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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A - adenin

ACP - acil-hordozo fehérje

ATT1 - Ill-tipust gének eltérd indukciodja (aberrant induction of type three genes)
bp — bazispar

C - citozin

CER - eceriferum mutansok és gének neve

CTAB - cetil-trimetilammonium bromid

DAP — beporzas utani napok szama (days after pollination)
ECR - Transz-2,3-enoil-koenzim-A-reduktaz

elo — zsirsav elongacios mutans Saccharomyces cerevisiae-ben
ER — endoplazmatikus retikulum

EST — expresszalodo szekvencia elem (expressed sequence tag)
fae — zsirsav elongacios mutans Arabidopsis thaliana-ban

FAT - zsirsav-acil-ACP tioeszteraz

G - guanin

GPAT - glicerol-3-foszfat aciltranszferaz

HCD - 3-hidroxiacil-koenzim-A-dehidrataz

KCR - 3-ketoacil-koenzim-A-reduktaz

KCS - 3-ketoacil-koenzim-A-szintaz

LACS - hosszu lancu acil-koenzim-A-szintetaz

mQ viz — milliQ viz

PCR - polimeraz lancreakcio



PUFA — tobbszorosen telitetlen zsirsav
gPCR —kvantitativ PCR

RT — reverz transzkripcio

SDS - natrium-dodecil-szulfat

T —timin

VLCFA - nagyon hosszu szénlancu zsirsav (C20-C34)



2. BEVEZETES

A novényi kutikula, mely a ndvenyek felszini részeit boritd hidroféb struktira,
élettani, biokémiai és novényvédelmi szempontbol is nélkuldzhetetlen és jelentés hatarfeliilet.
A ndvények szarazfoldre torténd kilépésétdl kezdve Kkitiintetett szerepe van a széraz
koriilményekhez torténd adaptacioban, ezen tulmenden pedig a fold feletti részeket érd

stresszek kivédésében, az azokra adott valaszokban.

A kutikula tébb folyamatban is betoltott szerepe tette indokoltta alaposabb kutatasat,
struktarajanak és bioszintézisenek tisztazasat. Ultrastrukturajat tekintve egy biopolimer matrix
¢s egy komplex lipofil elemekbdl allo elegy alkotja, ezek egylittesen jatszanak szerepet a
funkciondlis tulajdonsagok kialakitasaban.

A viaszok bioszintézise a zsirsavak intracellularis bioszintézis Gtvonalaval kapcsolddik
0ssze szorosan, modellezésére ludfii novényekben kertilt sor. A viaszok bioszintézisében részt
vevO gének funkciondlis genomikai vizsgalata fedte fel azt, hogy ezek a gének a genomban
hol talalhatok és hogyan miikddnek, az egyre modernebb biotechnologiai és bioinformatikai
eljarasok ellenére azonban a viaszok bioszintézisének Utvonaldban mindmaig szdmos

ismeretlen terllet van, melyek felderitése a jovo feladata.

Kertészeti szempontbdl majd minden termesztett kultara €letében szamottevd szerepli
a kutikula, kiemelkedd gazdasagi jelentdséggel a termésként fogyasztott ndvényi részek és
ezek kutikularis tulajdonsagai birnak. Tobb esetben szamoltak be olyan korokozdkrol, melyek
fejlodését, szaporodasat gatoljak egyes kutikularis komponensek, €s ismereteink szerint
csupan azok a patogének képesek athagni ezt az akadalyt, melyek specialis enzimes
eszkoOztarat voltak képesek kialakitani a feladathoz. Az alma egyik legjelentésebb betegséget,
az alma venturias varasodasat épp egy ilyen korokoz6 okozza, amely fertézOképességét mai
ismereteink szerint a kutikula t6bb tulajdonsaga is befolyasolhatja. A kutikularis paraméterek
altal kialakitott novényi tulajdonsdgoknak egy masik aspektusa a névényi részben raktarozott
viz elpéarologtatasa, mely olyan terméseknél, mint példaul a paprika, ahol zarosejtek nem

jelennek meg, az egyetlen gatat a kutikula szabhatja a viz korlatok nélkili elvesztésének.

Ertekezésemben a paprika termése mellett az alma termésének vizsgalataval
foglalkoztam. Bar a kertészeti oktatasban az almat altermésként emlitik, Gjabb megkdzelités
szerint az alma egy olyan alsé allast maghazbol képzddod termés, melyben a magok védelmét

mind a termd, mind pedig a vacok ellatjak, emiatt pedig termésnek tekinthet6 (Podani, 2007).



A fentiek alapjan, bar a régi és Uj nézetek meg egyarant jelen vannak, ertekezésemben az
almét termésként emlitem, ezzel 6sszhangban értelmezem az exo-, mezo- és endokarpium

kifejezéseket is.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. A novényi kutikula fogalma és jelentosége

A novényi kutikulat leggyakrabban a magasabb rendii névények bérszovetének
szinonimajaként emlitik, a latin cuticula szo is vékony bort jelent. Bar tobb mas tudomanyag
is sajatjanak tekinti a fogalmat, novényi kdrnyezetben a kutikula annak modernebb
értelmezése szerint egy felszini filmréteg, mely a novény epidermalis sejtfalainak
kutinizalodott, kiilsé rétegeit jelenti. A meghatarozas A. P. de Candolle svajci botanikustol
ered, és joreszt a fenti definicidval irhato le legjobban a ndvényi kutikula azzal a kikotéssel,
hogy nem sejtes rétegként, hanem csupan folytonos extracellularis membranként emlitik. A
legrégebbi novényi kutikulamaradvany koriilbeliil 400 millio évvel ezel6ttrél, a szilur-devon
korszak hatarardl szarmazik, a legkorabbi modern értelemben vett kutikula elszortan talalhatd
uledékekben, és a Rhyniophyta térzsbe tartozd névények sporangiumaibdl szarmazik. Bar e
maradvanyokban nem talaltak sztomak jelenlétére utald jeleket, a devon kor kezdetével
megjelentek a korai hajtasos novények és veliik a sztomas strukturdkra emlékeztetd jelek. A
sztomas struktira €s a kutikula kialakuldsa sziikséges velejarojaként emlithetd az alacsony
vizellatottsdgli  atmoszféraba kikeriilé, fotoszintetizalo, homoiohidrataras ¢éldlények

szérazfoldi adaptacidjanak.

Szerepének targyaldsakor multifunkcids strukturaként emlegetik, a legkiils6bb
névényfelszini struktaraként ugyanis minden olyan folyamatban szerepet kap, mely a névényi
felszinen vagy azon keresztil zajlik (Jenks és Ashworth, 1999). A pérologtatas optimalis
szabalyozésaban peéldaul a sztomak és a kutikula egyuttesen toltenek be kulcsszerepet, a
poléros vegyiiletek, valamint zart sztdomak esetén a kiilonb6z6 gézok és gazok cseréjében mar
onmagéaban tolt be szabalyoz6 szerepet. A kutikulan keresztll zajlik a lipofil vegyuletek
transzportja, ¢és €pp apolaris tulajdonsagai révén képez védoréteget a novények felszinén. A
viz ugyanis az erdsen apolaris feliileten cseppekben gytilik 6ssze, €és a felszint mozgatd erdk
hatdsdra az azon végigguruldo vizcseppek Osszegylijtik az apolaris feliillethez tapadt
szennyezdanyagokat és Ontisztitd mechanizmust valositanak meg. A jelenségnek a Lotusz-
effektus nevet adtak, a Nelumbo fajok felszinén, szabad szemmel is jol megfigyelhetd
jelenség nyoman, és mara a szuperhidrofobicitas jelensege ipari felhasznalasra kertlt
(Riederer és Muiller, 2006). A szarazfoldre valo kilépés sordn a ndévényeknek a szarazabb
kornyezetnek vald kitettség mellett az erdsebb fényintenzitdshoz ¢és sugarzashoz is

alkalmazkodniuk kellett, a komplex és kulondsen érzékeny fotoszintetikus pigmentrendszer



ugyanis a kdzvetlen besugarzas hatasara karosodik. E besugarzast csokkentik tobbek kdzott a
kutikula felszinén taldlhatd epikutikularis viaszkristalyok, melyek annyira szétszérjak és
visszaverik a beérkezd sugarzast, hogy az a levelek szdveteiben mar toleralhato szintiivé valik
a novény szamara. A fényintenzitas csokkentése mellett a beérkez6 UV sugarzés
csokkentésében is szerepet kap a kutikula, foként a kiilsé sejtfallal és az epidermisz
vakuolumaival szoros egyiittmiikodésben. Az eddig felsoroltak mellett novényi morfogenezis
sorén hatarolé agensként funkciondl, és biotikus interakciok helyszine a ndévenyi fellleten
(Riederer és Miller, 2006).

3.1.1. A novényi kutikula szerepe a Kiilonb6zo stresszek elleni védekezésben

A novényi kutikula egyik legfontosabb szerepe a péarologtatas csokkentésében, és
ezaltal a szarazsagstressz kivédésében kereshetd. Hidrofobicitdsanak kdszonhetden a polaros
vegyuletek hatarolo rétegeként Iép fel, emellett a transzspiracids ratat azaltal is csokkenti,
hogy visszaverve a beérkezd sugarzast, csokkenti a sugéarzas altal leadott h6 mennyiségét.
Rizs leveleirdl kloroformos bemartassal eltdvolitva a viaszokat azt talaltak, hogy a kontroll
allapot ketszeresére valtozott a kutikula vizzel szembeni atjarhatdsaga. Cirok vizsgalatanal
negativ korrelaciot irtak le a levél kutikuldjanak vizzel szembeni atjarhatosaga es a kutikularis
viaszok mennyisége kozott (Jenks és Ashwort, 1999). Kiilonb6zé ndvényfajokkal végzett
vizsgalatok azonban ramutatnak, hogy a kutikula vizzel szembeni &tjarhatésagdban a
kiilonbozo fajok és azok kiilonbozo szervei kozott nagyfoku kiilonbségek lehetnek (Schreiber,
2010.) Az is bizonyitast nyert, hogy egyes fajokban illetve genotipusokban a
szérazsagstressznek kitett nodvenyek feluletegységre vonatkoztatott viaszmennyiségének
aranya nd a nem-stresszelt ndvényekéihez képest. A kutatasok azonban ramutatnak, hogy az
apolaros rétegen keresztiil torténd diffizional komplexebb folyamatok vesznek részt a
kutikula parologtatadst csokkentd hatasaban. Szerepet jatszanak a kutikularis viaszok
komponensei: mesterséges membranok atjarhatésaganak vizsgalatanal azt talalték, hogy a viz
transzportjat hatékonyan gatoltak az aldehidek, az alkan szénhidrogének és az alkoholok, mig
a zsirsavak kismértékii gatlast fejtettek ki, a triterpenoidok pedig nem voltak hatassal az
atjarhatosagra. Erdekes modon néhany fajnal megfigyelték, hogy szarazsagstressz hatasara
képesek a kutikuléris viaszkomponenseiket megvaltoztatni, ezzel is hatékonyabba téve a
parologtatas csokkentését (Jenks és Ashworth, 1999). Szamos eredmény sziiletett mar a
kutikularis viaszok mennyisége és a parologtatas csokkenése kozti korrelaciorol, azonban
egyértelmii adat mindmaig nem all rendelkezésre, ugyanis a legtobb esetben nem szamoltak a

sztdmak nem tokéletes zarddasa nyoman az azon keresztiil zajlé transzspiracioval. gy nem
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allithatjuk, hogy egyszerl 6sszefliggés lehet a kutikularis parologtatas és a kutikularis viaszok
mennyisége kozott, az azonban bizonyos, hogy a viaszkomponensek lanchosszanak
novekedése és a parologtatas csokkenése kozott pozitiv korrelaciot talaltak Hedera helix
levelek esetéen (Shepherd és Griffiths, 2006). A kutikulan keresztil zajlo parologtatas
magyarazatara jelenleg két, egymassal 6sszakapcsolhatd elmélet van érvényben. Az egyik egy
lipofil dtvonalat ir le a kutin és a viaszfrakcion keresztlll, mig a masik egy hidrofil utat a
polaris pérusokon keresztiil (Riederer és Miiller, 2006). A szarazsagstressz vizsgalhaté magas
sokoncentracid jelenlétében is, mely péeldaul Arachis hypogaea vagy a s6érzékeny jojoba
esetén viasz-felhalmozodast okoz, de ugyanez igaz az exogén abszcizinsav jelenléte esetén is
utobbi fajnal (Shepherd és Griffiths, 2006).

A paprika termése ideélis valasztads a kutikula vizhaztartasra gyakorolt hatasénak
vizsgalatdhoz, ugyanis a termés nem rendelkezik gazcserenyilasokkal, igy a feliiletén
keresztul zajlo parologtatas egyetlen gatja csupan a kutikula. Posztharveszt korilmények
kozott tobb mddszer is elterjedt a tarolasi periodus meghosszabbitasara, ilyen példaul Fallik és
munkatarsainak meleg vizbe meritéssel és kefesoron keresztiil torténd felszini tisztitassal jaro
modszere, mellyel a termések tisztabbak voltak, spéramentesek, és nem indultak rohadasnak a
tarolasi periodus alatt. Mindezek mellett a meleg vizbe merités a kutikula viaszrétegét
kiegyenlitetté tette, igy az esetleges felszini repedések megsziintek, amelycken keresztiil a
parologtatas nagyobb foku lehetett volna (Fallik et al., 1999). Egy masik kutatas soran
vizsgaltak a vizvesztés, az 6ssz-lipid tartalom, a membran integritasa (elektrolitok tavozasa)
tulajdonsagokkal rendelkezd fajtdnal. Szignifikans negativ korrelaciot talaltak a
membranlipidek 6sszes mennyisége, valamint a vizvesztés, a membranintegritas és a LOX-
aktivitas kozott. A LOX-aktivitds és a membranlipidek kozti erés negativ korrelacio
bizonyitékul szolgalt az enzim lipidperoxidacioban betoltott kulcsszerepére. Feltételezhet6 az
is, hogy a LOX-katalizalta membranlipid-bontas a posztharveszt tarolas sordn a membranon
keletkez6 sériilések révén vezethet felgyorsult vizvesztéshez is (Maalekuu et al., 2006). A
posztharveszt élettartamot meghosszabbitd kezelésként emlitik a paprika termések kitozan-
kezelését. A kitozan (poli-B-(1,4) -D-gliik6zamin) a rakok kiils6 héjabol kinyert poliszacharid,
a kitinhez hasonloan divatos kutatasi terlletté valt ugy a nanotechnol6gia, mint példaul a
human gyogyaszat es diagnosztika terén (példaul vérzéscsillapitdo alkalmazasok, vagy

transzdermalis gyogyszerbevitel. Jayakumar et al., 2010). A paprika terméseket egyre

crer
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lassithatova valt, 2%-o0s oldatdba meritve a terméseket, nagyobb aszkorbinsav-tartalmat,
vizoldhat6 szarazanyag-tartalmat és fenolos vegylileteket azonositottak a tarolasi periddus
vegen, mint a kontroll csoport paprikéibdl (Fard et al., 2010). Egy 2006-0s publikacioban a
vizvesztés és a hiités okozta szovetkarosodas kozott pozitiv korrelaciot tartak fel, érdekes
maodon azonban ugyanezt a vizvesztes és a betakaritas mddja kozott (tepés vagy vagas) nem
sikeriilt egyértelmiien bizonyitani (Smith et al., 2006). A vizvesztés mértékével pozitiv
korreldciét mutatd faktorként emlitik tovabbd a paprikdk kezdeti viztartalméat, a
felszin/térfogat hanyadosat, és a feluletegységre vonatkoztatott viasztomeget. A kutikularis
viaszokkal valo fedettséget és a vizvesztés mértekét negativ korrelacidval jellemezték
(Lownds et al., 1993). Az érettségi Aallapotok figyelembe vétele mellett végezték
vizsgalataikat Diaz-Pérez és munkatarsai (2007), és megallapitottak, hogy a vizvesztés
mérteke az eretlen termésekben volt a legnagyobb, az altaluk vizsgalt kereskedelmi és
bioldgiai erettség allapotokkal Gsszehasonlitva. Megallapitottak tovabba, hogy a termések
feszessége, a vizvesztésiik mértéke, és a termések vizgdzre vald atjarhatosaga csokkent a
termések tomegének novekedésével. Szintén kiilonbozo érettségi allapotban 1€évo paprikakkal
dolgoztak Gyepes Attila és munkatarsai (unpublished), akik vizsgalatuk soran feltartak, hogy
az ¢éretlen allapotbol az érett allapot felé haladva a kutikularis viaszok mindségében jelentds
valtozasok zajlanak le. A hosszu lancl viaszkomponensek felhalmozddasa az érési periddus
legelején, a rovid lanci komponensek felhalmozddasa az érési periddus végén volt
megfigyelheté (Gyepes et al.,, unpublished). Az étkezeési paprika posztharveszt
mindségvaltozasairdl készitette doktori értekezését Zsom Tamds a Budapesti Corvinus
Egyetemen. ‘HG’ és ‘Karpia’ fajtkkal vegzett vizsgalataiban meghatéarozta tobbek kdzott azt,
hogy a ‘HO’ fajta harom kiilonboz6 érettségi allapotanak valtozasa 7 °C-os hiitdtarolas alatt
szignifikans eltérést mutat egymashoz képest, a tomegvesztés linearis lefutast kovet, ennek
mértékét alacsony stirtiségli polietilén csomagolassal jelentdsen csokkenteni lehetett. 10 és 20
°C-os tarolas hatasat is vizsgalta a termésekre, és azt talalta, hogy a csomagolas nélkuli ‘H6’
paprikdk 20 °C-on tarolva kozel 10%-kal vesztettek tobbet a tomegiikb6l, mint 10 °C-on
tarolva. A ‘Karpia’ paprikaknal ugyanez az arany allt fenn a két csoport kézott és érdekes
modon a vizvesztés értéekei a tovabb pulton tarthatdo ‘Karpia’ fajta esetében mutattak
magasabb ertéket (Zsom, 2007). Egy 2012-es publikacioban egy magas és egy alacsony
vizvesztést mutatd paprikagenotipus keresztezésébdl szarmazo terméseket vizsgalva kozoltek
érdekes adatokat a kutikula és a parologtatas Osszefiiggéseirdl. Feltartdk példaul, hogy a
kutikulaban talalhato triterpenoidok és szterolok valamint a vizvesztés mértéke kozott pozitiv

korrelacio, a kutikularis alkénok @Osszes-triterpenoidhoz és szterolhoz viszonyitott aranya
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kozott pedig negativ korrelacio all fenn. Az alkanok es egyéb alifas komponensek mennyisége
és a vizveszteés kozott szintén negativ korreléciot tartak fel. A kutin 6sszes mennyisége, a C16
monomerek és a 16-dihidroxi-hexadekansavak mennyisége €s a vizvesztés mértéke kozott

pozitiv volt a korrelacié (Parsons et al., 2012).

Alma termések esetén harom f6 faktort emlitenek a vizvesztést meghatarozo tényezok
kozott: ezek a termés faldnak vizgdzre vald atjarhatosédga, a termés felszine, valamint a
gytiimdlcs és a kiilvilag kozotti parcialis géznyomaskiilonbség. A vizgdzre valo atjarhatosag is
tobb, tovabbi tényezotdl fiigg, az exokarpium felszini struktarditol kiilonb6zo posztharveszt
tényezokig. Feltartdk példaul, hogy ugyan a gylimolcsok felszinén az érés eldrehaladtaval
viszonylag keves sztoma talalhatd, a felszinen talalhatd lenticellak gazcserenyilasként
szolgélnak az érett terméseken, az egyes fajtak kozott kiillonb6z6 hatékonysaggal biztositva a
lenticellaris transzspiraciét. A kutikula vastagsagat vizsgalva toébb kutatdcsoport is
megprobalt 6sszefliggést keresni a termeések falanak vizzel szembeni atjarhatosagaval,
azonban eddig nem sikerilt megbizhatd dsszefliggést talalni. A kutinréteg vastagsaga és a
termés bdrszovetének repedése kozott azonban igen, és azt feltételezik, hogy a vastagabb
kutikulaju fajtak felszinén tobb repedés alakul ki, ezzel pedig n6 a transzspiracio mértéke.
Bizonyitast nyert az is, hogy az egyes fajtdk kozott eltéré mértékben természetesen, de az
almak betakaritasa el6tt nagyobb a vizzel szembeni atjarhatdsdga a gylmolcsoknek, a
minimumot a betakaritas korili erett allapotban érik el (Maguire et al., 2001). Bizonyitottak
tovabba egy a ‘Braeburn’ és ‘Jonagold’ fajtakat érintp vizsgalatban a relativ paratartalom
vizvesztésre gyakorolt hatdsat: mindkét fajtanal magasabb vizvesztést irtak le az alacsonyabb
paratartalom jelenlétében (Tu et al., 2000). A vizvesztés mennyisegi ndvekedésenek
eléidézeésében lényeges faktorként emlitenek szamos posztharveszt tényezoét is. Ilyen lehet a
termések mechanikai sériilése, mely a kutatadsok szerint nagymértékben segiti a vizgdzre valod
atjarhatosagot, vagy a termések héjpardsodasa, mely a tiinetek sulyossagatol figgéen okoz
valtozo mértékli vizvesztést. Azon fajtak, melyeknél a héjparasodas elég sulyos ahhoz, hogy a
gyumolcson torések és kiterjedt paras szovet johessen létre (pl. ‘Baldwin’ vagy ‘Delicious’
fajtdk) a transzspirdci6 mértékét 50%, vagy afolottinek merték, a paras terileteken
gyakorlatilag gatlds nélkil péarologtattak a termések. Azon fajtdk viszont, melyek
héjparasodasa kifejezetten a felszini szovetrétegeket érinti, mint példaul a *Golden Delicious’
fajtanal a vizvesztés mértéke csupan 8% kordli volt. A fent felsoroltakon kivil a vizvesztes
mértékét a vizzel szembeni &tjarhatosdg kialakitadsan keresztiil befolydsolja tovabba az
érettség allapota, a betakaritas ideje és a termesztés kortlmeényei, valamint maga a fajta
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(Maguire et al., 2001). Korte esetén a vizvesztés mértékét erésen fajtafliggének jellemzték,
azonban a tdmegvesztést a tarolas idétartamaval linearis dsszefliggéssel tudtak leirni, minden
vizsgélt fajta esetében (‘Turandot’, ‘Carmen’, ‘Tosca’, ‘Coscia’, ‘Etrusca’ és ‘Precoce di
Fiorano’) (Pasquariello et al., 2013).

