van eltolva, a ‘Pipacs 1’ gyiimolesében szintelen
flavonoidok keletkeznek, melyek hozzajarulnak a gyiimolcs antioxidans kapacitasanak
kialakitasahoz. A Budapesti Corvinus Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszékén a ‘Pipacs 1’
meggy genisztein-tartalmat mutattak ki (Abrankd ¢és mits., 2011b), ezért a kdzeljovében

érdekes kutatasi tertilet lehet az izoflavonoidok bioszintézisének vizsgalata meggyfajtakban.

4.11. A kajszi néhany polifenolos komponensének azonositasa

HPLC-ESI-(Q)TOF MS kapcsolt rendszer alkalmazasaval meghataroztuk a kajszi 6
flavonoid komponenseit és azok relativ mennyiségét. A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’
gyimolesokben Kkvercetin-hexozid, rutin és naringenin-hexozid (elsé izben mutattuk ki
kajsziban) mellett katechin és epikatechin komponenseket talaltunk legnagyobb
mennyiségben.

Az altalunk kimutatott flavonoid komponensek (kvercetin-hexozid, rutin, naringenin-
hexozid, katechin és epikatechin) relativ mennyisége az érés soran altalaban ndvekvd, majd
csokken6 tendenciat mutatott. Ezzel szemben Dragovic-Uzelac és mts. (2007) eredményei
szerint a vizsgalt kajszifajtak gyiimolcseiben mérhetd polifenolos  vegyiiletek
(hidroxifahéjsav-szarmazek, flavanol és flavonol) mennyisége az érés elsd felében csokkent,
majd a masodik felében nem mutatott jelentds valtozast.

Mayr és mts. (1995) ‘Golden Delicious’ almafajta fenolos vegyiileteinek mennyiségét
vizsgaltdk a gylimolcs érése soran. A vizsgalt almafajtdk fenolos vegyiileteinek mennyisége a
gylimolcs félérett allapotaig novekedett, majd az érés tovabbi szakaszain csokkent, mely
tendencia egyezést mutat a ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimdlcseiben kimutatott
tendenciaval.

A katechin és az epikatechin erds antioxidansok (Meyer és mts., 1998). A ‘Preventa’
gylimolcsok mezokarpiumdban nagy relativ katechin-tartalmat sikeriilt kimutatnunk. A
‘Gonci magyarkajszi’ gyiimolcsok mezokarpiumaban az epikatechin-tartalom mutat nagy
mennyiséget. A ‘Preventa’ gylimolcsok mezokarpiumanak relativ katechintartalma tobb mint

kétszerese a ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolcsok mezokarpiumaban mért relativ epikatechin-
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tartalomnak. Ez a kiilonbség hasonlit a gylimolcshis antioxidans kapacitasaban kimutatott
kiilonbséghez. A ‘Preventa’ nagy antioxidans kapacitasa — legalabb részben — a gyiimdlcshus
nagyobb katechintartalmanak koszonhetd, ami a flavanol-bioszintézisben résztvevd gének
nagyobb mértékii expresszidjanak kovetkezménye.

A ‘Gonci magyarkajszi’ és ‘Preventa’ gyiimolcsok héjszoveteinek kvercetin-hexozid,
rutin és naringenin-hexozid tartalma kozel azonos. A ‘Gonci magyarkajszi’ héjszovete az érés
soran eldszor 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 kajszigyliimolcsben azonositott polifenolos vegylileteknek szerepe lehet az egészség-
megOrzés terén. A katechinrdl kimutattak, hogy ha gyliimolcsfogyasztas révén keriil az emberi
szervezetbe, hatékonyan véd a felsd emésztdszervi daganatok kialakuldsaval szemben (Arts et
al., 2002). Mindezek alapjan a ‘Preventa’ gylimdlcsének egészségre gyakorolt hatasa

részletesebb vizsgalatokat érdemel.

Doktori munkdm soran elsdként azonositottuk azokat a géneket, melyek nagy
valdszintiséggel a kajszi és a meggy flavonoid-bioszintézisének kulcsenzimeit kodoljak,
valamint informdaciot adtunk ezen gének relativ expresszios valtozasardl a gylimolcsérés

soran. Foltartuk az eltérd antioxidans kapacitas kialakitdsdnak hatterében allo géneket.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A flavonoid-bioszintézis kulcsenzimeit kddolé homolog génszekvenciak alapjan PCR-
primereket terveztiink, majd jellemeztiik e primerek alkalmazhatdsagat kajszi és

meggy gylimolcs vizsgalatara

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

szekvenciajat hataroztuk meg.

3. A szekvencidk alapjan a valds ideji PCR kisérletekhez alkalmas primereket

terveztiink.

4. Hatékony protokollt dolgoztunk ki a kajszi és meggy gylimolcsok valos idejit PCR
vizsgalatara (megfeleld6 RNS-kivonds, genomi szennyezddés befolydsold hatasanak

értekelése, referenciagén kivalasztasa, reakciokoriilmények optimalizéalésa).

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

‘Preventa’ esetén novekvo 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 (kisméretd,
z0ld) gyliimélcsben a legnagyobb, a meggy esetében a teljes érettség eléréséig

novekszik.

7. Kimutattuk, hogy a ‘Preventa’ gyilimélcs kiemelkedd antioxidans kapacitasanak
kialakitasahoz szamos gén (PAL, C4H, CHS, CHI, F3H, F3’H, DFR, ANS, ANR ¢és
mutatnak, mint a ‘Gonci magyarkajszi’ esetében. A MYB és MYBI10 transzkripcios
faktorok szerepe valosziniisithetd a meggy antocianin-bioszintézisének transzkripcios

szintli szabalyozéasaban.

8. HPLC-ESI-(Q)TOF MS Kkapcsolt rendszer alkalmazasaval meghataroztuk, hogy a
‘Preventa’ nagy antioxidans kapacitdsa — legalabb részben — a gylimolcshiis nagyobb
katechintartalmanak koszonhetd, ami a katechin-bioszintézisben résztvevd gének

nagyobb mértékii expressziojanak kdvetkezménye.
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