A novényi felszinre beérkez6 sugarzasbol az UV-A és UV-B sugarak vannak karos
hatassal a novekedesre, kozilik is az UV-B bizonyult erésebb hatasunak, mely sugarzas az
utobbi évek soran, feltehetden az atmoszféra felsdbb régidiba keriili klor- és fluortartalmu
szénhidrogének miatti 6zon-mennyiség csokkenése miatt nagyobb mennyiségben jut el a
foldfelszinig. A kutatasok feltartdk, hogy a beérkezd UV-B sugarzas 0 gatjat az epidermalis
sejtréteg flavonoidjai jelentik, ezek a vegyuletek képesek elnyelni az emlitett sugarakat.
Viaszosodott és kevésbé viaszos felszinli novények Osszehasonlitdsai alapjan elmondhato,
hogy a kutikularis felszinen jelenlévd eltéré6 morfologidju viaszkristalyok jatszhatjak a
legnagyobb szerepet a beérkez6 sugarzas visszatiikrozésében (Shepherd és Griffiths, 2006).
Az egyre magasabban fekvé teriiletek meghoditasa egyre nagyobb Kitettséget is jelentett az
UV-stressznek, épp emiatt a magasabb teriletek névényei gyakran vastagabb kutikularéteggel
jellemezhet6k, ahogyan ez megfigyelheté volt példaul a Pinus abies és a Pinus cembra fajok
tiillevelein eltéré magassagokban (Shepherd ¢és Griftiths, 2006). Az UV spektrum kivédése
mellett egyes novényeknél a lathaté fény tartomanyaban torténé sziirésre is sziikség van: a
Cotyledon orbiculata esetén peldaul a kutikularis viaszok eltavolitasa fotoinhibiciot
eredményezett, a mérések alapjan a beérkez6é fény 60%-at veri vissza vagy szOrja szét a
kutikuldja. A nagyobb hulldmhosszisagu fény- és az infravords tartomany szirésével a
kutikularis viaszréteg alacsonyabb hémérsékletet tud eldidézni, ezt tdmasztja ala, hogy a
fejlett levelek jol fejlett epikutikularis viaszréteggel alacsonyabb homérsékletet, ezzel

parhuzamban pedig csokkent transzspiraciot mutatnak (Jenks és Ashworth, 1999).

In vitro nevelt névényeknél gyakori probléma a magas paratartalom és az alacsony
fenyintenzitds miatti gatolt viasz-szintézis. Ezek a ndvények a viaszok hianya miatt
fokozottan ki vannak téve a kiszaradasnak, és emiatt szllkséges a Kitiltetés el6tti
akklimatizalasuk. A kutatdsok ramutatnak, hogy egyes fajokndl a viaszok termelddése
novelhetd volt a relativ paratartalom drasztikus csokkentésével. Mindamellett, hogy a viaszok
relativ paratartalom magas értéke, ez azonban nem tlnik altalanos érvénylinek a

novényvilagban (Shepherd és Griffiths, 2006).
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Bizonyos termések esetén jelent6s karokat okozhat a termések repedése, ami a névény
vizhéztartasaval mutat szoros osszefiiggést. A Délkelet-Azsiaban 6shonos és termesztésbe
vont javaialma (Syzygium samarangense) termései esetén példaul azt taldltdk, hogy a
megrepedt termések vizoldhatd cukor- és titrdlhatdo savtartalma, turgornyomasa és
poligalakturondz aktivitdsa magasabb, ozmotikus potencialja alacsonyabb volt, mint az ép
terméseké. Ezeknek az eredményeknek egyittes értelmezése azt mutatja, hogy az érés sorén
bekovetkez6 cukor- és savfelhalmozodas csokkenti az adott szdvet ozmotikus potencidljat. Az
ennek hatéasara fellépd vizfelvétel megnovekedett nyomds potencialt eredményez, aminek
eredményeként a sejtek megdagadnak, az emelkedett poligalakturondz enzimaktivitas pedig
meggyengitette a sejtfalakat, amelyek a novekvé nyomdasnak engedve végiil szétnyilnak (Lu
és Lin, 2011). Paprikdndl megéllapitottdk, hogy a termésrepedés iniciacios lépéseiben a
kutikularétegen keletkeznek mikroszkopikus repedések, amelyek aztan elérik az epidermalis
réteget. Eppen ebben a folyamatban rejlé morfologiai kiilonbségekre vezetik vissza az egyes
fajtak eltérd hajlamat a termésrepedésre. Az ¢éjszakai parologtatas mértékének csokkenése a
termésben novekvo turgornyomadst idéz eld, a kutikularéteg elvékonyodasaval pedig lehetéveé

valik végul a termés felnyilasa (Aloni et al., 1998).

Erdekes 0sszefiiggés all fenn a kutikula valamint az epidermalis sejtréteg és a
kalciumionok jelenléte kozott. A paprika eés mas Solanaceae z6ldségfajok esetén a kalcium
hidnya csucsrothadasos betegséghez vezet, okaiként Ontdzési és nitrogén-tragyazasi
problémaékat, a rosszul elékészitett talajt lehet megemliteni (Terbe et al., 2011), illetve egyes
szerzOk kitérnek a helyes mulcshasznalatra is, melyen keresztiil a talaj homérséklete a
gyokernovekedéshez és a vizfelvételhez optimalizalhaté (Mengel és Kirkby, 2001). A
fentieken tul a talajok alacsony pH-értéke is befolyasol6 lehet a ndvények kalciumion-
felvételében, alacsony pH-értéknél ugyanis gatolt a Ca**-ionok felvétele, ami kiegésziilhet
egyéb, savas korilmények kozott mobilissa valé fémionok mérgezési tlineteivel
(Wiedenhoeft, 2006). A tinetek orvoslasara nem alkalmazhaté a kalcium-lombtragyazas,
ugyanis a bdséges lombtragydzas utan levélbe keriilé kalciumionok a termésbe mar nem
vandorolnak el (Mengel ¢és Kirkby, 2001). A rendszeres Ontdzést viszont célravezetdnek
tartjak, amely dsszefliggésben allhat a termés parologtatasa soran az epidermalis sejtrétegben
felhalmozddd  kalciumionok jelenlétével. Almanal harom tipikus tunete ismert a
kalciumhianynak, ezek a husbarnulas, mely a szévetek szilardsaganak csokkenésével fiigg
Ossze, a keserlifoltossdg, mely a gyiimoles husat és héjat egyarant érinti, valamint a

,Jonathan-foltossadg”, mely csupan a héj foltosodasat jelenti. A gyumolcsok a teljes

15



kalciumtartalmuk 70%-at a fejlédésiik elsé hat hetében halmozzak fel, ezutan a kalciumionok

felvétele korlatozottabba valik (Terbe et al., 2011).

A lehetséges biotikus stresszek kozil a gombéas betegségekre vald fogékonysag
1étrejottében jelentds szerephez jut a kutikula. A gombdk hifdi ugyanis két f6 utvonalon
keresztul juthatnak be a névénybe: vagy turgornyomas segitségével atnyomjak a kutikulan az
infekcios hifajukat, melynek nyomast nem igénylé lehetdsége a nyilt sebzésen keresztiil
kutikulan (Jenks és Ashworth, 1999). Alma levél Venturia inaequalis fert6zésénél tartak fel,
hogy a konidium 4ltal kibocsatott kutindzok termeldédése azon kutin monomerek révén
indukalodott, melyek a konidiummal valo kapcsolat révén szabadultak fel (Koller et al.,
1991). A novény felszinére kerllve a sporak az epikutikuldris viaszréteghez érnek, és azon
tapadnak meg. A felszinen val6 megtapadas két tipusat szoktak elkiloniteni: a felszinre érve a
spora felszinér6l vagy belsejébdl eleve kész tapadast segit6 anyag segitheti a megtapadast, ez
a passziv mod, vagy a tapadast segitdé anyagnak a felszinre keriilést kovetden a de novo
szintézise valosul meg, ez az adhézié aktiv mddja (Riederer és Miller, 2006). A felszinre
érkez6 spora egyik tovabbi gatja lehet a csirazasban a levélfelszini trichomak jelenléte is,
melyek meggatolhatjak a kutikulara érkezést, (Lazniewska et al., 2012). A Kkutikula
kutinrétegét a penetracio fizikai gatjanak, a kutikularis viaszokat pedig kémiai gatnak tartjak,
ezt tdmasztja ald az a vizsgalat is, melyben az Erysiphe graminis eltéré appresszoriumokat
fejlesztett a megvaltozott Osszetételli kutikularis viaszrétegen, a viaszrétegtdl megfosztott
vastagsaga és a gombas betegségre valo rezisztencia kozott pozitiv korrelaciot tartak fel
Capsicum annuum, Coffea arabica, Fragaria x ananassa, Rosa hybrida és szamos z6ldsegfaj
esetén, és tobben beszdmoltak arrol is, hogy vékonyabb kutikularéteggel rendelkezé mutansok
fogékonyabbak voltak egyes gombas fertézésekre, mint a vad tipusok (Jenks és Ashworth,
1999, Hammer és Evensen, 1994, Biles et al., 1993). A kutikula vastagsaga és az
epikutikularis viaszkristdlyok morfologiaja mellett a viaszok Osszetétele is jelentdsnek
bizonyult gombéakkal szembeni rezisztencia kialakitasaban. Bebizonyitottak példaul, hogy a
rozsbol szdrmazo viaszok telitetlen zsirsavai, mint a linolsav és a linolénsav, antifungélis
hatast fejtenek ki, mig a lime (Citrus aurantifolia) telitett es telitetlen zsirsavai az egyik
patogén gomba novekedéset gatoltak. Mig a zsirsavak antifungalis hatasuak, mas hosszu
lancu komponensek a gombak ndvekedésére serkentd hatassal voltak, igy példaul 1,16-

hexadekandial és az 1,16-hexadekéandiol a Magnaporthe grisea appresszoriumanak fejlodését
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segitette (Jenks és Ashworth, 1999). Avokaddobdl (Persea americana) szarmazo C24, és
hosszabb lancu primer alkoholok a Colletotrichum gloeosporoides sporéinak csirdzasat és az
appresszorium kialakitasat serkentették (Podila et al., 1993). A dohanyt fert6z6 Peronospora
tabacina fertézésére fogékony a Nicotiana debneyi, és rezisztens a Nicotiana tabacum faj. Ez
utdbbi viaszaiban kiilonb6z6 aromas vegyiileteket, példaul a 4,8,13-duvatrién-1,3-diol a-, €s
B-izomereit azonositottdk, melyeket a tobbi viasszal egylttesen a felszinr6l eltavolitva
fogékonysagot idéztek eld, a vegyiilet a Peronospora tabacina sporangiumainak csirazésat
gatolta (Reuveni et al., 1987). A felszini viaszok azonban nem csupan elhelyezkedésiik és
Osszetetelik révén jatszhatnak szerepet a gazda-patogen kolcsonhatdsokban, hanem apolaris
tulajdonsagaik miatt is. Rubus fajok vizsgalatakor azt talaltak, hogy a bdéségesen viaszos
felszinli fajtak nagyobb foku rezisztenciat mutattak a Botrytis cinerea fert6zésére, mint a
kevésbé viaszos fajtak, mely tulajdonsag a felszin viaszok altal el6idézett fokozott

vizlepergetd képességével volt magyardzhato (Jenks és Ashworth, 1999).
3.2. A novényi kutikula felépitése és bioszintézise

A ndvényi kutikula strukturalisan harom fobb részbdl épiil fel, ezek a kutin, mely egy
depolimerizaciora képes polimerekbdl allo matrix, a kutan, mely szintén polimer matrix am
depolimerizaciéra képtelen, és a kutikuléris viaszok. Ez utobbi csoport kutikulaban vald
elhelyezkedését tekintve tovabb csoportosithatd intrakutikularis- és epikutikularis viaszokra
(Pollard et al., 2008), a kutikula legfelsé hatarfeliiletét az epikutikularis viaszok adjak. A
kutikula altalaban az antiklindlis sejtfalak felett a legvastagabb és gyakran ék vagy ivbolt
alakban benydlik a szomszédos epidermisz sejtek antiklindlis sejtfalai kozé, és e
jellegzetessége miatt képez negativ képet az epidermadlis sejtfelszinrdl, és nehéz lebomlasa
miatt csupan ez maradt fenn a korai szarazfoldi ndvenyek tdbbsejtes strukturainak
bizonyitékaként. A kutikula legkiilsé részét gyakran emlitik valddi kutikula néven, alatta, az
els6dleges és masodlagos sejtfalak zondjadban valtozd vastagsagban jelenik meg a kutin a
szervfejlddés sordn, melyet kutikularizalt rétegként is emlitenek. A kutikularizalt réteg
kiilvilag feldli része pektinben, a sejt felé nézd része cellulozban gazdag, a pektinben dus
réteget azonban celluléz fibrillumok szévik at (Kunst és Samuels, 2003). A ndvényi kutikula
egészében kiilonb6zd mikroszképos technikakkal vizsgalhatd. Elektronmikroszkdopos
képalkotassal lehetévé valik a kutikula ultrastruktirdjanak vizsgalata mellett az epikutikularis
réteg, és az ott talalhatd kutikularis viaszkristalyok megfigyelése. Beszdmoltak azonban arrdl,
hogy az elektronmikroszkopos vizsgalatok elvégzése el6tti minta-el6készités leoldja a felszini

lipofil régidkat, epikutikularis viaszokat, ezért csupan ultrastrukturalis vizsgalatokhoz a
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konfokalis lezer pasztazd mikroszkdpos eljaras az ajanlott (Veraverbeke et al., 2001c). A
modszer elénye, hogy bar a mintak festésével latvanyosabb eredmény kaphato, de ultraibolya,
illetve az ahhoz kozeli tartomanyban a kutikula autofluoreszcencigja detektalhato, izolalt
kutikuldk vizsgalatdnal ez jelentdsen leegyszerusitheti a kutikula mikroszkdpos vizsgalatat
(Fernandez et al., 1999). A ndvényi kutikula azonban fénymikroszkopos képalkotassal is
vizsgalhatd, ahogy arr6l Buda és munkatarsai is beszamoltak paradicsom termés vizsgélata
kapcsan (Buda et al., 2009). A megfeleléen kivalasztott festékkel lathatova tehetdek az
apolaris régiok az epidermalis szOvetmintaban, igy a kutikula egésze, az azt atitatd viaszok
miatt narancsos-voroses festédést kap a Szudan IV festést kovetden. A kutikularis viaszok
komponenseinek lokalizaciojarol is latvanyos eredményt sikertlt bemutatniuk Nilus kék A
szulfattal torténd festés révén. Ez a festék ugyanis dikromatikus festddést mutat: vorosre festi
a neutrdlis zsirokat és viaszokat, mig a zsirsavakat eés a savas prekurzorokat kekre.
Mindemellett a celluloztartalmu sejtfalhoz is képes kotddni, itt erds kék festddés lathato,
amely elkdloniti a sejtfalat a kutikulatél (Buda et al., 2009). Fluoreszcens képalkotasnél
fontos az apolaris kutikularis viaszok festéséhez, és a kornyezetik elkilonitésének
vizsgalatdhoz a sejtfalak megfestéséhez hasznalhatd festekek helyes megvalasztasa. Az
auramin O lipidek és apolaris komponensek festésehez hasznalhato (Buda et al., 2009; Bisio
et al.,, 1999), a poliszacharid-tartalmu sejtfal festéséhez pedig a Calcofluor White M2R
hasznélata kinal lehet6séget (Bisio et al., 1999). El6bbi a lipofil vegyiileteket sargas-zoldes,

mig a Calcofluor a poliszacharid tartalmu vegydleteket fehéres-kékes szinnel jelzi.
3.2.1. Kutin és kutan

A kutinréteg szerepet kap a nemsztomas gazcserében és gazda-patogén
szerkezetének koszonhetéen a poldris komponensek transzportjdban is. A kutin polimer
tipikusan C16-C18 w-hidroxi zsirsavakra bonthato, ellentétben a szerkezetileg hasonld
szuberinnel, mely a masodlagos gyokerek és szarak peridermalis rétegére, illetve
gyapotszalak kilsejére, vagy a gyoker endodermiszébe valasztodik Kki. A szuberin
szerkezetileg egy poliészter és egy C-C, valamint éterkotéseket tartalmazd aromas frakciobol
all, depolimerizéciora kevésbé alkalmas, mint a kutin. Annak ellenére, hogy szerkezetileg is
¢és a ndvényben valo elhelyezkedésiiket tekintve is eltéréek egymastol, a kutin és a szuberin
mégis kozeli rokon vegyiileteknek tekinthetdk, bioszintézisiik ugyanis kdzos utvonalat kovet.
Mivel mind a kutin, mind a viaszok a zsirsavak bioszintézisének utvonalabol vezethetdk le,

igy a szintézislikben, modifikacidjukban szerepet jatszé gének kozott atfedés jelenik meg

18



(Pollard et al., 2008). A kutin bioszintézise hidroxilacios, epoxidacios és észteresedési
reakciok sorozata, melyeket az oxigén és NADP-fiiggé enzimrendszerek katalizalnak. Mivel a
szén-monoxid gatolja ezeket a reakcidkat, arra kdvetkeztetnek, hogy citokrom P-450-fiiggd
enzimek jatszanak szerepet a bioszintézisben. Ezen enzimek kutatasa még ma is folyik, t6bbet
sikertlt azonositani kozulik, melyek a viasz-bioszintézisben is fontos szerepet jatszanak
(Nawrath, 2002). A WIN1/SHN1 transzkripcids faktor példaul egy vizsgalatban befolyasolta a
kutin Osszetételet, taltermeltetése esetén 0Osszetételbeli valtozasokat és mennyiségi
novekedest, gatlasa esetén forditott hatast tapasztaltak. Ezek mellett sikerilt bebizonyitani,
hogy legalabb egy maésik kutin-bioszintézissel osszefliggé gént, a LACS2-t transzkripciosan
aktivalja (Kannangara et al., 2007). A kutin bioszintézisben szerepet jatsz6 géneket harom
nagyobb csaladba soroltak, ezek CYP86A géncsaladba sorolt zsirsav-oxidazok, acil-aktivator
enzimek a LACS géncsaladban, és a GPAT géncsalad aciltranszferazai. A CYP86A és mas
zsirsav hidroxilazok a kutin bioszintézise mellett szigndlmolekuldk eléallitdsaban és a szabad
zsirsavak toxikus mennyiségili felhalmozodasanak megel6zésében is szerepet jatszanak (Duan
és Schuler, 2005). A fenti géncsaladokban eddig sikeresen azonositottak a LACS2 gént, mely
acil-koenzim-A-szintetaz funkciot kédol, egy citokrom P450-fiiggd zsirsav-oxidazt, a
CYP86A2-t (syn: ATT1), és két GPAT gént (GPAT4 és GPAT8) (Pollard et al., 2008). A
LACS2 kutin bioszintézisében betdltott szerepét Bessire és munkatarsai jellemezték 2007-
ben. Egy Botrytis-rezisztens Arabidopsis mutanst irtak le, melynek a sériilt génje megegyezett
a LACS2 szekvenciajaval, es a mutans 0Otszordés csOkkenést mutatott a dikarboxilsavak
mennyisegében, melyek a legismertebb kutin-monomerek Iudfiiben. Az igy kialakult kutikula
nagyobb mértékii atjarhatosaga segiti egyes feltételezett serkentdk észlelését, és igy vezethet
antifungalis Osszetevok felszini megjelenéséhez, melyek segitették a vizsgalt muténs Botrytis
és Sclerotinia fajokra valo rezisztencidjanak kialakulasat (Bessire et al., 2007). A LACS2
struktura kialakitasaval és igy a Botrytis-rezisztenciaval, azonban a mutans ndvény
megvaltozott tlineteket produkalt a Pseudomonas syringae egy avirulens torzsével vald
inokulaciot kovetden is. Ez utobbi jelenséget arra vezették vissza, hogy a kutin jeloli ki a
sztobmaudvar hatarat l0dfii levelekben, az ultrastrukturalis valtozasai pedig a sejtnedvek
sztdmaudvarba torténd gyors kidramlasat teszik lehetévé, amely a korokozé kolonizacidjanak
primer szintere (Tang et al., 2007). Az ATT1 gént az attl ladfii mutansban azonositottak,
mely fokozott fogékonysagot mutatott a Pseudomonas syringae egy virulens torzsére, emellett
kozel 30%-kal csokkent kutintartalmat, és laza kutikularis membranstruktarat irtak le benne.

A fentiek alapjan kovetkeztetnek arra, hogy az ATT1 gén altal kodolt CYP86A2 szerepet
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jatszik az extracellularis lipidek szintézisében, és mivel a mutans nagyobb mértékii vizzel
szembeni atjarhatésagot mutatott a vad tipushoz hasonlitva a vizvesztés szabalyozdsaban
kitlintetett fontossagunak jelezték a kutikulat (Xiao et al., 2004). A GPAT gének (GPAT4 és
GPATS8) vizsgalatat Arabidopsis thaliana kétszeresen inaktivalt gpat4/gpat8 mutansokon
végezték, és feltartak, hogy a kutin mennyisége drasztikusan csokkent, és emellett kitettebbek
voltak a kiszaradasnak és az Alternaria brassicicola fert6zésének. A gének egyenkénti
taltermeltetése 80%-0s novekedést okozott a C16 és C18 kutin monomerek mennyiségében
levél és szar szOvetekben (Li et al., 2007). Két tovabbi mutans, a gpat5 és a cyp86al
vizsgalata bizonyitotta be, hogy e két gén is szerepet jatszhat a bioszintézisben, ezekben a
mutansokban ugyanis a szuberin monomerek szintje csokkent a gyokér és a maghéj
szOveteiben (Pollard et al., 2008). Emellett a GPATS5-r61 bebizonyosodott, hogy expresszidja a
fenti ket szerven tal a hipokotilban és a portokban is detektalhato, tovabba a gpat5 mutans
vizsgalata soran arra is fény derllt, hogy a gén mutacidja sem a felszini viaszok, sem a
membrénalkotd vagy a tartaléklipidek mennyiségét, dsszetételét nem befolyésolta (Beisson et
al., 2007). A felsorolt géneken kivil a cyp86a8 (syn: lacerata) mutansban fedeztek fel kutin
1éziokat, azonban részletes kutin analizist mindeddig még nem kozoltek errdl a vonalrdl. A
lacerata mutans LCR génjének sériilése azonban posztgenitalis szervfuzidkat okozott, amibdl
a LCR zsirsavak w-hidroxilaciojaban betoltott szerepére, ezzel egyitt pedig a kutin
bioszintézisében valé fontossdgadra mutattak ra (Wellesen et al.,, 2001). Szintén a
posztgenitalis szervflziok megakadalyozasanak kontextusaban emlitik a hothead mutanst
(HTH), mely gen expresszidja minden szdvettajban detektalhatd volt, és nem volt epidermisz-
specifikus (Krolikowski et al., 2003). A fiddlehead mutans FDH génje altal kodolt fehérje
szintén a vegetativ fejlodés sordn bekovetkezd sejtfuziok gatlasaban jatszhat szerepet,
szerkezetileg a [-ketoacil-koenzim-A-szintdzok es chalkon-szintazok csoportjaval mutat
nagyfoku hasonldsagot (Pruitt et al., 2000). A monomerek polimerré alakulasanak illetve a
kész géntermékek intra- és extracellularis transzportjanak 1épéseirél, illetve az ebben részt
vevo kulcsenzimekrdl jorészt csak feltételezések allnak rendelkezésre (Pollard et al., 2008).
Ismert azonban egy ABC transzporter gén, a WBC11 (syn: ABCG11), mely a kutikularis
egyiittmiikodésben, melyek igy a kutin kialakitasanak 1épéseiben vesznek részt (Bird et al.,
2007 és Bird, 2008). Saladié és munkatarsai jellemeztek egy DFD-nek nevezett
paradicsomfajtat (delayed fruit deterioration), mely minimalis puhuléassal, &m normalis éréssel
volt jellemezhet6 (Saladié et al., 2007). A fajtat az AC (Ailsa Craig) kontrollfajtaval vetettek

0ssze. Mikroszkopos eljarasokkal nem mutatott kiilénbséget a két fajta, a DFD kutikulanak
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kutin matrixat stribbnek talaltak, és hianyzott a kutikuldjabol egy flavonoid prekurzor, a
naringenin kalkon, mely a kontroll fajta kutikuldjanak szinezddését okozta, feltételezések
szerint a vegylilet szerepet jatszhat a parologtatas szabalyozasaban is. A kés6bbiekben a DFD
paradicsom kutikulajanak jelent6s tultermelését irtak le a vad tipusu paradicsom kutikulajaval

Osszevetésben, GC-MS modszereket felhasznalva (Lytovchenko et al., 2009).

Bar a kutikula f6 komponensei kozott szerepel, a kutanrétegrél maig nem sokat
tudunk. Annyi azonban bizonyos, hogy a kutinréteg depolimerizacidjat kovetden egy hasonld
természetii, alifds anyag marad hatra, ez a kutan, amely azonban makacsul ellenall minden
eljarasnak, amely megbontana a kémiai szerkezetét. Clivia miniata levelekben azonban
leirtdk, hogy a kutan felhalmozodasa csupan joval a kutin kialakulasa utan kezdédik meg, ami
arra engedhet kovetkeztetni, hogy a kutdan lerakoddsa csupan a sejtek fejlédésének

befejezddése utan kezdédik meg (Pollard et al., 2008).
3.2.2. Kutikularis viaszok
3.2.2.1. A kutikularis viaszok jellemzése

A kutikularis viaszok vizsgalatdhoz mindenekeldtt a viaszok kinyerése sziikséges a
tovabbi analizisekhez. A kutikula egészében torténd vizsgalatdra altaldban az enzimatikus
emésztést szoktak elvégezni (Orgell, 1954), mivel azonban a cellulaz-, pektinaz-tartalmd
enzimkeverékek a sejtfalakon kivili 6sszes strukturat szabadda teszik, a kutikularis viaszok
csupan a kutin- és kutanrétegekkel egyutt lennének vizsgalhatok. A kutikularis viaszok
tovabbi vizsgalati modszere az oldoszeres leoldas és késébbi beparlas, mely a viaszok
apolaros jellegébdl addddéan valamely apoldros olddszer hasznalatat jelenti. Ezekben az
olddszerekben a viaszok altalaban 1-10 mg/ml oldhatosaggal rendelkeznek. Megoszlanak a
vélemények az oldoszer fajtajanak kivalasztasarol, azonban a legtébb esetben a kloroformos
extrahalast alkalmazzak, néhanyan emlitik a metilén-kloridos, n-hexanos vagy a petroléteres
kivonésokat is. Mindegyik eljarasban k6z0s azonban, hogy a viaszok dsszetételének eltérései
miatt a szerv oldoszerbe martasanak ideje, hémérséklete, az oldoszer mennyisége
onmagukban is gatjat szabhatjak a sikeres extrakcionak. A kivonas megtervezesenél 1ényeges
elemként emlithetd az is, hogy levelekrdl torténd extrakcid esetén az adaxidlis €s abaxialis
felszinek eltéré foku viaszoltsdga nem azonos mértékil leoldott viasztomeget eredményezhet
(Riederer és Miuller, 2006). Azonban a kutikularis viaszok oldoszeres extrakcioja nem tud
kilénbséget tenni az epikutikularis és az intrakutikularis viaszok kozott. Erre a problémara

szolgaltattak egy Otletes megoldast egy 2012-es publikacidban (Chatterjee et al., 2012), mely
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soran az epikutikularis viaszokat eldzetes arabmézga bevonatba agyazva tudtdk leszedni
paradicsom termések felszinérdl, a hatrahagyott viaszok pedig intrakutikularis viaszoknak
voltak tekinthetOk. A tapasztalatok szerint szamottevd kiilonbségek mutatkoznak az
epikutikularis és az intrakutikularis viaszok komponensei kozott. Az epikutikularis
viaszkomponensek kozott szabad zsirsavak es alkanok talalhatdak, mig az intrakutikularis
viaszokban VLCFA alifas viaszkomponensek, primer alkoholok és triterpenoidok valamint
egyéb ciklikus viaszkomponensek a jellemzéek (Buschhaus és Jetter, 2011). Eppen e
kiilonbség adja a kétféle viaszréteg eltérd mikroszkdpos vizsgalatdnak lehetdségét, azok eltérd
polaritasa révén. A viaszok mindségi analizise gazkromatografias modszerrel végezheto el, az
egyes vegyuletkomponensek pedig tomegspektrometrias vizsgalattal azonosithatok. A viaszok
legjelentdsebb komponensei kdzott a telitett hosszu szénlancu zsirsavakbol levezethetd 20-34
szénatomszamu alifas aldehidek, primer és szekunder alkoholok, alkanok, ketonok és észterek
szerepelnek. Ezek mellett szamos egyéb, kevésbé jellegzetes komponens is feltinik, melyek
lehetnek terpenoidok, flavonoidok vagy szterolok (Kunst és Samuels, 2003). A felsoroltak és
az azokon til megjelend vegyliletek gyakran mutatnak jellegzetes megjelenést egy-egy
novénycsalad vagy nagyobb novényrendszertani egység tagjai kozott. Arabidopsis thaliana
mahl mutansok hajtasainak felszini viaszreétegenek vizsgalatakor a diolok és ketolok hianyéat
és a szekunder alkoholok és ketonok drasztikus csokkenését talaltak, mely alapjan a MAH1
enzimet az alkan-szekunder alkohol, illetve ketonokhoz, diolokhoz, ketolokhoz vezetd
anyagcsereut kulcsenzimeként nevezték meg (Wen és Jetter, 2009). Paradicsom termések
vizsgalatakor a sztenderd viasz-komponensek mellett tobbek kozott szterolokat, a-, B-, o-
amirint és naringenin-chalcont azonositottak (Bauer et al., 2004a), mely utébbi egy masik
vizsgélat szerint a paradicsom kutikulgjanak szinezetét adja (Saladié et al., 2007). A fentebb
emlitett paradicsommal kapcsolatos vizsgalatban nem csupan mindségi, hanem mennyiségi
viaszanalizist is végeztek, melyhez 26 kiilonb6z6 paradicsomfajtat valasztottak, és érett piros
allapotban végezték a méréseket. Atlagosan, a paradicsomok feliiletegységére vonatkoztatva
50 pg/cm® mennyiségii viaszt talaltak, melynek 29%-a foként hossza lanch szénhidrogén,
19%-a foként hossza lanct alkohol és triterpenol és 52%-a a naringenin-kalkon. A viaszok f6
komponensei a naringenin-kalkon, n-hentriakontan, &-amirin, n-nonakozan, B-amirin, o-
amirin és n-tritriakontadién voltak (csokkend sorrendben). Egy kivalasztott fajtan az érés
sorén is elvégezték az analizist, és azt taldltak, hogy a naringenin-kalkon, az alkének és
alkénolok csupan az érés elérehaladtaval jelentek meg, és bar a legtdbb komponens
mennyisege valtozott az érés soran, a triterpenolok allando aranyban voltak jelen (Bauer et

al., 2004b). Paprika termések esetén egy masik vizsgalat alapjan a viaszok dsszetétele hasonlo
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volt: a viaszok 29%-a n-alkan, izoalkan és aldehid, 61%-a triterpén, koztiik a paradicsomnal
mar emlitett o-, B-, d-amirin, valamint n-alkdnsavak, és csupan nyomokban taldltak n-
alkanolokat és fitoszterolokat. Erdekes eredmény ugyanebben a vizsgalatban, hogy a szintén
Solanaceae csaladba tartozo tojasgyimolcs termesek vizsgalatanal a fenti arany megfordult:
77%-o0s frakciot tett ki az n-alkanok, izoalkanok és aldehidek csoportja, és csupan 23%-ban
voltak jelen a bonyolultabb szerkezetii n-zsirsavak, n-alkanolok triterpenolok és szterolok
(Bauer et al., 2004b). Ezen eredmények arra mutatnak, hogy egyértelmii kovetkeztetéseket
gyakran még egy novénycsalddon bellil sem tehetink a kutikularis viaszok 6sszetételére
vonatkozéan, még ha egy-egy komponens jelenléte specifikus is. Alma gylimolcsok
kutikuldjanak vizsgalatarol mar a XX. szazad els6 felébdl is talalunk adatokat: egyértelmiien
elkiilonithetének talaltak az n-nonakozan, n-heptakozén, d-nonakozéan-10-ol, n-triakontanol,
n-oktakontanol és az n-hexakontanol vegylletcsoportokat (Chibnall et al., 1931). Egy
modernebb modszerekkel vegzett kutatas soran aldehideket is sikertilt az alma kutikularis
viaszokbdl izolalni, ugyanakkor ketonvegylletek nem jelentek meg a mintakban egyik
vizsgalt fajtdnal sem, a szerzOk egyuttal felhivjak a figyelmet az egyes fajtdk
viaszkomponensei kozti szamottevd kiilonbségekre (Verardo et al., 2003). Fajtak kozti
kiilonbségekre ¢lezi ki egy masik szerzOcsoport is az eredményeit, melyekben mind
Osszetételben, mint pedig a viaszok mennyiségében és a viaszréteg vastagsagaban kilonbséget
irtak le a vizsgalt harom belga almafajta kozott. A ‘Jonagold’, ‘Jonagored’ egy csoportba
voltak sorolhatok Osszetételiiket tekintve, a f6 viaszkomponensek az a-farnezén, pentakozan,
heptakozan, oktakozan és nonakozan voltak egy azonositatlan komponens megjelenése
mellett, ugyanakkor az ‘Elstar’ fajtaban ugyanez az ismeretlen vegyiilet és az a-farnezén nem
voltak detektalhatok. ULO tarolas koriilményei mellett végezték a vizsgalatokat és fény derdilt
arra is, hogy a nyolcadik hénapra a ‘Jonagold’ és ‘Jonagored’ az a-farnezén, az ismeretlen
komponens és a nonakozan mennyisége szignifikansan lecsokkent. A kutikula vastagsaga
‘Jonagold’, ‘Jonagored’ és “Elstar’ sorrendben emelkedett szignifikansan (Veraverbeke et al.,
2001a). Egy parhuzamos vizsgalatban az ‘Elstar’ fajta gyumolcsének durvabb,
viaszrepedéseket hordozd felszine, illetve a kozel rokon ‘Jonagold’ és ‘Jonagored’ fajtak
sima, egyenletes felszine kozti kiilonbséget egy szekunder alkohol szerkezetli
viaszkomponens, a nonakozan-10-ol “Elstar’-beli hianyaval és a maésik két fajta viaszaban
nagy mennyiségben torténé detektalhatosagaval magyarazzak, és érdekes hasonldsagot
vonnak a viasz felszini tulajdonsagai és az ‘Elstar’ nagyfokd, valamint a ‘Jonagold’-
‘Jonagored’ kisebb mértékii vizvesztésnek vald Kkitettségében. Erdekes eredmény volt

tovabba, hogy a gazkromatografias adatok szerint az ‘Elstar’ fajtdban a nonakozan-10-ol
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parosult. Az alkohol-tipusu vegyuletkomponensek a viaszok fényességét magyardzzak, mig az
alkanok a kékes-viaszos megjelenéssel korrelalnak. Bar egyes szerzok a nonakozan-10-ol
megjelenésével hozzak Osszefliggésbe a csdszerli epikutikularis viaszkristalyok megjelenését,
ilyet az érintett fajtakban nem talaltak (Veraverbeke et al., 2001b). Egy 1996-0s vizsgalat
soran a viaszok hohatasra valo valaszat és az ezzel Osszefiiggd kalcium-ionok felvételének
valtozasat tanulményoztdk. Vizsgélatukban a kutikula azon felszini repedezéseivel
foglalkoztak, melynek mar vizsgalatuk el6tt is nagy szerepet tulajdonitottak. *Golden
Delicious’ alméknal bizonyitottak, hogy a fejlodés eldrehaladtaval a repedések mennyisége €s
szélessége novekszik, a fejlodés mellett pedig a termesztésmod, az évjarathatds és a
posztharveszt koriilmények is befolyasoljak a repedések kialakulasat. A hékezelés hatasara az
almak tomegik kozel 0,5%-at veszitették el naponta, mely nagyfoku vizvesztés a termés
kiils§ sejtrétegeiben nagyfoku ionfelhalmozodashoz, példaul a Ca®* ionok nagyobb fok
jelenlétéhez vezetett. A hdkezelés ugyanakkor valtozast idézett eld a kutikula struktirajaban
és homogénebb allomany(iva tette azt. A magasabb Ca** koncentracid, mely a hékezelt almak
viaszaban ¢€s exokarpidlis rétegében megfigyelhetd volt, feltehetden szerepet jatszott a
héjbarnulas és a kesertirothadas héjrendellenességek visszaszorulasaban, mely elvaltozasok

stlyosbodnak a Ca?* ionok hianya esetén (Lurie et al., 1996).
3.2.2.2. A kutikularis viaszok bioszintézise

A kutikularis viaszok bioszintézisében részt vevo enzimek szamos szempont szerint
csoportosithatok, funkcidjukat tekintve ismertek lanchosszabbitast végzd elongazok, tiolos
észtercsoportot hidrolizalé tioészterazok, redox reakcidkat katalizald reduktazok és oxidazok,
karbonilcsoport eltavolitasat katalizald dekarbonilazok és acilcsoport transzportjat ellatd
transzacilazok (Jenks és Ashworth, 1999). Egy 2003-as in silico analizis soran felderitették az
acil-lipid metabolizmusban szerepet jatsz6 geneket, illetve az ezzel ¢sszefliggésbe hozhatd
EST-ket. A vizsgalat soran 600 gént, és 3750 EST-t azonositottak résztvevoként, ezen beliil a
kutikularis viaszok és a kutin szintézise és transzportja 6sszesen 161 gént és 1081 EST-t
foglal magaba (Beisson et al., 2003). A mai napig azonositott gének kozott azonban sok
esetben olyan nagyfoki homoldgiét talaltak, hogy egyazon génként, egymas szinoniméjaként
emlitik Oket. Mivel azonban a rendelkezésre allo szakirodalomban talalhatdé nomenklatura
gyakran nehezen 0sszeegyeztethetd, tobben is megkisérelték a szinonim géneket dsszefoglalni
a sajat vizsgalatuk tertletén (példaul Joubés et al., 2008, Yephremov és Schreiber, 2005,

Samuels et al., 2008), ezek 0sszegzését az I. tablazatban mutatom be.
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I. tAblazat: A kutikularis viasz-bioszintézissel 6sszefuiggésbe hozhat6 gének szinonimai

Arabidopsis 16kusz Geén neve / szinonimok
At5g57800 CER3/WAX2/YRE /FLP1
At1g25450 KCS5 / CER60
At1g68530 KCS6 / CER6/CUT1
At2926250 KCS10/ FDH
At2g46720 KCS13/HIC
At5g04530 KCS19/FAE1
Atlg72970 ACE /HTH /APB24
At4g00360 ATT1/CYP86A2
At2g45970 LCR/CYP86A8
At5g10480 PAS2 / PAP

A kiilonboz6 viasz-bioszintézissel 0Osszefliggésbe hozhaté gének vizsgalata olyan
mutans novények segitségével kezdddhetett, melyek fenotipikusan eltérd viaszoltsagot
mutattak a vad tipusi novényekhez képest. Ilyen mutdnsokat leirtak arpaban, ludfiiben,
kukoricaban és repcében is. Ezeket a mutansokat arpaban és ludfiiben eceriferum-ként (cer),
kukoricéban és repceben glossy-ként ismerik. Az arpa a fentiek koziil ebb6l a szempontbol a
leginkabb vizsgalt faj, 85 cer lokusszal, Arabidopsis thaliana-ban 22 cer mutanst irtak le
eddig. Ezen mutansok mindegyike a vad tipustdl eltéré mennyis€gli viaszoltsagot produkal,
eltérésekkel annak Osszetételében is. Pasztazd elektronmikroszképos képalkotassal
bizonyitottak, hogy a felszini viaszkristalyaik vagy nagymértékii morfologiai valtozasokon
estek at, vagy teljes mértékben hianyoznak. Az egyes viasz-komponensek bioszintézise a
kloroplasztisz zsirsavszintézisébodl vezethetd le, mely az acetat lancanak meghosszabbitasat
jelenti két szénatomonként. A kloroplasztisz sztromajaban miikodé zsirsav-szintdz komplex
(FAS) mikodésének eredményeként zajlik a C16, C18 zsirsavak de novo szintézise. A
kloroplasztiszon belil harom altipusa létezik a FAS komplexeknek, melyek a lanchossz
specifitdsdban térnek el egymastol. Ezek a KASIII (C2-C4 specifitassal), KASI (C4-C16
specifitassal) és a KASII (C16-C18 specifitassal), az egyes enzim-komplexek ennek
megfelelden a lanckezdés utdn egymasnak adjék tovabb a szintetizalt lancot (Kunst és
Samuels, 2003). Ujabb kutatasok arra mutatnak, hogy a citoszélban az acetaton kiviil egyéb

vegyuletek, mint a glikdz-6-foszfat, a foszfo-enol-piruvat, piruvat eés malat éppoly
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szamottevo szénforrdsai a plasztidialis zsirsavszintézisnek, mint maga az acetat (Rawsthorne,

2002).

A viasz-komponensek bioszintézisének sematikus abrajat Kunst és Samuels (2009)

nyoman an mutatom be.
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1. abra: Viasz-komponensek bioszintézise, és a szintetizalt komponensek transzportja a
kloroplasztisztdl a sejt felszinére (Kunst és Samuels, 2009).

A kész zsirsavlanc mérete a Kkloroplasztiszbdl kijutva az endoplazmatikus
retikulumhoz kotott FAE (zsirsav-elongaz) enzimkomplex segitségével gyarapodik tovabb,
létrehozva a VLCFA-nak (nagyon hosszU zsirsav) nevezett vegyiiletcsoportot, C20-C34
lanchosszal. A névényi hosszu lancu zsirsavak foként telitettek vagy egyszeresen telitetlenek,
ezzel nagyfokd eltérést mutatnak mas, nem-novényi rendszerekhez kepest, melyekben a
tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA) kifejezetten elterjedtek (Leonard et al., 2004). Ezen
tobbszordsen telitetlen vegylletek fontos szerepet jatszanak a membranok fluiditasanak és

flexibilitasanak alakitasaban, a névenyi C18-as PUFA-k tovabba a jazmonsav és mas
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oxilipinek szintéziséhez szlkséges szubsztratok (Wallis et al.,, 2002). A VLCFA-k
Iétrejottéhez azonban a kész C16/C18 vegyiletnek el kell jutnia a kloroplasztiszbdl az
endoplazmatikus retikulumhoz, melynek elsé 1épése, hogy a plasztidilis szintézisben szerepet
jatszo acil-hordoz6 fehérjérdl egy acil-ACP tioeszterdz enzim leszakitja a zsirsavat majd az
elszallitodik a plasztiszrol és koenzim-A-va észteresedik. Az acil-ACP tioészterazok ket
csoportjat kilonitették el aminosav-szekvencidik hasonlosaga, illetve szubsztrat specifitasuk
szerint, ezek az in vitro 18:1-ACP specifitast mutatdo FATA, valamint a foként telitett
zsirsavakra specifikus FATB tioeszterazok (Riederer és Muller, 2006; Salas és Ohlrogge,
2002). A FATB mutans novényekben a palmitinsav és a sztearinsav mennyiségének
csokkenését irtdk le a kiilonbozd szervekben, mely kiegésziilt a ndvények csokkent

novekedésével, a magok alacsony életképességével és megvaltozott morfologiajaval
(Bonaventure et al., 2003).

A koenzim-A-va torténé észteresitést a LACS enzimek katalizaljak, ezzel megné a
vegyiiletek citoplazméban valo oldhatésaga, valamint megsziinik a plasztiszba torténd
visszakertilésiik lehet6sége. Ludfiiben kilenc LACS gént azonositottak, melyek kdzil azonban
csupén hét allitotta helyre a LACS deficiens mutans élesztd novekedését. A legmagasabb
aktivitast a LACS enzimek azon zsirsavak kialakitasdnal mutattak, melyek a f6 szerkezeti és
tartaléklipidek a ludfii novényekben (Shockey et al., 2002). A LACS1 génrdl bebizonyitottak,
hogy a LACS2-t61 eltér6en nem a kutin, hanem a kutikularis viaszok bioszintézisében jatszik
szerepet, egylittes mutacidjuk a kutikula szamottevd valtozasat és funkciocsokkenését,
valamint jelentds szervfuziokat idézett el6 (Weng et al., 2010). Emellett pedig a LACS1
zsirsavszintetaz aktivitassal birt a C20-C30 VLCFA-kra nézve, legmagasabb szinten a C30-as
zsirsavakra (Lu et al., 2009).

A VLCFA-k szintézise neégy enzimreakcio: egy elongacid, egy redukcid, egy
dehidratacio és egy ismételt redukcié egymast kovetd 1épésével zajlik, és a belépd acil-csoport
két szénatommal hosszabbodik a szintézis sordn, hasonléan a zsirsavak kloroplasztisz-beli
szintéziséhez. Az acil-lanc elongacidjanak Kivitelezéséhez azonban kétszénatomos
donormolekulék sziiksegesek. A kloroplasztisz zsirsavszintézisében ez a malonil-ACP, a FAE
komplexben pedig a malonil-koenzim-A, a reakciét pedig az acetil-koenzim-A-karboxilazok
(ACCaz) katalizaljak (Riederer és Miiller, 2006). Ludfiiben ezt a funkciot két gén, az ACC1 és
ACC2 termekeinél irtak le, és bar e két gen a kutatasok szerint mindeniitt kifejezédik, eddig
csupan az ACC1 VLCFA lanchosszabbitasban jatszott szerepét bizonyitottdk (Baud et al.,
2003). A glossyhead (gsd1) mutansban tartak fel az ACC1 egy mutans alléljat, amely meglepd
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modon kevesbé volt hatdssal a lipidmetabolizmus anyagcseréjére, mint a kornyezeti
stresszvalasz-utvonalakra, ezek koziil is kiemelkedbéen a szeneszcencia és az etilén
szintézisének determindnsaira. Ebbdl arra kovetkeztetnek, hogy az ACC1 enzim altal
szintetizalt citoszélikus malonil-koenzim-A-eredetii lipidek 1ényeges szerepet jatszhatnak a
stresszvalaszok jelatvitelében (LU et al., 2011). A kondenzacios lépést a KCS-ek (3-ketoacil-
koenzim-A-szintdz), az els6 redukciot a KCR-ek (3-ketoacil-koenzim-A-reduktaz), a
dehidrataciot HCD-k (3-hidroxiacil-koenzim-A-dehidrataz), a végsé redukciot pedig az ECR-
ek (transz-2,3-enoil-koenzim-A-reduktaz) végzik. A VLCFA szintézis altalaban a kész C18
acil-koenzim-A-bol indul ki, bar bebizonyosodott, hogy a C16-koenzim--A is lehet a KCS
enzimek szubsztratja (Bach és Faure, 2010). A KCS-ck két alapvet6 tipusat kiilonboztetik
meg, az ¢élesztében leirt ELO-tipusUakat, valamint az Arabidopsis-ban jellemzett FAE-
tipusuakat (Kunst és Samuels, 2009). Az ELO-fehérjék erésen hidrofébok, 5-7
transzmembran doménnel a C- és az N-terminalis régiokban egyarant, ezzel szemben a KCS
fehérjék egy membrankotd régiot tartalmaznak, mely kizardlag az N-termindlis régioban
talalhatd, és egy-két transzmembran doménbél all (Leonard et al., 2006). Mindeddig harom
ELO-tipusu, és huszonegy FAE-tipusi KCS-t irtak le, a kutatasok pedig valdszintsitik, hogy
az egyes enzimek méas-mas lanchosszisagu szubsztratspecifitassal rendelkeznek, ezek pontos
meghatarozasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel (Kunst és Samuels, 2009). Egy csupan
a kondenzacios lepés enzimeivel, a KCS-ekkel foglalkozé kutatas sorén szintén bizonyitottak,
hogy ezen enzimek mindegyike az ER-hez kapcsoltan mitkodik, tovabba meghataroztak nyolc
alcsoportot a ludfit KCS enzimcsoportjan beliil valamint azt is feltartak, hogy ezen enzimek a
kiilonb6zd ndvényi részekben jelentdsen eltérd expresszids mintdzatot mutatnak (Joubés et
al., 2008). A feltételezések szerint a komplex a kondenzacios enzimekben nagyfokd eltérést
mutathat, a masik harom enzimrél viszont azt feltételezik, hogy nem rendelkeznek a KCS-
ekéhez hasonld nagyfoku szubsztratspecifitassal (Riederer és Muiller, 2006). A KCS enzimek
kozil eddig csupan a CER6, a KCS2 és a KCS20 FAE-tipusi KCS-ekr6l igazoltak, hogy
viasz-specifitassal birnak, és mindegyiknek a 22 szénatomos vagy annal hosszabb lancok
kialakitasaban lehet szerepe Arabidopsis hajtasokban (Kunst és Samuels, 2009, Lee et al.,
2009). A cer6 mutans vizsgalata 1995-ig is visszanyulik, amikor tobb méas cer-mutanssal
egyutt a cer6 epikutikularis viaszainak analizise is megtortént, és a hajtasban a 26 szénatomos
primer alkoholok, levélben pedig a 29 szénatomos alkanok felhalmozddasat siker(lt leirniuk,
néhany egyéb, kevésbé major komponens megjelenése mellett (Jenks et al., 1995). Egy CER6
milkodésében gatolt ludfii vizsgalata soran fény derllt a teljes viaszmennyiség 6-7%-ra

torténd visszaesésére, valamint a C24 termékek dominancidjara, amivel sikeriilt bizonyitani a
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CER6 C24 termékek hosszabbitasaban betdltott szerepét. Az enzimnek két feltételezett
transzmembran doménjét azonositottdk, és N-terminalis régidja egy masik ER-kapcsolt
enzimével mutat hasonlosagot, melybdl a kordbban feltételezett endoplazmatikus
retikulumhoz kapcsolt kifejez6dés is bizonyitast nyert (Millar et al., 1999). Késobb
beszamoltak arrol is, hogy a gén expressziojahoz fény kellett, valamint hogy a sokoncentracio
¢s a szarazsag er0sitette az expressziojat (Kunst et al., 2000). Egy Ujabb kutatasban, melyben
kcs2/daisy és a kes20 mutansokat vizsgaltak azt talaltak, hogy az egyes gének hianya a teljes
viaszmennyiseg 15-20%-os csokkenését idézi el levélben és a hajtasban, a gének talzott
expresszidja pedig 10-34%-os novekedést idéz el6 a levelek viasztartalmaban (Lee et al.,
2009). Az emlitett génekre nézve dupla mutans névényeket 6sszehasonlitottak az egyszeresen
muténsokkal is, és ez alapjan levonhato volt az a kovetkeztetés, hogy a KCS2/DAISY és a
KCS20 a C22 VLCFA-k lanchosszabbitasaban redundans szerepet jatszanak, és expresszidjuk
ozmotikus stressz hatdsara eltéréen valtozik. Az elsé redukcios 1épést katalizdlo KCR
enzimek vizsgalata élesztOben kezdbédott, és az ott leirt YBR159w génnek Arabidopsis
thaliana-ban két homoldgjat, az AtKCR1-et és az AtKCR2-t irtdk le. E gének kozul az
AtKCR1 génnek komplementalt éleszté mutans mitkédése normalisra allt vissza, ugyanakkor
az AtKCR1 hianya a Iludfii mutansban embriondlis letalitast okozott. Az AtKCR2
komplemtéacioja nem allitotta vissza az ¢leszté mutans KCR funkcidjat, ugyanakkor ez a luadfi
mutans nem mutatott fenotipusos elvaltozast. A KCR1 transzkriptumanak redukcidja
majdnem teljes kutikularis viaszveszteséget okozott, erés fiddlehead-re jellemz6 fenotipust
idézve el6. A KCR1 knockdown mutansokban mindezek mellett a gyokérszorok és a lateralis
gyokérképzodés, tovabba a C20 feletti telitett zsirsavak szintézise gatolt volt (Beaudoin et al.,
2009). Kukoricaban leirtak egy muténst, a glossy8-at, mely eltérd viaszoltsaggal rendelkezett,
¢és valoszinisitették, hogy a mutans sériilt GI8 génje KCR funkcioval rendelkezhet (Xu et al.,
1997), ennek bizonyitasara azonban éveket kellett varni. A késObbiekben leirt és
funkciondlisan jellemzett GL8-szerii gén, a GL8A és a GL8B egyarant KCR funkcidval
rendelkezik, és e két gén egylittes mutacidja embriondlis letalitast idézett eld, ezzel azt is
sikerilt bizonyitani, hogy a kukorica KCR génjei nem csupan a kutikularis viaszok
bioszintézisében, hanem az embrionalis fejlddésben is kulcsfontossagu szerepet jatszanak
(Riederer és Muller, 2006). A VLCFA szintézis FAE komplexében a dehidratacios lepést a
kutatasok szerint a PAS2 kodolja, mely génterméke az eddigi adatok szerint homol6g az
¢leszt6 PHS1 dehidrataz enzimével. A PAS2 ugyanis képes volt visszadllitani a phsl
mutansok citokinetikus defektusait, valamint a hossz( lancu szfingolipidek tulsagos

felhalmozddasat. Ugyanakkor a PHS1 is képes volt a pas2 mutans fejlodési elvaltozasainak és
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a hosszU lancu vegylletek felhalmozodasanak komplementalasara. A pas2 mutans a teljes
VLCFA-tartalombeli csokkenéssel volt jellemezhetd, és szoros kapcsolatot taldltak a
miitkodésében a CER10 ECR-funkcidju enzimmel. Mindezek mellett a PAS2 funckidvesztése
embrionalis letalitdst okozott, és ez alapjan megallapitottdk, hogy Iényeges és
nélkuldzhetetlen enzime a VLCFA bioszintézisnek (Bach et al., 2008). A FAE komplex
utolsd, redukcios lépését katalizald6 ECR funkcidju CER10 génnel kapcsolatos eredmények
alapjan arra kovetkeztetnek, hogy mig a felfedezett KCR és HCD funkciéju enzimek
nélkiilozhetetlennek bizonyultak a novényi fejlédés szempontjabdl, addig a CER10 hianya
viaszmennyiseg €s —mindség valtozast idézett eld, letalitdst nem okozott, emiatt pedig
feltételezhetden mas enzimek is szerepet kaphatnak az utolsé redukcids 1épésben (Zheng et

al., 2005).

A VLCFA-k tovabbi atalakitasa a sejten beliil alapvetden két Gtvonalat kovethet. Az
acil-redukcios Utvonalon a primer alkoholok és viasz-észterek keletkeznek, a dekarbonilacios
anyagcsereuton pedig az aldehidek, alkanok, szekunder alkoholok és ketonok szintézise zajlik
(Kunst és Samuels, 2003).

A primer alkoholok képzddése, mivel tovabbi észteresitési reakciok résztvevoi is,
kdzponti szerepet tdltenek be a viaszok bioszintézisében, és tobb kutatas is foglalkozott a
kialakulasukkal és modifikaciojukkal (Jetter és Kunst, 2008). Jojobanal (Simmondsia
chinensis) feltartak, hogy a névény hosszu lancd alkoholok és zsirsavak észtereit hasznélja a
magok energiatartalékainak ndvelésére, ellentétben a legtébb novényfaj triacilglicerolt
kataliz&l6 zsirsav-acil-koenzim-A-reduktdz (FAR) enzimet, melynek 6nallo kifejeztetése
Escherichia coli-ban a zsirsavakat észteresitd alkoholok felhalmozodasat, transzgenikus
repcendvenyekben pedig a szabad alkoholok mellett 0j viaszészterek megjelenését is okozta
(Metz et al., 2000). A fenti génnel nyolc homoldg gént irtak le Arabidopsis thaliana-ban, és a
cerd mutans jellemzését kovetéen a CER4 gént, melynek sérlilése a hajtas viasztartalmét
jelentésen megvaltoztatta oly modon, hogy a primer alkoholok ¢és viaszészterek
mennyisegének nagyfoku csokkenése mellett Kkismértékii emelkedést tapasztaltak az
aldehidek, alkanok, szekunder alkoholok és ketonok mennyiségében. A CER4 kifejez6dése
¢lesztOsejtekben az ER-hoz kapcsoltan zajlik, a gén expresszidja pedig a levelekben, a
hajtasban, a viragzatban, a bec6ben és a gyokerekben is kimutathato volt (Rowland et al.,
2006). Az acil-redukcios utvonal masik 6 termékei, a viasz-eszterek, szamos ipari

felhasznalasi lehetdséggel birnak, emiatt is kiemelendd fontossaguak. Amellett, hogy az
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észterek fOként az elsédleges hajtasok felszinét boritjak, a mar emlitett sivatagi cserje, a
jojoba magjanak olajaban is megtalalhatéak, amely ndvény az elsddleges forrdsa ezen
észtereknek. ’Gala’ fajtaju alma termések héjabol szdrmazo epikutikularis viaszokbdl is
sikerilt viasz-észtereket kimutatni, melyek monolignolok észtereinek bizonyultak (Whitaker
et al., 2001). A viasz-észterek szintézisében szerepet jatszO gén, a WSDL1 jellemzése
Arabidopsis thaliana ndvényekben tortént, és bebizonyosodott, hogy ezen ER-hez ko6t6do
enzim segitségével a C16 zsirsavak valamint a hosszu- és nagyon hosszU lancu primer
alkoholok észteresitése torténik (Li et al., 2008). Biotechnologiai eljarasokkal eléallitottak a
FAR és a WSD1 enzimek aktivitasat egyuttesen mutatdé FAR-WS flzids proteint, mellyel
tavlati lehet6ségként megnyilt a viasz-észterek acil-koenzim-A-bol torténd novénybeli

eloallitasanak biotechnologiai kapuja (Dittrich-Domergue et al., 2011).

A dekarbonilacids anyagcsereudt reakcidiban az acil-redukcios Gttal 0sszevetve mar
tobb feltaratlan tertletet talalunk. Az ezen az anyagcsereuton 1étrejové vegyiiletek, mint az
alkanok, aldehidek, szekunder alkoholok ¢és ketonok mennyiségi/mindségi valtozdsai a
viaszkomponensként torténd megjelenésiikben a szintézisiikért felelés génekrdl arulhat el
informéacidt. Szamos eceriferum mutanst irtak le, melyek hajtasainak viaszaiban csdkkent
alkdnmennyiséget talaltak (Samuels et al., 2008), de ezen mutansok viaszkomponenseinek
komplexebb vizsgalata is megtortént mar (Jenks et al., 1995, Rashotte et al., 2001, Lai et al.,
2007), igy azok komponensek-szerinti elkilonitése lehetségesse valt. Az dsszes eceriferum
mutans kozul a cerl szamit a legtobbet kutatottnak, és a legnagyobb irodalmi hattérrel
rendelkezének. 1995-ben izolaltdk magat a CER1 fehérjét, és megallapitottak, hogy
dekarbonilaz funkcidval bir, és a hosszu lancu aldehidek alkanna alakitasat katalizalja (Aarts
et al., 1995). Sikeresen bizonyitottdk azt is, hogy a CER1 gén féként az epidermalis
szOvetekben expresszalodik , és taltermeltetése a paratlan sz&mu alkanok és a izomereinek
felhalmozodasahoz vezet. Emellett sikertlt bizonyitani ozmotikus regulaciojat, valamint azt,
hogy szabalyozéasaban az abszcizinsav jatszhat kulcsszerepet. A CER1-et taltermel névények
csokkent kutikularis permeabilitast mutattak, és kevésbé voltak kitéve a talajnedvesség
csokkenésének, amellett hogy nagyobb fogékonysdgot mutattak kiilonboz6é bakteridlis és
gomba patogének fertézésére (Bourdenx et al., 2011). Az eceriferum mutansok kozott a
kdzelmaltig vitatott szerepii volt a cer2. A cer2 génrél mara bebizonyitottak, hogy a FAE
komplex része, és a C28 lanchosszusag feletti zsirsavak képzéseben vesz reszt (Haslam et al.,
2012). A gen expresszioja a sztOma zarosejtekben, a trichomokban és a levélnyélben
mutathatd ki (Xia et al., 1997). Az aldehid-alkan &talakulds enzimeként tartjdk sz&mon a
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CER1 mellett a CER22-t is, melynek sériilése kovetkeztében a C30 aldehid, a triakontanal
C29 alkdnna, n-nonakozénna alakulasa kerll géatlas ald. A cerl-t6l eltéréen a cer22
mutansban nem talaltak jelentésen megvaltozott primer alkohol-tartalmat a viaszokban, a
viasz-észterek mennyisége azonban a vad tipusének 300%-a lett (Riderer és Muller, 2006).
Korabbi feltételezések szerint a WAX2 fontos szerepet jatszik a kutin bioszintézisében a
hidnya esetén bekovetkez6 szervfuziok kialakulasa miatt, és mivel a wax2 mutans
megvaltozott viasz-Osszetétellel birt, a viasz-bioszintézis fontos szerepldjének tekintették
(Chen et al., 2003). A kutin bioszintézisében bet6ltott szerepét azonban valamelyest cafolta
egy 2007-es kdzlemény, melyben egy eceriferum mutans génjét, a CER3-at a WAX2-vel (syn.:
YRE, FLP1) megegyez6nek talaltak, és nem taléltak eltéréseket a kutin mennyiségében vagy
Osszetételében (Rowland et al., 2007). A CER3 expresszidjanak szabalyozasat érdekes mddon
egy masik eceriferum mutans a cer7 vizsgalata tarta fel, a CER7 fehérje ugyanis egy élesztd
ribonukleazzal, az RRP45p-vel homoldg, amely a CER3 expressziojat szabalyozni képes
(Hooker et al., 2007). A dekarbonilaciés utvonal két masik 1épését, az alkanok szekunder
alkoholokka, majd ezen szekunder alkoholok ketonokkd torténd alakitdsat eddigi ismereteink
szerint a MAHI1 enzim katalizdlja (Kunst és Samuels, 2009), és mikodése az ER-hez

kapcsolodva zajlik (Jetter és Kunst, 2008).

Egyéb komponensek is talalhatok azonban a ndvényi kutikularis viaszokban, melyek
szintézise a fentebb részletezett folyamatok mddosulasai révén johetnek létre. Eucalyptus,
Festuca, Agropyron fajokban f6 komponensként, Dianthus, Rhododendron fajokban, valamint
tobb gabonaban, igy blzaban, zabban, arpaban és rozsban kimutathaté komponensként
jelentek meg B-diketonok, melyek alkalmanként, igy peldaul Agropyron-nal, Eucalyptus-nal
és arpanal kiegésziilt alkan-2-olok megjelenésével is. Ezen vegyuletek a FAE komplex
enzimeinek és poliketid szintdzok egyiittes miikodésének a termékei, kutatdsuk és a veliik
kapcsolatos eredmények eddig csupan a cer-cqu mutansok vizsgalata révén torténhetett
(Riederer és Muller, 2006). A fenti két nagyobb vegyuletcsoport mellett harmadikként a
triterpenoidok csoportja emlithetd, az ide tartozd vegyiiletek valtozatos szerkezetiikkel és
funkcids csoportjaikkal teszik szamottevové a triterpenoid csoportot. A terpenoidok
bioszintézisének modern kori kutatasa Leopold Ruzicka nevéhez fiizédik, az 1950-es években
megfogalmazott biogenetikus izoprén szaballyal jellemezte tobbek kozott a triterpenoidok
vazat felépité bioszintetikus utakat. A novényi szteroidok példaul a 2,3-oxidoszkvalén

/////

egy triterpén szintaz katalizalja. Ezen enzimek altalaban egy f6 terméket szintetizalnak, mara
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azonban biotechnologiai eljarasokkal sikeresen tudtak egy B—amirin-szintdz enzimet lupeol-
szintdzza alakitani. A fentieken kivil még egy termék-specifikus triterpén-szintazt ismertnk,
melyet Luffa cylindrica-bol izolaltak, ez pedig egy izomultiflorenol-szintdz (Riederer és
Miller, 2006). A kutikularis viaszokbdl szarmazo triterpenoidok taplalkozastudomanyi
jelentésége mara mar jol ismert. Alma héjbol szarmazd f6 triterpenoid komponensek az
oleénolsav és az urszolsav, ezek pedig néhany mas, kevésbé major triterpenoid komponenssel
egyiitt a kutatasok szerint lényeges szerepet jatszanak kiilonb6zé daganatos megbetegedések,
mint példaul a tiidérak, majrak, mellrak és vastagbélrak kialakulasanak megakadalyozasaban,
a metasztazisos tumorsejtek novekedésének gatlasdban. Méas gylmolcsok és zoldsegek
kutikularis viaszabdl izolalt triterpenoidok is szerepet kapnak az egészségmegdrzésben: a
sz616bogyok oleanolsavai bizonyitottan rendelkeznek antimikrobialis, szklerdzis-multiplex-
ellenes, sziv- és majvédod, valamint inzulintermelést fokoz6 hatassal. De emlithet6k emellett a
paradicsom vagy paprika termések viaszaiban talalhatd gyulladascsokkentd, antidepresszans
és antiallergén hatast amirinjei vagy akéar a grapefruit gyumolcsének fogyasztasra alkalmatlan

héjabol szarmazé gyulladascsokkentd hatast friedelin nevii vegyiilet is (Szakiel et al., 2012).
3.2.2.3. A kutikularis viaszok bioszintézisének szabalyozasa

Szamos tényez6t azonositottak, melyek szoros kapcsolatban vannak a kutikuldris
viaszok bioszintézisével, mi tdbb, képesek is szabalyozni azok szintézisét. Arabidopsis
thaliana viragzati szarak gyors megnyuldsa soran példaul a felszini viaszok mennyisége
allando, melybdl a viaszok bioszintézisének a feliilet novekedésével vald egyenes aranyossaga
kovetkezik. Kiilonbozé vizhianyos stresszeknek kitéve ludfli novényeket, a feliiletegységre
vonatkoz6 viaszok mennyisége tobb mint kétszeresére emelkedett, elsddlegesen a kozel
négyszeres mennyiségre novekedett alkdnok mennyiségének valtozasa volt szamottevd
vizsgaltak cserjés dohdny (Nicotiana glauca) esetén is. Harom periodikus szaritast kovet6en
megndtt az Osszes kutikularis viaszmennyiség, és egy lipid transzfer protein (LTP) gén
transzkriptumainak mennyiségének haromszoros emelkedését is sikertlt kimutatni (Cameron
et al., 2006). A cer2 és cer6 gének transzkripcioja a fejlédés soran szabalyozas alatt van, a
cer6 transzkripcidja ezen felll fénnyel és ozmotikus stresszel indukalhat6. Ezzel szemben a
cer2 gén expresszidjat a fény, hé, hideg, sebzés faktorok egyike sem befolyasolja. A cer2
génrdl tjabb eredmények azt mutatjak, hogy kozeli homologjaval, a cer26-tal egyitt a
feltételezések szerint részt vesz a FAE-komplex miikodésében, elébbi a ludfii viragzati

szérara, utobbi a levelére mutat szoveti specifitast (Joubés et al., 2011, Pascal et al., 2013). A
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kornyezeti hatasok viasz-bioszintézisben betoltott szerepe igen szembedtld, a konkrét
transzkripcids faktorok részvételérdl azonban kevés az ismeretiink. A MYB96 transzkripcids
faktor példaul szarazsdgstressz hatasara fokozza a viaszok termel6dését, amely altal noveli a
ladfii novény szarazsagtoleranciajat (Seo et al.,, 2011). A MYB96 gent konstitutivan
expresszalo novényvonalban a FAE komplexhez tartozd gének mellett a CER3, CER4 és
WSD1 gének is megnovekedett miikodést mutattak, de a viasz- €s kutin-transzport funkciot
ellaté lipid transzfer proteineket kddol6 gének és a WBC11 expresszidja is nagyobb volt (Seo
és Park, 2011). A WIN1 (syn.: SHN1) transzkripcios faktorrol sikeresen bizonyitottak, hogy
befolyasolja a viaszok bioszintézisében szerepld CER1, KCS1 és CER2 gének miikodését
(Broun et al., 2004), de a viaszok mellett a kutin bioszintézisében is kulcsszerepet jatszd
LACS2 gén expresszidjat is szabalyozza (Kannangara et al., 2007).

3.2.2.4. A kutikularis viaszok transzportja

A sejten bellli viasz-bioszintézis a kloroplasztiszban torténé C16-C18 vegyuletek
szintézise utan az ER-hez kapcsoltan torténik. Innen sziikséges a szintetizalt termékek
elszéllitdsa a plazmamembranhoz, onnan pedig ezek tovabbi szallitdsa szikseges a
kutikulahoz. A plazmamembranhoz torténd intracellularis transzport vizsgalata azonban
sajnos ma még nem kivitelezhetd, mivel az erre feltételezhetden alkalmas
elektronmikroszkopos technika minta-elokészitése soran a lipofil vegyiiletek extrakcidja is
megtortenik, igy nehézzé valik a sejten beldli, transzportban esetleg szerepet jatszé struktdrak
azonositasa. Két vezetd elméletet dolgoztak azonban ki az intracellularis transzport
modellezésére: az elsé elmélet szerint a Golgi-apparatus kdzvetit az ER és a plazmamembrén
kozott, a mésik viszont kozvetlen transzportot feltételez. Mindkét elmélet aldtdmasztasara
rendelkezésre allnak eredmények, egyiket sem tartjdk azonban annyira meggy6z6nek, hogy
egyértelmiien valaszt adhasson a kérdésre (Samuels et al., 2008). Barmely elméletet erésitik is
meg késébbi kutatasok, a plazmamembranhoz érkezett viasz-komponensnek at kell jutnia a
kettés lipidrétegen, majd onnan tovabbi transzportja sziikséges a sejtfalon keresztiil a
kutikulahoz. Két gén termékérél, a CERS és a WBC11-r6l bizonyitottak eddig sikeresen, hogy
ATP-kot6 kazetta transzporter (ABC-transzporter) funckioval birnak. A transzporterek a
virgzati szar epidermisz sejtjeinek plazmamembréanjdban voltak lokalizalhatok, és a
mutansok csokkent felszini viaszmennyiséggel, de intracellularis viaszfelhalmozodéassal
voltak jellemezhet6k (Samuels et al., 2008). Az eddigi kutatasok alapjan az ABCG11 (szin.:
WBC11) és az ABCG12 a plazmamembranba agyazddva heterodimert képezve egyuttesen

segitik a kutikuléris viaszok transzportjat, mig az ABCG11 egy maésik, eddig ismeretlen
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ABCG fehérjével heterodimert alkotva segiti a kutin prekurzorok kutikulahoz jutasat (Bird,
2008). A plazmamembrénon val6 atjutéast a hidrofil sejtfalon val6 atjutas koveti, és ehhez a
kutatok kiilonbozo lipid transzfer proteinek (LTP-k) szerepét valdsziniisitették. Ezen fehérjék
ugyanis az epidermiszben is szintetizalodnak, az apoplaszt iranyaba toérténik a szekréciojuk,
elég aprok a sejtfal porusain keresztiil torténé mozgéashoz, és rendelkeznek egy hidrofob
résszel, mellyel a hossza lancu lipidek kotése megvalosulhat. Ezen kedvezd tulajdonsagaik
ellenére sem sikertlt a legtébb LTP-r6l bizonyitani, hogy szerepet jatszana a lipid
transzportban (Samuels et al., 2008), jollehet a bioszintézisiikért felel6s kozel tizendt génbdl
allo LTP géncsalad felfedezése és jellemzése mar megtortént (Arondel et al., 2000). Az
LTPG-r6l azonban, mely egy glikozil-foszfatidil-inozitol-kapcsolt lipidtranszfer protein,

néhany évvel ezelott sikerrel bizonyitottak ezt a tényt (DeBono et al., 2009).

3.3. A kutikula bioszintézisében szerepet jatsz6 gének expresszidjanak vizsgalata

kiilonb6z6 novényi szovetekben

A fentebb emlitett kutatdsok soran altalaban egy-egy gén jelenlétét, mikodését,
szerepét tisztaztak valamely modellndvény szoveteiben. Tobb esetben végeztek azonban
génexpresszios vizsgalatokat egyszerre tobb gént vizsgalatba vonva, igy varva komplex képet
Suh ¢és munkatarsai szolgaltattak ladfii viragzati szar epidermiszének vizsgélatardl.
Microarray technikéval 1900 olyan gént azonositottak, mely a viragzati szar epidermiszében
erésebb miikodést mutatott, ezen beliil pedig jelentdés volt azon gének szdma, melyek
membranokkal kapcsolt, extracellulris, stressz-fiiggé vagy lipid metabolizmussal kapcsolatos
fehérjét kddolnak, ez utdbbi csoport az 6sszes transzkriptumok szamanak 15%-at tette ki. A
lipid metabolizmus génjei koziil egy 85 génbdl allo alcsoportot tudtak elkiiloniteni, melyek a
viaszok és a kutin bioszintézisében jatszanak szerepet (Suh et al., 2005). Paradicsom
termésenek vizsgalata soran héjspecifikus expressziot mutaté géneket kerestek, és az
azonositott 574 transzkriptum 17%-at tudtdk besorolni a kutikularis komponensek
metabolikus  folyamatait szabalyozé gének koézé. A  fenilpropanoid/flavonoidok
bioszintézisével kapcsolatos gének 6%-ot, a zsirsav metabolizmus génjei 8%-ot, a viaszok és
a kutin bioszintézisének génjei 3%-ot tettek ki. Ezek mellett jelentés része a
transzkriptumoknak (28%) az ismeretlen funkcidjluak kozé kerilt besorolasra (Mintz-Oron et
al., 2008). Szintén microarray technoldgiat hasznalva meghataroztdk az alma termések
fejlodése és érése soran bekovetkezd génexpresszio-beli valtozasokat. A vizsgalatokat a

"Fiesta’ fajtan végezték, és a legmagasabb expresszids szinteket augusztus és szeptember
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honapban talaltak. Az eredmények targyalasakor azonban sajnalatos médon nem tértek Ki
kalén kutikularis lipidek bioszintézisére, csupan nagyobb anyagcsere-folyamatok kategoridi
szerepelnek (pl. primer metabolizmus, szekunder metabolizmus) (Soglio et al., 2009).
Kereskedelmi jelentéségének ellenére mindmaig nem sikeriilt atfogé képet alkotni az alma
termések kutikuldjanak kialakitasaban szerepet jatszo génekr6l. A terméshusa és az alma level
és viragok Osszevetésében publikaltak microarray eredményeket (Janssen et al., 2008, Lee et
al., 2007) vagy éréssel Osszefiiggd géneket vizsgaltak ugyanezzel a mddszerrel (Costa et al.,
2010). Egy német kutatdcsoport reverz transzkripciés kvantitativ PCR technika segitségével
vizsgalta a Kkutikula kialakitasaban szerepet jatsz0 gének expressziojat a ’Regina’
cseresznyefajtanal. A fejlédés korai szakaszaban, a kutikula mennyiségének nagyfoku
emelkedése mellett er0sebb expresszios jelet taldltak a WINA, WINB, ATTI1, LACS2 gének
esetén, mig a fejlédés eldrehaladas soran nagyfokt, de jelent6s valtozast nem mutatd

expresszidt mutattak a CER1, FATB, CER5, WBC11 genek (Alkio et al., 2012).
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4. CELKITUZES

Az alma kutikulgjanak vizsgalata azert kerllt kutatasunk kdzéppontjaba, mert az alma

a kertészeti termesztés egyik meghatarozd névénye Magyarorszagon. Gyiimdlcse &ltalaban

hosszu idejii tarolas utan keril értékesitésre, tarolhatosagat az apadas befolyasolja. Az apadas

a kutikulan keresztiil torténé vizvesztés, amit a kutikula Osszetétele és strukturaja nagy

valoszinliséggel befolyasolnak.

A vizsgélatainkat molekuléris és novényélettani paraméterek meghatarozasaval
kivantuk végrehajtani. In silico meg kivanjuk keresni azon géneket, melyek
szerepet jatszhatnak a kutikularis struktardk kialakitasaban, és célul tiiztiik ki
ezen gének expresszids vizsgalatat. Ezek az eredmények késébb nemesitési

programokban felhasznalhaté lehetnek.

Ehhez egy megbizhatoan miik6dd, referenciaként szolgald kontrollrendszert is
Ki szeretnénk alakitani, mely kontrollgénekkel a génexpresszios vizsgalataink
eredményei egzakt modon kvantifikalhatok lesznek.

Mindezek mellett célul tiiztiik ki a termések betakaritasat kovetd vizvesztés
vizsgalatat is, valamint a termés exokarpiumanak és kutikulajanak
fénymikroszkopos, és az esetleges ultrastrukturdlis eltérések felderitésére

konfokalis Iézer pasztazé mikroszkopos vizsgalatat is.

A paprika egy mésik kiemelt jelent0ségli kertészeti termék Magyarorszagon. A

termesztett paprika egy részét szaritott orleményként értékesitik, igy vizvesztésének kozvetlen

gazdasagi jelentOsége is van. A paprika termés kutikularis paraméterek altal kialakitott

tulajdonsdgainak vizsgéalata azért jelentds, mert a termést nem boritjadk sztomak, igy a

parologtatas legszamottevébb szabalyozdja maga a kutikula.

Célunkként hataroztuk meg a termések posztharveszt parologtatasanak
vizsgélatat kiilonbozd fajtdkon és érettségi allapotokban, igy a kutikula
szerepének fejlodés soran torténd esetleges valtozasait is azonosithatjuk. A
kutikula szerepét indirekt mddon, annak eltavolitasaval bizonyithatjuk, ezért
egy olyan kezelt csoporttal kivanjuk eredményeinket 6sszevetni, mely tagjait

kutikularétegiiktél megfosztunk.
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e Meg kivanjuk hatarozni a feluleti viaszréteg tomegét, és konfokalis lézer
pasztazd mikroszkopos meérések segitségével esetleges ultrastrukturalis

kiilonbségeket kivanunk keresni kiilonboz0 fajtaja paprikak kutikuldjaban.
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5. ANYAG ES MODSZER
5.1. N6vényanyag
5.1.1. Novényanyag-paprika

A vizsgalatainkhoz hasznalt paprikak a Capsicum annuum L. ‘Titan’, ‘HO’ és ‘Karpia’
fajtai voltak, melyeket Dr. Terbe Istvan bocsatott rendelkezésiinkre. A ndvényeket a BCE
Soroksari Kisérleti Uzem és Tangazdasagaban termesztették hidropénias mddszerrel Grodan
kozetgyapoton, a gyarto altal ajanlott tapanyag-utanpotlassal. A ‘HG’ és ‘Titan’ fajtakat érintd
vizsgalathoz a novények terméseit harom eltérd fejlodési fazisban szedtik, ezek kereskedelmi
definiciokkal meghatarozva a félméretli (a fajtara jellemz6 kereskedelmi/szedési érettségi
allapotban 1év6 paprika méretének fele), éretlen és érett (szedési érettseg) allapotok voltak, az
allomanyt 2010. aprilis elején iiltették ki. Minden ndvényt két f6 szarra torténd visszametszést
kovetden vezettek fel, majd a f6- és oldalhajtasokon két-két termésre metszették vissza Oket.
Az allomany biologiai névenyvedelem alatt allt, tiz naponta szedték a terméseket es a

letermett dgakat ezt kdvetden visszametszették.

A vizvesztéses kisérletet két ismétlésben végeztiik: els6 alkalommal 26 “Titdn’ és 24
‘HG’ paprikat, a masodik soran pedig mindkét fajtabol 45 paprika termést osztottam szét

kezelések illetve érettségi allapotok szerint az Il. tablazat szerint.
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Il. tblazat: A “HG’ és “Titan’ paprikék vizsgalatdhoz elkészitett kisérleti elrendezés

‘HG’ termeések (db) | “Titan” termések

(db)

1. mérés

Kezelt

Félméreta

Eretlen

Erett

Kontroll

Félméretl

Eretlen

Erett

2. mérés

Kezelt

Félméretl

Eretlen

Erett

Kontroll

Félméretl

Eretlen

Erett

| 00| oo N N N| &~ B DDA
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A ‘HO’ és ‘Karpia’ fajtak vizsgélata szintén ket ismétlésben tortént, a szedésekre 2011.
jaliusdban és augusztusaban kerdlt sor, az allomanyt a korabbiakban leirtak szerint kezelték.

A kisérlet soran teljes érettségi allapotu terméseket mertlink, az elrendezést az 111. tAblazatban

mutatom be.

I11. tablazat: A “‘HO’ és ‘Karpia’ paprikak vizsgalatahoz felhasznélt termések

‘HO’ termesek | ‘Karpia’ termések
(db) (db)

1. mérés 19 20

2. Méres 15 15

5.1.2. Novényanyag-alma

A vizsgalatokhoz szlikséges Malus x domestica Borkh. *Gegesi z6ld’, ‘Prima’ és
‘Florina’ fajtaju gyimolcsdket Dr. Toth Magdolna bocsétotta rendelkezésinkre. Az almak a
BCE Soroksari Kisérleti Uzem és Tangazdasagabdl szarmaznak, az ltetvényben 4x1, illetve
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3,6x1-1,2 m-es sor- illetve tdtavolsagot, huzalos- illetve egyedi kar0s tadmrendszert,
karcstorsé koronaformat valamint mikroszorofejes ontozest alkalmaznak. A fajtdk M9-es
alanyon néttek, varasodasra rezisztensek, igy novényvédelmiik elsésorban kartevok (foleg

almamoly) ellen zajlott.

A Kisérleti korilmények optimalizalasdhoz a ’Gegesi z6ld’ fajtat véalasztottuk, a
terméseket a Gyiimolcstermé Novények hiitétarolojabol kaptuk. A megérkezésiiket kdvetden
azonnal elvalasztottuk a terméshéj és his szdvettajat egymastol (lasd Total RNS izolalas

fejezet), és Falcon-csdvekben -80 °C-ra helyeztiik 6ket a felhasznalasig.

A ‘Florina’ fajta levélriigyébdl, illetve a ‘Florina’ és ‘Prima’ fajtak levelébdl, a
terméshusabdl illetve héjabol vontunk ki total RNS-t. A kisérletekhez kiilonb6zo érettségi
allapotban gyijtottiink mintakat, melyek 6sszegzesét az 1. abra mutatja, a levélriigy mintakat
2010 aprilisdban gyijtottiik. 2010-ben a mintavétel idépontjai VII/15., VIII/21. és IX/16.
voltak, 2011-ben pedig V11/05., VI1/21., VI111/23. és 1X/16. voltak.

§ Prima
: Florina
c o
- | 2 : | | 7 | ~7 > I
8 V. V. VI VII. 5% 62% VIIL 100% 82% IX 100% X
g Prima
E' Florina
= | = I | h Al A v LA
8 V. V. VI Vlﬁz% 75% 62% VI 100% 82% X, 100% X

1. dbra: Alma mintagyiijtések id6pontjai (lila jelolok) a beporzast kovetd napok fényében. A
betakaritasok idOpontjait 100%-nak, a mintagyiijtések idGpontjait a beporzastol szamitott
napok betakaritashoz viszonyitott, szazalékban kifejezett értékeiként feltlintetve.

A levél szovetekbdl mindkét évben 120 DAP allapotban gytijtottiink mintat, lehetdség
szerint minél fiatalabb leveleket valasztottunk. A leszedésiiket kovetéen még a helyszinen 50
ml-es Falcon-csévekbe helyeztiik 6ket, majd folyékony nitrogénben fagyasztva szallitottuk és
felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk. A terméseket a totdl RNS izolalashoz mindkét évben
szedési érettségi allapotban gytjtottiikk be, melynek meghatarozasat a BCE soroksari Kisérleti
Uzem és Tangazdasaganak munkatarsai végezték, és az altaluk megjeldlt idépontban tortént a
mintagyiijtés. A szedést kovetd egy oran beliil a termeshéj at elvalasztottuk a hastdl és

folyékony nitrogénben fagyasztast kovet6en -80 °C-on taroltuk a felhasznalasukig.
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5.2. Vizvesztés meghatarozasa

A paprikak vizvesztését a tomeguk és felszinik mérésével hataroztuk meg, 100%-0s
érettségi allapotban, két ismétlésben. A ‘Titan’ -’HG’ Osszevetésben 10-10, a ‘Karpia’ -’"HO’
esetén 11-13 napon keresztil mértlik a paprikdk tomegét egy SARTORIUS MC1 Analytic AC
210 P mérlegen. A naponta csokkend tomeget a perisztomasan elparologtatott viznek
tulajdonitottuk, ugyanis egyrészt a paprika termések felszinén nem talalhatok sztomak, ezért a
parologtatas kizardlag a kutikulan keresztil térténhet, valamint alapozva Zsom Tamas doktori
értekezéseben kdzolt eredményekre elmondhato, hogy a tomegvesztést befolyasolo elsddleges

tényez0 a paprika és annak kornyezete k6zotti vizgdznyomas-kilonbség (Zsom, 2007).

A 11. tablazatban leirtak szerinti csoportositast kovetden a kezelt csoport terméseit egy percen
keresztul 300 ml kloroformba meritettik, majd hagytuk megszaradni. Az egyes csoportok
oldodszereit, mely mar a paprikak felszinérdl leoldott viaszokat is tartalmaztak, 5 g vizmentes
Na,SO, segitségével vizmentesitettiik, majd Albet 400 szir6papiron atszirtik, igy
elvalasztottuk a tormelékektdl és a natrium-szulfattél, majd kilén lombikokban taroltuk teljes
beparlasukig. Ezt kovetden a paprikdk kocsanyat vazelinnel kentiik be, hogy az azon
keresztiili vizvesztés kikiiszobolhetévé valjon €és a paprikdkat laboratoriumi koriilmények
kozott, 22 °C homérsékleten, 60-65% relativ paratartalmu helyiségben taroltuk, naponta

mérve a tdmeguket. A napi vizvesztés jellemzésére Diaz-Pérez és munkatarsai kidolgoztak

egy mutatét, a WLR-t (water loss rate), amelyet a WLR = iFTW képlettel szamoltunk ki,
0

melyet Kiegészitettiink a Kisérlet teljes hossza alatt elvesztett tomegeket bemutatd total WLR

meghatarozasaval, amelyet a TotalWLR = Y WLR,,WLR, ...WLR,, képlettel szamoltunk,
ahol n az utolsé mérés napja, mindkét értékkel szazalékosan tudtuk kifejezni a

tOmegveszteségeket (Diaz-Pérez et al., 2007).

Az alma vizsgalatahoz a termések tomegét a paprikahoz hasonléan hataroztuk meg,
laboratériumi korilmények kozott tarolva, felsziniiket pedig gémbnek tekintve hataroztuk
meg (A = 4mr?), atmérdjiiket harom iranybol megmérve, azokat atlagolva hatdroztuk meg. A
kocsanyokat ebben az esetben is vazelinnal kentiik be, és az almak esetén is fokozattan
ugyeltiink arra, hogy csak seriilesmentes, egészséges gylimolcsokkel dolgozzunk, a vizsgalat
alatt betegség tlineteit mutatd almakat eltavolitottuk a vizsgalatbdl. A méréseket csak a 2011-
es mintdkon végeztik el, a mért tdmegekbdl szazalékos értékeket szamoltunk, az elsé napi
tomeget 100%-nak tekintve, minden tovabbi nap tomegértékét pedig az elsé napibodl kivonva,

és a kulonbséget szazalékban meghatarozva.
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5.3. Kutikularis viaszok leoldasa és vizsgalata

Mind a paprika, mind pedig az alma esetén szerves oldoszeres kutikularis viaszleoldast
végeztiink a kutikula viasztartalmanak mennyiségi és mindségi analiziséhez. Az almaknal a
kialakitott csoportba tartoz6 almak méretétdl fiiggden 250, 300 illetve 350 ml kloroformmal
dolgoztunk, a beoldas tovabbi részletei a paprikanal leirtakkal egyeznek meg. A paprikakat a
,»Vizvesztés meghatdrozasa” részben leirtak szerint kezeltiik, a csoportonként eldallitott
viasztartalmu kloroform oldatokat gomblombikokban gylijtottik Ossze. Gyepes Attila
segitségével az oldatokat egy RotoVapor készilékben vakuumban 40 °C-on bepéroltuk, a

visszamaradt viasztomegeket megmertik.
5.4. Alkalmazott statisztikai modszerek

Vizsgélataink soran egy- illetve kéttényezés varianciaanalizist hasznéltunk a
kutikularis vastagsagok, illetve a paprikat érintd vizvesztéses vizsgalataink értékelésére,
linearis regresszidt pedig az alma vizvesztéses vizsgalataihoz, a kivitelezéshez pedig a MS

Excel, illetve a PASW18 programokat vettik igénybe.

A varianciaanalizis feltétele a szfericitasra a paprika WLR vizsgalatanal és egyes,
fellletegységre vonatkoztatott méreéseknél sériilt, ezért az adatsorok korrekciojat Greenhouse-
Geisser korrekcio (Geisser és Greenhouse, 1958) segitségevel, a 2011-es ‘HO’ -’Karpia’
Osszevetésnél pedig a szérasok homogenizalasara, illetve az eloszlas ferdeségének vagy
csucsossaganak mérséklésére hasznalhatd Box-Cox transzforméaciot alkalmaztunk (Box és
Cox, 1964). Egyes vizsgalati csoportoknal a kiugré szorasértékek miatt homogenizalast
hajtottunk végre, ehhez logaritmizalast alkalmaztunk. A kiértékelés soran a mintak normalis

eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel ellenériztiik.
5.5. Total RNS izolalés

A levélrigyek RNS izolalasahoz a Viogene Plant Total RNA Mini Kit-et hasznaltuk, a

ceg altal az RX pufferhez kapcsolt protokollt kovetve.

Az almak termésébdl és levelébdl szarmazo teljes RNS-kivonat Kinyerésére szamos
maodszerrel probalkoztunk (pl. Gasic et al., 2004 Hu et al., 2002), melyek koziil szamottevé
(gélelektroforetikusan detektalhatd) mennyiségii RNS-t kizarolag az Asif és munkatarsai altal
2006-ban publikaltak szerint tudtunk kinyerni, modszereik kozul is az etanolos extrakcid
maodszerével (Asif et al., 2006).
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A vizsgalatunkhoz az almak leveleit, a termések hejat illetve husat valasztottuk ki, a
leveleket a helyszinen fagyasztva, a gylimolcsoket a laboratoriumba torténd beszallitast
kovetben szovetek szerint elvalasztva és 50 ml-es Falcon-csovekben fagyasztva. A termeshéj
illetve a terméshus szovettajak feldolgozasakor fokozottan ugyeltiink arra, hogy ez a két
szovettd] egymastol jol elkiilonithetd legyen, azaz a has szovettajba a héjbol ne keriilhessen
szovet, forditott esetben pedig minimalizaltuk a keveredést. A gyakorlatban ezt az
elkilonulést mikroszkdppal is nyomon kovettiik tobb reprezentativ metszésen, melyeket a 2.

abran mutatok be.

2. é&bra: Az alma héjmintdk reprezentativ fénymikroszkdpos képei a molekuléris
vizsgalatokhoz felhasznalt mintak szdveti eredetének tisztazasahoz (10x, 20x nagitasok, festes
nélkal).

JOl lathat6 a mikroszkdpos képek alapjan, hogy a héj szdvettajnak nevezett mintaba csupan az
alma termesek kutikularis rétege, az exokarpium sejtrétegek, valamint az ez alatt talalhat6 6-
10 parenchimalis sejtsor kerllt be. A metszeteket festés nélkul vizsgaltuk, a mikroszkopos

vizsgalatok modszertanardl szolo6 fejezetben leirtak szerint.

Az RNS-kivonas soran kovettik az Asif es munkatarsai altal javasolt protokollt az
alabbiakban reszletezett modositasokkal. A szévetmintaink folyékony nitrogénben
homogénné poritasat kovetéen azok 1 grammjahoz 10 ml Solution 1 oldatot (85% etanol,
0,1% SDS, 0,1% natrium-tioszulfat mQ-vizben felvéve) adtunk, majd intenziv vortexelést
kovetden centrifugaltuk 5000 rpm-en Hettich Mikro200R centrifugdban (Hettich, Tuttlingen,
Németorszag) 20 percig 4°C-on. A feluluszét ledntve a csapadékot visszaoldottuk kiindulasi
grammonkénti 10 ml Solution 2-ben (75% etanol, 0,1% SDS, 0,1% natrium-tioszulfat mQ-
vizben felvéve), intenziv vortexelést kovetden a fentivel megegyezden centrifugéltuk. Ezt
kovetden a csapadékot szovetgrammonként 10 ml 65°C-ra melegitett extrakcids pufferben
(100 mM Tris-HCI (pH 8), 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8), 2% CTAB és 2% merkapto-
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etanol) szuszpendaltuk, majd 65°C-on inkubaltuk egy oran keresztiil, 15 percenként Gvatosan
vortexelve. A mintdk szobahdémérsékletre hiilése utan 1:1 ardnyban kevertiik
kloroform:izoamil alkohol (24:1) keverékével, homogén szuszpenzid eléréséig vortexeltik a
mintat, majd 20 percig 7800 g-vel centrifugaltuk szobahémérsékleten. A centrifugalas utan a
vizes fazist egy Uj Falcon-csébe pipettaztuk, majd ezt is 1:1 aranyban kevertik
kloroform:izoamil alkohol (24:1) keverékével, és szuszpenziéva vortexelést kovetden az
elézével azonos koriilmények kozott centrifugdltuk. Ezutan a vizes fazist Kipipettazva egy
steril Falcon-cs6be 10 M LiCl-ot adtunk hozza, hogy annak végkoncentracioja 3 M legyen. A
mintakat 2 ml-es Eppendorf csovekbe szedtiik szet, és egy éjszakan at 4 °C-on taroltuk, majd
14500 g-vel centrifugéltuk elézetesen 4 °C-ra hiitott centrifugaban, 20 percen at oket. A
felluszot eltavolitottuk, a csapadékot visszaoldottuk 500 pl mQ vizben, és 1:1 ardnyban
fenolt adtunk hozza (a fenol ekvilibralasat a Sambrook et al., 1989 altal ajanlottak szerint
végeztik el), es 10 percig centrifugaltuk 14500 g-n. A vizes fazist egy Gj csObe pipettaztuk, és
1:1 aranyu fenol-kloroform:izoamil alkoholt (24:1)adtunk hozzd, szuszpenzidva vortexeltik,
és a fentivel azonos modon centrifugéltuk. A vizes fazist ismét lepipettaztuk egy 1j csébe,
majd ahhoz 1:1 aranyban kloroform:izoamil alkoholt (24:1) adtunk, intenziven vortexeltik, és
az elobb leirtak szerint centrifugaltuk. Az igy kapott vizes fazist 1/10 térfogatnyi 3 M
natrium-acetat (pH 5,2) és 3 térfogatnyi 96%-0s etanol jelenlétében - egy éjszakara 20°C-ra
helyeztik. Mésnap egy 20 percig tartd 4 °C-on torténd centrifugalas utan a feliiliszot
eltavolitottuk, a csapadékot 70%-os -20°C-on tarolt etanollal 6vatosan mostuk, majd ismételt,
az elébbivel megegyez6 centrifugalast kovetéen a feluliszét eltavolitottuk, és a csapadékot

szaritottuk, majd 50 pl mQ-vizben visszaoldottuk, és felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

A kinyert RNS-ek mennyiségét és minéségét Shimadzu spektrofotométerrel, illetve
NanoDrop készulékkel, tovabba gélelektroforetikusan is ellenériztiik, mely soran 1,5%-0sS
agar0z gélen vizsgéltuk az RNS-kivonatot. Tobb esetben kaptunk azonban egymésnak
ellentmondo eredmenyeket a gélképek illetve a spektrofotometrias értékek kozott, igy vegil a
koncentraciok kiegyenlitését a gélképek alapjan vegeztiuk el. Ehhez azzal a feltételezéssel
éltiink, hogy a spektrofotometrias mérések soran nem csupan az intakt nukleinsavak, hanem
annak részleges degradécidja sordn keletkezett toredékek is jelen lehetnek, azok pedig
hamisan emelik meg a nukleinsavak koncentracidjat. Azon mintakat, melyeknél az
A260/A280 aranyt nem talaltuk kielégitonek (1,7 felett tekinthetd a minta fehérjével nem
szennyezettnek) kiilon e célbol nem tisztitottuk tovabb, mert a kés6bbi DN-4az kezelést kovetd

fenol-kloroformos kicsapas soran a mintak fehérje tartalmat a moddszer drasztikusan
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csokkenti, és megitélésiink szerint egy tovabbi, az RNS-kivonast kozvetleniil koveté fehérje
kicsapasos ¢és ujboli RNS visszaoldasos 1épés jelentdsen csokkenthette volna az egyébként

sem jelentds mennyiségii totdl RNS koncentraciot.
5.6. Genomi DNS szennyezdédésének ellendrzése, DN-az kezelés

A kinyert total RNS-kivonat genomi DNS szennyezettségét egy specialis primerparral
végzett PCR soran ellendriztiik. Az EF1 primerpart ugyanis ugy terveztilkk meg, hogy az
amplifikalt régioban a genombol szarmaz6 DNS-en intron legyen jelen, amely azonban az
RNS-r6l késziilé ¢cDNS-en nem kimutathatd. Ezek alapjan pedig a két szakasz mérete
szignifikans kulonbséget fog mutatni a PCR-t kovet6 gélelektroforetikus képen. A primer
adatait az IV. tablazat mutatja.

IV. tablazat: Az EF1 primer adatai

Gén Szekvencia azonositéja | Forward és reverz primerek szekvenciai | Terméek
neve hosszusaga
EFlfor | AJ223969 5’GCTCAAGGCTGAGCGTGAACGT | 398/596 bp
EFlrev | (MDP0000297959) 5’CAGAAATGGGGACAAA

A genomi DNS jelenlétének Kkimutatdsara tovabbi primereket is terveztiink, igy
példaul egy aktinra (GO577606) illetve egy masik elongacios faktorra specifikus primert,
azonban ezek jelentds szdveti specifitdst mutattak, igy késobbi vizsgalataink soran elhagytuk

Oket.

A genomi DNS ellenérzése utan gDNS kontaminacid esetén DN-az | enzimmel
(Fermentas, Vilnius, Litvania) torténd emésztést végeztiink a javasolt protokoll szerint,
melyben a mert nukleinsav-koncentraciot ugy tekintettlik, hogy annak fele genomi DNS
szennyezés, a masik felét kalkulaltuk RNS-nek, mintanként eltéré mennyiségben. A genomi
DNS szennyez6dés feltételezett mennyiségének fliggvényében meghataroztuk a sziikséges
DN-4z enzim mennyiségét, majd e kettdbol kiszadmoltuk a sziikséges puffer mennyiségét. Az
enzimet fenol-kloroformos kicsapassal tavolitottuk el a mintankbol. Az emeésztett mintakat
300 pl-re egeszitettuk ki mQ vizzel, majd 1:1 aranyban adtunk hozza fenolt, illetve
kloroform:izoamil alkohol (24:1) keveréket, mindkét 1épésnél a mintékat szuszpendaltuk,
majd szobahdmérsékleten 14500 g-n centrifugéaltuk. A kloroformozas utéani feltldszot 1/10 3

M natrium-acetat (pH 5,2) és 3 egység 96%-0s etanol jelenlétében 1 dran at -80°C-ra
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helyeztlik, majd 4°C-on, 20 percig, 14500 g-n centrifugaltuk. A csapadékot jéghideg 70%-0s
etanollal mostuk, a fentivel azonos modon centrifugaltuk, majd széritottuk. Az etanoltdl
mentes mintakat 50 pl-ben eludltuk.

5.7. gDNS-izolélés

A kinyert total RNS genomi DNS kontaminacidjanak ellendrzésére genomi DNS-t is
vontunk ki a Gegesi zold terméshéj szdvettajabdl a QIAGEN DNeasy Kit segitsegével, a
gyarto altal adott protokollt kdvetve. Az igy nyert genomi DNS-t a késébbi PCR reakciokban
EF1 és aktin primerekkel amplifikaltuk es vetettik 6ssze a cCDNS-b6l amplifikalt termékkel.

5.8. RT-PCR

A tisztitott RNS mintdkat a Fermentas First Strand cDNA Kit segitsegével irtuk
CDNS-sé, melyeket késébbi RT-PCR és gPCR vizsgalataink soran templéatként hasznéltunk
fel. A reakcidban a javasolt protokollt kis mértékben mddositottuk a nagyobb hatékonysag
elérése érdekében, igy 5x puffer jelenlétében a 3 pg RNS-hez 0,5 pg oligo(dT)s, 1 mM
dNTP, 20 U RiboLock és 220 U M-MuLV reverz transzkriptdz enzim volt szikséges a
protokollban leirt sorrendi és egyéb javaslatok szerint. A tényleges reverz transzkripcios
Iépést azonban 66 percig végeztik. A cDNS-ek koncentracidit 5x higitast kovetéen
gélelektroforetikusan és spektrofotometriasan is ellendriztiik, az esetleges eltéréseket a

gélkeépek alapjan korrigaltuk.

A RT-PCR alapu vizsgalatainkhoz a templat DNS-t a reverz transzkripciobol
szintézis el6tti koncentracié mérések alapjan. Egy-egy PCR reakcidt 50ul végtérfogatban a 3
pl cDNS-t 5x GoTaq Flexi puffer 0,6-0,6 uM szekvenciaspecifikus primer, 1,5 mM MqCl,,
0,15 mM dNTP, 1,25 U GoTag DNS polimeraz jelenlétében vegeztink egy GeneAmp PCR
System 9600 (Perkin Elmer, Waltham, USA) segitségével. A felszaporitast 2,5 perces 95 °C-
os denaturdcios Iépéssel kezdtiik, majd az aldbbi Iépések ismétlddtek harminc illetve
harmincot cikluson keresztul: denaturacié 30 masodpercig 95°C-on, primertapadas 30
masodpercig 55 °C-on és amplifikacio egy percen keresztiil 72°C-on. A ciklusokat kovetéen 4
°C-ra hiitéssel allitottuk le a reakciot. A PCR soran kapott termékeket 1,2%-0s agardz gélben
valasztottuk el és etidium-bromidos vagy GelGreen-es festéssel tettiik lathatova,
molekulatomeg markerként a lambda f&g DNS-ének Pst I enzimmel torténé emésztését

hasznaltuk, abrainkon ,,M” jeldléssel.
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5.9. Primertervezés

A PCR reakcidinkhoz a primerek tervezéséhez a Gutierrez et al., 2008, Gasic et al.,
2004, Joubés et al., 2008, a Yephremov és Schreiber, 2005, valamint a Samuels et al., 2008-
ban megjelentetett cikkekben leirt, kutikuléris viasz-bioszintézissel 6sszefliggesbe hozhato

Arabidopsis thaliana L.(Heynch.) szekvenciak szolgaltattak az alapot.

Bels6 referenciaként szolgald gének kivalasztdsdhoz szamos kutatds eredménye
segitségll hivhatd, azonban ezek nem csupan a kutatott fajok skalajaban, de az egyes gének
expressziojanak egyontetiiségében is eltérést mutatnak (pl. nyar vizsgalatarol lasd Brunner et
al., 2004, burgonyérol lasd Nicot et al., 2005; rizs vizsgalatardl lasd Jain et al., 2006). A
referenciagének kozul végil a Gutierrez és munkatarsai altal a ludfii névényt érintd
vizsgalatukban talaltak alapjan valasztottuk az V. tablazatban felsorolt géneket, melyek
szekvencidit alma EST-kel BLAST program segitségével (Altschul et al., 1997)
dsszehasonlitva kaptuk a tervezéshez szlikséges szekvencidkat, kivételt csupan az aktin gén
képezett, amelyhez a specifikus primerek szekvencigjat Gasic és munkatarsai altal 2004-ben

kozoltek alapjan terveztik.

V. tablazat: Az Arabidopsis thaliana esetén hasznalhaté referenciagenek kozil kivalasztottak

feltetelezett alma-beli homoldgjai

Geén Alma Luadft gén
megnevezése azonosito

Aktin GO577606 At3g53750
EF1 AJ223969 At5g60390
EF2 AJ223969 At5g60390
EIF4-A GO557536 At3g13920
Tubulin G0555180 At5g19770
Ubikvitin DQ438989 At4g05050

A Jerome Joubés és kutatdcsoportja altal kozolt KCS izoformék koziil a kozolt ludfa
szekvencidkat alma EST szekvencidkkal hasonlitottuk 6ssze a BLAST program segitségével.-.
Az almabeli taldlatok kozll tobb azonos adatbazisbeli bejegyzésnek bizonyult, igy tobb
esetben is egy almabeli KCS homolog egyszerre tobb ludfiibelinek is megfelel. Ezeket az VI.

tablazatban mutatom be.
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VI. Tablazat: Az Arabidopsis thaliana KCS génjeinek feltételezett alma-beli homologjai

Geén Alma Luadfa

megnevezése azonosito

KCS1 G0562769 KCS1 (At1g01120), KCS13 (At2g46720)

KCS2 DT001441 KCS2 (At1g04220), KCS11 (At29g26640), KCS20
(At5g43760)

KCS4/1 EB127839 KCS4 (Atlg19440), KCS7 (Atlg71160), KCS8
(At2g15090), KCS9 (At2g16280), KCS16 (At4g34250),
KCS17 (At4g34510), KCS18 (At4g34520), KCS21
(At5g49070)

KCS4/2 CN880605 KCS4 (At1g19440)

KCS5 C0903911 KCS5 (At1g25450), KCS6 (At1g68530)

KCS7/2 G0504155 KCS7 (Atlg71160)

KCS10 G0514051 KCS10 (At2g26250), KCS15 (At3g52160)

KCS14 G0522441 KCS14 (At3g10280)

A KCS géneken tal minden tovabbi gén esetén a tervezést az id6kozben

hozzaférhetévé valt alma genom-szekvencia adatbazisabol torténd kikereséssel kezdtiik, majd

az alma genom projekt és az NCBI adatbdzisok kozti atjarhatatlansdg miatt az igy kapott

szekvencidhoz hasonlitottunk BLAST programmal alma EST szekvencidkat az NCBI

adatbazisaban. A fentebb emlitett publikacidk alapjan kivalasztott gének és feltételezett alma-

beli homoldgjaiknak elérhetéségét az VII. tAblazatban tuntettem fel.
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VII. tablazat: Az Arabidopsis thaliana viasz-bioszintézissel 6sszefuiggésbe hozhatd nem KCS-

tipust génjeinek feltételezett alma-beli homoldgjai

Ludft gén — alma genom projekt adatbazis-beli gén dsszevetés | Alma genom projekt adatbazis-beli gén —
alma EST adatbazis dsszevetés
;8,\.’ = E ° =3 = £3 | € )
g % 5.5 288 _| . R S2 |88 | .

< E A <aR® <&2e| <3 52 | AR | O
CER1 At1g02205 MDP0000218683 | 3001 bp 2e-136 | CN879307 57% 99% 0,0
CER2 At4g24510 MDP0000481065 | 1644 bp 2e-83 ES789986 100% | 99% 0,0
CER4 At4g33790 MDP0000298128 | 3091 bp 7e-59 CN860441 49% 98% 3e-125
CER5 At1g51500 MDP0000570226 | 597 bp le-15 G0O553197 23% 7% 4e-04
CER7 At3g60500 MDP0000125831 | 868 bp le-19 G0556217 27% 92% 5e-69
CER10 | At3g55360 MDP0000555908 | 1689 bp 7e-73 G0497697 99% 99% 0,0
FDH At2926250 MDP0000654110 | 790 bp 3e-78 DR993902 86% 99% 0,0
HTH Atlg72970 MDP0000158474 | 5798 bp 0,0 G0O546350 21% 100% | 0,0
KCR1 At1g67730 MDP0000462822 | 8775 bp 7e-43 G0523303 54% 93% 3e-145
LACS2 | Atlg49430 MDP0000201853 | 6992 bp 0,0 G0503886 25% 99% 0,0
LCR At2g45970 MDP0000941955 | 1608 bp 0,0 EG631303 44% 99% 0,0
LTPG1 | Atlg27950 MDP0000118904 | 357 bp 2e-24 G0524970 96% 99% 0,0
PAS2 At5g10480 MDP0000294616 | 749 bp 3e-45 G0566542 100% | 99% 3e-167
WAX2 | At5g57800 MDP0000171443 | 877 bp 2e-28 DR997009 36% 93% 4e-53
WBC11 | Atlg17840 MDP0000193438 | 3674 bp 2e-162 | CN880528 32% 99% 0,0
WIN1 Atlg15360 MDP0000430870 | 805 bp 3e-50 G0498143 81% 98% 0,0

A vizsgélataink soran alkalmazott primerek szekvencidjat és az altaluk amplifikalt termékek

tervezett hosszat az VIII. tablazatban foglaltam 6ssze.
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VIII. tablazat A PCR reakcidink soran alkalmazott primerek szekvenciai

ACT 5" CTACAAAGTCATCGTCCAGACAT | 1000 bp / 1600 bp CER2 5" CTTCTGCTTTTAATGGTCTTG 351 bp
5 TGGGATGACATGGAGAAGATT 5 GAAATGTATGCGTCTTCGTCT

EIFA-A | 5 AATGTAATCTGGGCGAAGCGAC | 360 bp CERa 5 CTCTCAATACTTTGGGAGC 205 bp
5 TCTGCAATTCAGCAAAGGGGAA 5 AGTTTTTCTTGGAGCAGCC

EF1 5 GCTCAAGGCTGAGCGTGAACGT | 398 bp /600 bp CER5 5' AATGTCCACCACAATGCTA 323bp
5’ CAGAAATGGGGACAAAGGGGAT 5' CTCAATCTCCCTCCTAAAG

EF-2 5 TGCTTTGCTTGCTTTTACTCTT 566 bp CER7 5 AAGAAAAACACAAAGGGGG 379 bp
5" CCTCCTTTGCGGGATCATCCTT 5" CCAAGGCAAGAATAGACTC

TUA5 | 5 GTGCGAAAACACGTAAAAACCA | 390 bp CER10 5 GACGATGAAGGTGACCGTAGTTT 237 bp
5' CCATCAAGACCAAGAGGACAAT 5 TTGTCTGAGTTTCCGCTGATGTA

UBQ11 | 5 AGTCCACTCTCCATTTGGTGTT 370 bp FDH 5" CAGCTCCTCTTCTTTGCCA 293 bp
5" CCTTCCTTGTCCTGAATCTTAG 5" TTCACCTTCTCTTTCGCCT

KCS1 | 5 CGTCACTGTCCTCCATGATCGT 376 bp HTH 5 CTAAGAATCAAACAACCAA 459 bp
5 CTGCCTTTGTCGTCTTCCCGCT 5 TGTAGTTTGTGAAATGTTC

KCS2 | 5 TTGTTCAATCCAACCCCATCTC 356 bp KCRL 5" GACCTGCCAAGAATCTCAAAAAG 281 bp
5 AAGCACTTATCATCAGCACCCT 5 AATCAAAAGTCCOACATCCAACG

KCS4 | 5 CGCTGAAATCGAACATCACGAC | 348bp LACS2 5’ CTCCCACAAGAAAAAGCAGCACC 337 bp
5 AAGCACTTATCATCAGCACCCT 5 CTCTCAGGCAAATCTCTCCACGG

KCS 472 | 5 ACCCAGGCGGAGCAACCAATGT | 364 bp LCR 5 GGCTTTACCCTTCTGTTCC 467 bp
5 AAGCACTTATCATCAGCACCCT 5 ATCGACGTCTTCTTTTCCG

KCS5 | 5 GAGCATTCCCGCCTCATTCTCA 268 bp LTPGL 5 AAATGATTGCGGTGTTGTT 261 bp
5 CATCGCCCTCTCATTGCCTTGG 5 TCCAGTAGTGGGAGTTGCT

KCS7/2 | 5 CCCTAAAAACCAACATCACCAC | 464 bp PAS2 5' ATTCCATCTTACACACAAAACCG 521 bp
5" AGGCACCTCTACAGGAAACTCA 5' ATCTCCAATAACAGCAACACTGC

KCS 10a | 5" AGACGAGACCTACATCCCAAAA | 394 pp WAX2 5’ CCTTTATATTACTGGGTGC 413 bp
5 GAGCATAGACCTGTCACTACCA 5 TTTGCGTTTAGTGTCTTCC

KCS14 | 5 CCACTCGTCCTGCCGTTTACCG 294 bp WINL 5 ACTGAAGAGAAGGGTGTGG 285 bp
5" GCCCCTCCCAACCCGACCTTTC 5" CATCTCCATCCATGACCTG

CER1 5 CTTGGAAGCTTTAAGCATGTGG | 450 bp WBC11 5" ATCAATGGGCATAAACAAG 499 bp
5 GGAGGAATGGTGATGTGAGTGG 5 CAGAAGCAGGACCAAAATA
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510.  gPCR

A kvalitativ PCR-t a kiegyenlitett koncentracioju 2011-es almamintakbol szarmazo
0,75 pul cDNS templaton végeztik 12,5 pl térfogatban, 0,4 UM szekvenciaspecifikus primer,
2x ImmoMuix és 20x EvaGreen jelenlétében egy RotorGene 6000 (Corbett/QIAGEN, Venlo,
Hollandia) keszulék segitségevel. Az EvaGreen nem szekvencia-specifikus DNS-festék, mely
annak kis arkahoz kotédve biztositja a fluoreszcencia novekedését, melybdl
kovetkeztethetlink a reakciod eldrehaladdsara. Az amplifikalast 10 perces 95 °C-on torténd
denaturélassal-héaktivalassal kezdtik, melyet 55 ciklus kovetett, benne a kovetkezd
lepésekkel: 5 masodpercig tartd 95°C-os denaturdlas, 20 masodpercig tarté 60°C-o0s
primertapadas, és egy 20 masodperces 72 °C-on torténé amplifikacio. Ezt az olvadaspont
analizis kovette, mely soran 66 °C-rél 99 °C-ig melegitettik a mintdinkat, 0,5 °C-onként

emelve a hOmérsékletet.

A gPCR vizsgalatok optimalizaldsahoz higitéasi sorozatot keszitettlink a cDNS-ekbdl,
ezek 2x, 5x, 10x és 30x higitdsok voltak, a gyarto altal készitett ImmoMixben tartalmazott

MgCl, koncentraciot megfeleldnek itéltiik a vizsgalatainkhoz.

A gPCR eredmények kiertékeléséhez a kesziilékhez alkalmazhaté Rotor-Gene 6000
Series Software 1.7 programot hasznaltuk, mellyel valds id6ben torténhet meg a PCR-gorbék
kirajzolasa. Az értékeléshez a ,,Comparative Quantitation Analysis” funckiot valasztottuk,
mely soran a masodik derivalt maximumanak maddszerével megadja a mintahoz kapcsolédd
TOP (,,Take Off Point”) értéket, amely érték a gorbe exponencialis szakaszanak kezdetét

jelenti, és igy e segitségével Osszehasonlithatova tesz kiilonbozd mintakat. A TOP értékek

mellett a reakcionk hatékonysagat (E = 10%, ahol E = efficiency/hatékonysag, m =
kalibracids egyenes meredeksége) is megadja, mely szameértéke 1 eés 2 kozott van, és 0 és
100% kozotti hatékonysagot fejez ki. A TOP és hatékonysag értékekbdl a REST © 2009
V/2.0.13 program segitségével relativ expressziot hataroztam meg a vizsgalt génekre, és béar a
program els6sorban kezelésszintek kozotti, illetve kezelések el6tti-utani  allapotok
0sszehasonlitasara sziletett, a definiciok alternativ értelmezésével, azaz a kontrollgénjeink
értékeit ,,kontroll” allapotként a célgének értékeit ,kezelt” allapotként megadva egymassal
Osszehasonlithatova véaltak. A program az eredményeket tablazatosan és doboz-bajusz
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diagramként abrazolja, a szamitashoz pedig az aldbbi egyenletet alkalmazza:

Crkezelt
(Ereferencigén)
Crkezelt
e Lo (Ecélgén)
Relativ expresszio = Crkontroll -
Ereferencigén)
Ctkontroll
(Ecélgén)
5.11. Szekvenalas

A RT-PCR soran kapott termékeket a BIOMI Kft-vel szekvenéltattuk, a kapott
eredményeket pedig a Chromas Lite Programmal torténd javitast kdvetden az eredeti
szekvenciaval 6sszehasonlitva (BLAST program) ellenériztiik. Ehhez PCR amplifikatumokat
készitettlink a korabban leirt PCR protokollt kovetve, attol fliggden, hogy mely szOvetben
lathatunk nagyobb expressziét vagy a ‘Prima’ vagy pedig a ‘Florina’ fajtak terméseinek héjat
hasznalva templatként, 35 ciklusszammal. A termékeket 1,2%-0s gélen megfuttattuk, majd
gélbdl visszaizolaltuk az illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, Little Chalfont, Egyesilt Kiralysag) segitsegével, a gyarto altal javasolt protokollt

alkalmazva.
5.12. Fénymikroszkopos vizsgalatok

A fénymikroszkopos vizsgalatokhoz a BCE Novénytani Tanszékén Dr. Erds-Honti
Zsolt és Solymossy Gabor segitsegével keszitettiink metszeteket egy Leitz Weitzlar
kriosztaton, -25 °C-on. Az alma mintakbol 1-2 cm?-es szeletet vagtunk ki, és a lehetd
legkevesebb parenchimalis szdvettel a mintan rogzitettik a kriosztaton Shandon Cryomatrix
(Thermo Scientific, Waltham, USA) kdzegben. Az igy rogzitett mintakbol 10 um vastagsagu
metszeteket készitettlink, és azonnal fixaltuk. A fixalashoz 40%-os glutaraldehid oldatot
hasznaltunk, és egy percen at fixaltuk benne, ezutan alapos Oblitést kovetden Szudan IV
festékben (0,1 w/v torzsoldat készitése izopropanolban, majd ezt 3:2 aranyban higitva mQ
vizzel. 30 perc szobahOmérsékleten tartast kovetben ALBET 400 szlir6papiron keresztil
leszlirtiik a nem oldodo festékszemcséket) 10 percig allni hagytuk. Ezt kovetden 50%-0S
izopropanolban, majd mQ vizben mostuk. Az igy festett metszeteket mQ cseppben
targylemezre helyeztik, és egy Leitz Labowert (Leica, Wetzlar, Németorszag) mikroszképon
10x, illetve 20x nagyitasban vizsgaltuk és egy Olympus E-450 (Olympus, Tokio, Japan)
fényképezogéppel fényképeztiik, a képeket a Quickphoto camera 2.3 program segitségével
dolgoztuk fel.
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5.13. Konfokalis l1ézer pasztazé mikroszkopos vizsgalatok

A fluoreszcens képalkotashoz a fénymikroszkopizalashoz hasznalt metszési eljarast
hasznaltuk. A fixalt metszeteket kétféle fluoreszcens festékkel, illetve ezek egyuttesével
festettiik, a Buda és munkatarsai altal javasoltak szerint (Buda et al., 2009). A fixalt 10 pum-es
metszeteket auramin O festdoldatban (0,01 w/v% auramin O 0,05 M pH=7,2 Tris-HCI-ben)
aztattuk sotétben, 15 percen keresztiil, majd mQ-vizzel mostuk, és 60%-os glicerolcseppben
targylemezre helyeztiik, lefedtiik és koromlakkal rogzitettiik a fedélemezt. Calcofluor White-
tal torténd festésnél a festék oldataban (0,01 w/v%) 5 percig aztattuk a mintédkat, majd mQ-
vizzel mostuk, és a fent leirtak szerint rogzitettik. Ha mindkét festekkel festettiink

egyidejlileg, akkor a Calcofluor White-ot kdvetden festettiink auramin O-val.

A Calcofluor White MR2 a celluldztartalmua szoveteket festi, gerjesztése 405 nm-en
tortént, a kibocsatott jelet 415-448 nm kozott gyhjtottik be. Az Auramin O a lipofil
vegylleteket festi, 458 nm-en gerjesztettiik, emisszidja 491-563 tartomanyban van (Buda et
al., 2009). A képalkotashoz egy Olympus Fluoview FV1000 konfokalis lézer pasztazd
mikroszkopot hasznaltunk, Dr. Pds Veronika segitségevel. A vizsgalatokhoz az FV10-ASW
2.1 szoftvert, a metszetek vizsgalatahoz 10x-es és 20x-0s objektivet, 1-5x-ig terjed6 optikai

zoomot alkalmaztunk.
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EREDMENYEK

6.1. A kutikula szerepe a paprika termés vizhaztartasaban

6.1.1. *HO¢’ és ‘Titan’ paprikak vizhaztartasanak jellemzése

A 2010-ben zajlé vizsgalatainkhoz két olyan paprikafajtat valasztottunk, melyek

megfigyelések alapjan eltér6 moéddon reagdlnak a posztharveszt koriilményekre, és igy

kiilénbséget mutatnak vizhaztartasuk paramétereiben, és ezek a ‘Hé’ illetve a ‘Titan’ fajtak

voltak. Elozetes megfigyeléseink alapjan a ‘Titdn’ paprikdk hamarabb vesztették el

feszességiiket, kevésbé voltak pulton tarthatok, azonban errdl irodalmi adatok nem alltak

rendelkezéslinkre. A kutikula szerepének fejlodésto]l fiiggd jelentOségének kimutatasara 3

fejlédési stadiumban, kloroformmal leoldott felszinii és intakt termések stlyvesztését mértiik.

A keét ismétlésben végzett meéréseink eredményeit 0sszegzés nélkil mutatjuk be az 9-11.

illetve az 12-14. abrédkon, melyeken rendre a WLR, az 6ssz WLR, valamint a feluletegységre

vonatkoztatott vizvesztések értékeit abrazoltuk kezelt illetve kontroll mintakon, a kiilénb6zo

érettségi allapotokban.

WLR (Titan, kezelt) WLR (Ho, kezelt)
30 30 )
T 1/1 =0 et H1/1

225 T —8—T12 |g 25 === H1/2
220 1% /$ T3 | § 2 —H1/3
z <
=15 =15
= F 3 =
210 e ) S— £ 10 el —
= L e b . = ik L. e
g — & 5 M
ﬁ O T T T T T T T T 1 = O T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Napok szama Napok szama
WLR (Titan, kontroll) WLR (H6, kontroll)
6 , 6 ,

- —t—T1/1 o0 e F1/1
o 5 T B R 5 P
2 I 1 ===T12 | % ——H1/2
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9. abra: Az els6 mérés soran mért WLR eredmények kloroformmal kezelt és kontroll
mintakon, Titan és HO fajtak esetén. Félméretii paprikak: /1, éretlen paprikak: /2, érett
paprikak /3 jeloléssel.
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A vizsgalatunk harom tényezdje (kezelés, <érettség, fajta) kozil ismétléses
varianciaanalizissel megerdsitést nyert, hogy mind az old6szeres kezelés, mind a fajta, mind
pedig az érettségi allapotok befolyasoljadk az egyes napi vizvesztések alakulasat és a termés
tdmegének valtozasat, ezek mellett azonban kodzOs hatast talaltunk a fajta-érettség, fajta-
kezelés, kezelés-érettség tényezok, illetve haromszoros egylittes hatast a fajta-kezelés-érettség
kozott. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy nem csupan az egyes tényezdk, de ezek kombinécioi is
befolydssal vannak a vizvesztés alakuldsara, tehat statisztikailag szignifikdns kulonbség
jelentkezett a ‘Titan’ és ‘HO’ fajtak paprikainak vizvesztése kozott, mindharom érettségi

allapotuk és az egyes kezelésszintek kdzott.

Szazalékban Kifejezett tomegveszteség

—
=
o

E Titin kezelt
m Ho kezelt

= Titdn kontroll
B Ho kontroll

o
o

o O O
[ |

Szazalékos tomegveszteség
[ LY I N R o SR [ o's ]
o o o O
il il il il

(=}
|

(=}
|

Fél méretit Eretlen Erett

Fejlodési allapot

10. abra: Az elsé mérés soran mért 0sszes WLR eredmények kezelt és kontroll mintakon,
Titan és Ho fajtak esetén.

Ahogyan az egyes napi értékek abrazolasakor, az Osszértékek megjelenitésekor is
szamottevd kiilonbség lathatd a kezelt-kontroll csoportok kozott, egytényezds
varianciaanalizissel pedig kilonbséget talaltunk a kezelt csoportnal a fajtak illetve az érettségi
allapotok kozott, elkulonul a félméretii és éretlen paprikak csoportja az érett allapottdl. A
kontroll paprikék esetén azonban csupéan a fajtdk kozotti eltérést sikertlt bizonyitanunk 95%-

os szignifikanciaszinten.

56



WLR (Titan, kezelt)

WLR (H6, kezelt)
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11. dbra: A masodik mérés soran mért WLR eredmények kezelt és kontroll mintakon, Titan és
HO fajtak esetén. Félméretii paprikék: /1, éretlen paprikak: /2, érett paprikak /3 jelolessel.

tényez0 és ezek egyiittesen is hatassal voltak (11. abra).

A maésodik mérés soran az egyes napi valtozasok alakulasara mindegyik vizsgalt

100

Szazalékos tomegveszteség

Szazalékban Kifejezett tomegveszteség

B Titdn kezelt

m Ho kezelt

u Titdn kontroll

B Ho6 kontroll

Eretlen Erett

Fél méretii

Fejlodési allapot

12. &bra: A mésodik mérés soran mért 6sszes WLR eredmények kezelt és kontroll mintékon,
Titan és Ho fajtak esetén.
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Az egytényezOs varianciaanalizissel megerdsitettiik, hogy fajta-érettseg egylttes hatas
kivételével minden tényezénk befolyasolja az Osszes vizvesztést, tovabba, hogy a kezelt
csoporton belil a harom érettségi allapot eredményei 95%-0s szignifikanciaszinten
kiilonbozéek, mig a kontroll csoportok esetén csupan a félméretii €s éretlen csoport

kiilonithet6 el az érett csoporttol (12. abra).

A kiilonbozo érettségi allapotokban leoldott viaszok tomegét az egyes paprikak
csoportjainak atlagos feliletére visszaszamolva kaptuk a felliletegységre vonatkoztatott
viaszok tdmegét (13. abra), melyen lathatéan névekvo tendencia figyelheté meg mindkét fajta
esetén, és mig a ‘Titdn’ fajta viaszoltsaga kiegyensulyozottabb ttemben alakul ki, addig a
‘HGO” paprikak viaszainak mennyisége a félméretti allapothoz képest az éretlen allapotot

kdvetden emelkedik kozel kétszeresére.

Feliiletegységre vonatkoztatott viaszmennyiségek
30

25

20

EHo
15 -

mTitdn
10 -

Viasz mennyisége (ug/cm2)

fél méretii éretlen érett

Fejlodési allapot

13. abra: A ‘HO’ és ‘Titan’ paprikak kiilonb6z6 érettségi allapotaiban mért viasztomegek
alakulasa a fejlédésiik soran.

6.1.2. ‘HO’ és ‘Kérpia’ paprikak vizhaztartasanak és kutikularis jellemzdinek

0sszehasonlitasa

Irodalmi adatok allnak rendelkezésiinkre arrdl, hogy a ‘Karpia’ fajta termései tobb mas
fajtaval 6sszehasonlitva hosszabban pulton tarthatdk, de ennek bioldgiai hattere mar nem
ennyire jol feltart terllet. Vizsgalatunkban a WLR, az ¢sszes WLR és a fellletegységre
vonatkoztatott vizvesztés paramétereinek meghatarozasa mellett szdveti strukturak vizsgélatat

és kutikularis viasztémeg analizist végeztiink annak érdekében, hogy okot talaljunk e

58



nagyfoku eltérésre a fajtak vizvesztésében. Vizsgalatunkat két ismétlésben végeztiik, ezeket

egymast kovetéen mutatjuk be a 14-15. dbrékon.

4 WLR (Ho és Karpia) Szazalékban Kifejezett
—+—HO tomegveszteség .
—=—KARPIA 20 = HO

EKARPIA

[a—
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—
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Szazalékos
timegveszteség

Lh
|

0 T T T T
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Szazalékos veszteség
—
il

14. abra: ‘HO’ és ‘Karpia’ paprikak WLR (balra) és dsszegzett WLR (jobbra) elsé mérése.

Méréseink alapjan a ‘Karpia’ fajta termései minden nap nagyobb mennyiségben
parologtattak, mint a ‘HO’ fajtaéi, ez a kulonbség az ismétléses varianciaanalizis alapjan
szignifikans 95%-os szignifikanciaszinten. Az egyes napok eredményét dsszegezve a fajtak

kozti kiilonbség szamottevo, egytényezds varianciaanalizissel ellendrizve szignifikans.

A masodik mérés soran szintén meghataroztuk a WLR-t és az 6sszegzett WLR-t. A
WLR eredmények a két fajta kozott az els6 méréshez képest kisebb eltérést mutatnak,

azonban a klldnbség tovabbra is szignifikans (15. abra).

WLR (Hé és Karpia) Szazalékban Kifejezett
& tomegveszteség .
]
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15. abra: ‘HO’ és ‘Karpia’ paprikdk WLR (balra) és 0sszegzett WLR (jobbra) masodik
mérése.

Ebben az egy esetben azonban annyira sériilt az adatok szfericitasa, hogy ez a Greenhouse-
Geisser korrekcidval mar nem volt javithatd, ezért a probléma kikliszobolése érdekében Box-
Cox transzformaciot alkalmaztunk, és az igy kapott adatsor mar Kielégitette a paraméteres
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modszer alapfeltételeit. Az 6sszes WLR vizsgalatakor ismét jelentds kiilonbség latszik a két
fajta eredményeben, amely kiilonbség az egytényezOs varianciaanalizis szerint szignifikans

95%-o0s szignifikanciaszinten.

A kutikularis viaszok leoldasat és beparlasat kovetden meghataroztuk a
feluletegységre vonatkoztatott viasztomeget, mely alapjan a ‘HO’ fajta termésein talalhatd

nagyobb mennyiségii feliileti viasz, ez a kiilonbség a fajtak kozott szignifikans (16. abra).

Feliiletegységre vonatkoztatott
viaszmennyiségek
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16. abra: A ‘HO’ és ‘Karpia® fajtdk terméseinek felliletegységre vonatkoztatott
viaszmennyiségei.

A Kkutikula esetleges strukturalis kildnbségeinek azonositasara konfokalis lézer
pasztdzd mikroszk6pos méréseket végeztink. A ‘HO’ fajta terméseinek fluoreszcens
mikroszkopos kepei a 17. abran lathatok, a mérések soran meghatarozhat6 kutikula vastagsag
11,1+1,1 pm volt.
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17. dbra: A ‘HO’ termés kutikuldjanak fluoreszcens mikroszkopos képei két reprezentativ mintan; balrdl jobbra haladva (A-D és E-H): a
hagyomanyos fénymikroszkopos kepet (A, E), a Calcofluor White-al (B, F), és az Auramin O-val festett (C, G) képeket majd ett6l jobbra
mindharmat egymasra rendezve (D, H) lathatjuk.

A képeken lathatd, hogy a kutikula kiils6 rétege intenzivebb fest6dést mutat az Auramin O festékkel (nyilakkal jel6lt terlilet a C és G
abrarészeken), a Calcofluor White festékkel ezzel szemben detektalhat6, de nem jelentds festodést latunk a periklinalis sejtfalak teriiletén az
Auramin O jele alatt (nyillal jel6lve az F abrareszen).
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18. abra: A ‘Kaérpia’ termés kutikulajanak fluoreszcens mikroszkopos képei két reprezentativ mintan; balrol jobbra haladva az els6 mintan a
Calcofluor White, az Auramin O, végiil e kettd egymasra rendezett képét, mig az alsé panelen balrdl jobbra haladva a hagyomanyos
fénymikroszkopos kepet, a Calcofluor White és az Auramin O festést majd ett6l jobbra mindharom képet egymasra rendezve lathatjuk.
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A ‘Karpia’ termeések szemmel lathato eltérést mutatnak a ‘HO’ termésekhez képest (18.
abra), ilyen kilénbseég az Auramin O kevésbé intenziv jele az epikutikuléris régidban illetve a
nagyon intenziv Calcofluor White jel a periklindlis sejtfalak tertiletén. A kutikula vastagsaga
14,1+0,7 um volt, ez a *HO’ termések vastagsagaval 6sszehasonlitva szignifikansan nagyobb.
Megjelennek tovabba a hipodermalis sejtsor régioiban zold jelet kibocsatdé gombszerii testek,
melyek feltehetden a termés vords szinéért felelds plasztiszok €s szintén festhetdek a lipofil

vegyiiletekhez k6tddé Auramin O festékkel.
6.2. Viasz-bioszintézissel osszefiiggo génexpresszids vizsgalatok alma szovetekben
6.2.1. Referencia primerek alkalmazhatdsaganak vizsgalata alma szovetekben

Génexpresszios vizsgalatainkhoz olyan génekre fokuszaltunk, melyek irodalmi adatok
alapjan a kutikularis viaszok bioszintézisével fuggnek Ossze. Expressziojuk vizsgélatahoz
szilkség volt minden szovettajban azonos mértékben kifejez6dd, belsdé kontrollként
hasznalhato, feltételezett housekeeping génekre tervezett primerekre. Eldzetes
vizsgalatainkhoz a ‘Gegesi zold” fajta termésének héjat valasztottuk, melyb6l a valasztott
protokollal 884 ng/ul 6ssz RNS-t nyertiink ki, ebb6l ¢cDNS-t szintetizaltunk, kontrollként
gDNS-t nyertink ki szintéen a hej szovettajbol. 40 cikluson végeztink PCR-t az aktin

primerrel, a gélkép a 19. abran lathato.
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—

19. abra: A ’Gegesi z0ld’ termésének héjabdl szarmazd gDNS-bél (1) és cDNS-bol
amplifikalt termékek (2) aktin primerrel, molekulatomeg marker (M) mellett.

Az (1) és (2) savokban megjelené kb. 1600 és 1000 bp-0s termékek kozti nagyfokui
méretbeli eltérés, melyeket rendre a genomi DNS-b6l és a DN-az kezelést RNS-bol
szintetizalt cDNS-b6l amplifikaltunk, azzal magyarazhatd, hogy a genomi szekvencia intront

tartalmaz, mely szakasz az RNS érése sordn kivagodik. E szakasz révén sziirhetévé valik az
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RNS minta genomi DNS szennyezése, az aktin primert e vizsgalat alapjan alkalmasnak

talaltuk a genomi DNS Kisziirésére.

Belsé kontrollként valasztott primereink koziil az ubikvitin, az eukariota iniciacios
faktor 4a és a tubulin primerekkel végzett PCR eredménye lathato cDNS és gDNS

templatokkal az 20. abran.

20. abra: Belsé kontrollként hasznalhaté primerek alkalmazhatosagénak vizsgélata. 1-2.
savok: Ubikvitin gDNS és cDNS templaton, 3-4. savok: EIF4a gDNS és ¢cDNS templaton, 5-
6. savok: Tubulin gDNS és cDNS templaton, molekulatémeg marker (M) mellett.

A gélkep alapjan elmondhatd, hogy a fenti primerekkel amplifikdlt termekek nem
kiilonboznek gDNS és c¢DNS templatokon, gDNS sziirésére nem alkalmasak, bels6
kontrollként torténé felhasznalasuk tobb szovetben torténd expressziojuk vizsgalata utan

lehetséges.

Tovabbi vizsgalatainkhoz a ‘Florina’ levélriigyb6l szarmazo, DN-az kezelt RNS-rél
atirt cDNS-t alkalmaztuk templatként egy 30 ciklusos PCR-hez, mellyel célunk a mddszer

késobbi levél szovettajra vald alkalmazasanak tesztelése volt (21. &bra).
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21. abra: A ‘Florina’ levélrigy RNS-b6l nyert cDNS-en végzett PCR gélelektroforetikus képe
az aktin (1), EIF4a (2), ubikvitin (3), tubulin (4), EF1 (5), EF2 (6) primerekkel,
molekulatdmeg marker (M) mellett.

A ciklusszam csOkkentésével a reakcio felgyorsitasa mellett célunk volt a latdmez6énk olyan
primerekre valo lesziikitése, melyek alacsony ciklusszdm mellett is megbizhatéan
amplifikalnak. Feltehet6en éppen a ciklusszam csokkentése miatt nem kaptunk terméket a
tobbihez képest hosszabb PCR terméket felszaporitd aktin primer esetén, mig szoveti
specifitassal magyarazzuk az EIF4a primer savjaban hianyzo jelet. Az ubikvitin és a tubulin
primerek tovabbra is a vart mérettartomanyban amplifikéltak. A genomi DNS sziirésére szant,
kisebb terméket amplifikdlo primerek kozil az EF1 primerrel éles, intakt jelet kaptunk,
azonban az EF2-vel nem kaptunk terméket, igy az EIF4a-hoz és aktinhoz hasonlban ezt a

primert is elhagytuk késobbi vizsgalataink soran.

A ‘Florina’ és a ‘Prima’ fajtdk szoveteibdl a valasztott RNS-kivonasi mddszerrel az

22. &bra szerinti RNS mennyiségeket sikerilt kinyerniink a két évjaratban.
6 I~ 8. 9 i g 12
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22. dbra: A 2010/2011-es kivonasok soran nyert RNS-ek gélelektroforéziseinek képei. A bal
oldali gélen (1-6. sav) a 2010-es, a jobb oldalin (7-12. sav) a 2011-es kivonas eredménye.
‘Prima’ levél: 1, 10. savok, ‘Prima’ héj: 2, 11. savok, ‘Prima’ hus: 3-12. savok, ‘Florina’
levél: 4, 7. savok, ‘Florina’ héj: 5, 8. savok, ‘Florina’ has: 6, 9. savok.
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A mintak DN-4z kezelést kovetden az 1X. tablazat szerinti RNS koncentraciokat adtak.

IX. tblazat: A ‘Prima’ és ‘Florina’ szévetekbdl kinyert RNS koncentraciok DN-4z kezelést

kovetden
2010-es kivonas 2011-es kivonas
Kivont RNS mennyisége (ng/ul) | Kivont RNS mennyisége (ng/ul)
‘Prima’ levél 148,2 998,3
terméshéj 60,1 994,1
terméshas 123,69 674,4
‘Florina” | levél 30,22 2465,8
terméshéj 98,91 1518,7
terméshus 121,4 559,2

A 2011-es évjaratban megjelend feljavult kivonasi eredményeket a mddszer begyakorlasanak
és nagyobb tapasztalattal torténé elvégzésének tudtuk be. A c¢DNS szintézishez minden
mintabol 3ug RNS-t mértiink be, a szintetizalt cDNS koncentraciokat ubikvitin primerrel
torténé kontroll RT-PCR-ek alapjan tovabbi higitasokkal egyenlitettiik ki. Erre feltehet6leg
azért volt sziikség, mert a cDNS szintézis eltéré hatékonysaggal zajlott a kiilonb6z6 eredetii

mintakban.

X. tablazat: A 2011-es cDNS mintak higitasi paraméterei

Minta neve Higitas
mértéke
‘Prima’ levél 16,8x
‘Prima’ terméshéj | 38,4x
‘Prima’ 46x
terméshus
‘Florina’ levél 16x
‘Florina’ 4x
terméshej
‘Florina’ 26,4x
terméshus
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Az igy kapott cDNS mintakkal végeztik a viasz-bioszintézissel 6sszefiiggésbe hozhaté RT-
PCR és gPCR vizsgéalatainkat.

A gDNS kontrollnak kivalasztott EF1 primert a 2010-es mintafeldolgozast kovetéen
DN-az kezelés nélkil teszteltiik a ‘Prima’ és ‘Florina’ fajtak levél, terméshéj és terméshus

szOvettdjabol készitett cONS-en.

30 ciklusos PCR-t kdvetden a 23. abran lathatd gelképet kaptuk.
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23. &bra: Genomi DNS szennyez6désének kimutatdsa DN-az kezelés nélkili RNS-bol késziilt
cDNS-en az EF1 primerparral. ‘Prima’ levél (1. sav), terméshéj (2), terméshds (3), ‘Florina’
levél (4), terméshéj (5), terméshus (6), molekulatomeg markerek (M) kozott.

Genomi DNS szennyezddés jelenléte valoszinilisithetd mindegyik szovettajban, ennek

eltdvolitasanak érdekében az RNS mintdk DN-az kezelése volt indokolt.

A DN-az kezelt RNS mintdkbdl szarmazd, a fentiek szerint higitott cDNS-eken, ubikvitin
primerekkel végzett kontroll PCR a vizsgalt szdvettdjak kozott hasonlo kifejezédési szinteket
mutatott (24. abra).
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24. abra: Ubikvitin primerek termékei: M: molekulatbmeg marker. ‘Prima’ levél: 1. sav,
‘Prima’ terméshéj : 2. sdv, ‘Prima’ terméshus: 3. sav, ‘Florina’ levél: 4. sav, ‘Florina’ héj: 5.
sav, ‘Florina’ hus: 6. sav.
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Eredményeinket egy masik, gyakran alkalmazott belsé kontroll ,héaztartasi” génre,
egy, az elOkisérletekben azonositott alma tubulingénre tervezett primerekkel is
megerdsitettiik. Az ubikvitin specifikus primerekhez hasonldéan az alkalmazott cDNS-
higitasok mellett ez az RT-PCR is a mintak kozott szinte azonos mennyiségii terméket adott
(25. abra).
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25. abra: Tubulin primerekkel vegzett RT-PCR a cDNS mintdkon. A gélelektroforetikus
képen a ‘Florina’ levél: 1. sav, terméshéj : 2. sav, terméshis: 3. sdv, ‘Prima’ levél: 4. sav,
terméshej : 5. sdv, terméshus: 6. sdv, molekulatomeg markerek (M) kozott.

6.2.2. Kutikularis viaszok bioszintézisével feltételezhetéen osszefiiggé gének

expresszidjanak vizsgalata alma szévetekben

A kutikularis viaszok bioszintézise a korabban mar bemutatott anyagcsereutakon, a
novényi sejteken belll kloroplasztisszal, és endoplazmatikus retikulummal szoros
egylittmikodésben valésul meg. A kloroplasztiszban szintetizalodd C16-C18 zsirsavak
bioszintézisével nem foglalkoztunk. Azonban a kloroplasztisz termékeit szallito, atalakitd
folyamatokkal mar igen, melyek koziil az elsd nagyobb, molekuléris szintézisben szerepet

jatszo csoport a VLCFA bioszintézis KCS géncsaladja volt.

A KCS homolég gének vizsgalatadhoz Arabidopsis thaliana ndvenyen végzett vizsgalat
eredményeibdl indultunk ki 2010-ben, az itt kdzolt 21 KCS izoforméara nézve homoldg alma
szekvenciakat kerestlik ki az NCBI EST adatbazisaban, melyek koziil tobb egymassal atfedo
szekvencidanak bizonyult, igy csupan nyolc KCS primert terveztink az VI. tablazatban

bemutatottak szerint. A PCR-t elvégezve a 26. dbran lathato gelelektroforetikus képet kaptuk.
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26. abra: A feltételezhetéen KCS funkcioju gének expressziojanak vizsgalata alma
szovetekben. ‘Prima’: I-1I-11l blokkok, ‘Florina’: 1V-VI. blokkok. Levél: I, V. blokkok,
terméshéj : 11, V. blokkok, terméshas: 111, VI. blokkok. KCS1: 1. sav, KCS2: 2. sav, KCS4: 3.
sav, KCS4/2: 4. sav, KCS5: 5. sav, KCS7/2: 6. sav, KCS10: 7. sav, KCS14: 8. sav.

A gélkép alapjan kijelenthetd, hogy az alma-beli KCS homol6gok expresszija nem csupan
szoveti, de fajtaspecifitast is mutat. A vizsgalt primerek kozil a ‘Prima’ terméshus
szOvettajdban nem taléltunk terméket. Vizsgalt primereink kdzil nem mutatott expressziot a
KCS4/2. A ‘Prima’ terméshust leszdmitva minden szovettajban expresszalodott a KCS4, a
KCS7/2, a KCS10 és a KCS14. Alacsony intenzitasu jelet kaptunk ‘Florina’ fajtdban a KCS2
primerrel levél és a terméshéj szovettajaban. Terméshls szovettdj kivételével mindenhol,
nagyon alacsony expresszios jelet ad a KCS5 primerpéarral amplifikéalt termék. A ‘Florina’
Osszes szovettajdban megjelenik a KCS1 primerparral amplifikalt termék. Ezek alapjan
elmondhat6, hogy a termés viaszoltsaganak kialakitasaban a vizsgalt gének koziil a KCS4, a
KCS5, a KCS7/2, a KCS10 illetve a KCS14 homolégoknak lehet szerepe, melyek kozil
gyenge expresszios jel miatt elhagytuk a KCS4, a KCS5 és KCS10 primereket, és csupan a
KCS7/2 és KCS14 primerekkel folytattuk vizsgalatainkat a 2011-es mintakon.
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A KCS homologok vizsgalatat kovetden a viasz-bioszintézis tagabb folyamataiban
szerepet jatszO gének homoldgjaira 0sszpontositottunk, ezekre terveztiink primereket. A
ludfitben leirt vagy feltételezett funkcidju gének alma genom projekt-beli homoldgjait

kerestuk ki, amelyeket alma EST-khez hasonlitottunk, és terveztiink rajuk primereket.

A kivalasztott homoldégok szekvencidit aminosavszinten Osszevetettik a ludfiibeli
szekvencidkkal, és meghataroztuk a szekvenciak atfedését valamint hasonlésagat. Az
eredmeényeket az VII. tablazatban tintettiik fel, a szekvenciak sematikus illesztése pedig a 27.
abréan lathato.
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27. abra: A kivalasztott 10dfli viasz-bioszintézissel Osszefiiggd fehérjéknek és alma-beli
feltételezett homologjaiknak aminosavszintii sematikus illesztése. Az illesztéseken
szdzalékosan megadott hasonldsag lathato.

A kivalasztott primerekkel végzett PCR reakciok (30 ciklus) eredményét a 2010-es és 2011-es

mintakon a 28. abran mutatjuk be.
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28. é&bra: A viasz-bioszintézisben szerepet jatszo gének feltételezett alma-beli homoldgok
PCR termékeinek elektroforetikus képe. A bal blokkban a 2010-es, a jobb oldaliban a 2011-es
minték termékei, F: ‘Florina’, P: ‘Prima’.

Vizsgalatunk soran a terméshéj aban specifikus expressziot kerestiink, mely szerint
expresszios jelet vagy csupan a héj szovettajban lathatunk, vagy meggy6zéen erésebb jelet
mutat e szdvettaj a tébbihez képest. A gélképek alapjan ilyet a KCS7/2, a KCS14, a CERL, a
CER4 (2011), a CERS5, a CER10, a FDH, a LACS2, a LCR, a PAS2, a WAX2 és a WBC11
(2011) feltételezett homologok esetén lathatunk. A CER2 termés-specifikus expressziot
mutat, a CER7 a terméshuséban, illetve a ‘Prima’ esetén héjban is dominans. A HTH
feltételezett homoldgot csak a ‘Florina’ levelébdl sikeriilt kimutatnunk, a KCR1 minden
szOvetben expresszalodik ugyan, de a termésben mutat erésebb jelet. Ettol eltéréen az LTPG1
génrél bar szintén minden szovetben talalunk jelet, erésebb jelet a terméshéj aban, és a

‘Florina’ levelében kaptunk. A WINL1 transzkripcids faktor alma homoldgjanak expresszidjat

72



csak a 2011 évben sikerult alacsony intenzitdssal detektalnunk. Az évjarati hatas

KikuszObolésére a két évjaratot egyiittesen is megvizsgaltuk.

A gélképek alapjan kvalitativ és szemikvantitativ tekintetboen a LCR homoldg
expresszalodik a két évjaratban egymdssal kozel megegyezd mértékben. Az expresszids
mintazat megegyez0, de szemikvantitativan eltéré a KCS7/2, KCS14, FDH, HTH, KCRI,
LACS2, LTPG1, PAS2, WAX2 homologok esetéen. Harmadik csoportba azokat a geneket
soroltuk, melyek expresszids mintazata is eltér a két évjaratban, nem csupan szemikvatitativan
meghatarozott mennyiségik. Ezek a CER1, CER2, CER4, CER5, CER7, CER10, WBC11,
WIN1 homoldgok voltak. Az RTPCR megfelelé miikodésének, specifitasanak ellendrzésére
bizonyos homoldgok amplifikatumait szekvenaltattuk, melyhez a KCS7/2, KCS14, CER1,
CER4, CER5, CER10, KCR1, LACS2, WAX2, WBC11 esetén a ‘Florina’ héjbdl, a CER2,

FDH, LCR, LTPG1 esetén a ‘Prima’ termésének héjabol szdrmazo termékeket valasztottuk.

A géntermékek koziil a szekvenaltatast és az eredmények manudlis javitasat kovetden
az NCBI BLAST 2.2.26+ programja segitségével illesztettilk az eredeti szekvencidkhoz, és
néhany esetben egy-egy nukleotidos eltérésekkel az eredetivel megegyezé szekvenciakat
kaptunk, az eredmények 0sszegzését az Xl. tablazatban, a reszletes illesztéseket az 1.
Mellékletben kdzoljik.

XI. Tablazat: A szekvenaltatast kdvetd szekvenciaillesztések eredményei

Gén Szekvencia | Szekvencia | e-érték
neve lefedettsége | azonossaga

KCS7/2 | 65% 93% 0,0
KCS14 | 40% 100% le-127
CER1 43% 99% le-153
CER2 19% 100% le-167
CER4 45% 98% 7e-59
CER5 52% 99% 4e-97
CER10 | 20% 94% 7e-59
FDH 38% 99% 4e-132
KCR1 42% 96% 2e-120
LACS2 | 42% 99% le-163
LCR 35% 100% 0,0
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LTPG1 | 71% 93% 3e-180
WAX2 | 52% 100% 1e-178
WBC11 | 60% 100% 0,0

A vizsgalt gének kozil a fent bemutatott gélképek alapjan a Lacerata homoldg
mutatott mindkét évjaratban kozel megegyez6 mértékben, terméshéj ra specifikus expressziot,
emiatt valasztottuk ki kvantitativ PCR-es vizsgalatainkhoz. A korilmények optimalizasara
végzett cDNS-ek 2x, 5x, 10x és 30x higitasainak eredménye a 29. abran, lathato, balra a
tubulin, jobbra pedig az ubikvitin primerekkel végzett PCR, a 2x higitas eredményéhez
viszonyitva; a relativ expresszio kiértékelése pedig a 2. Mellékletben van feltlintetve. A
tubulinnal végzett higitasi sorozat eredményeként azt kaptuk, hogy a reakcid hatékonysaga a
30x higitast mintaban a kezdeti, 2x-es higitas 67,67%-0s eredményéhez képest 75%-ra nott.
Ez az eredmény bar szamottevonek mondhato, és a higitast elénydsnek mondhatjuk a PCR
hatékonysaga szempontjabdl, azonban a tubulinnal amplifikalt termékek oly mértékben
késobb kezdenek megjelenni a mintdkban (29-32. ciklus), hogy késobbi valasztasunk az
ubikvitin  primerekre esett, melynél higitasi

sorozatban jelentds kiilonbséget a

hatékonysagban, amely minden mintaban 70% kordli volt, nem talaltunk.

Relative Expression Relative Expression

29. &bra: Tubulinnal (balra) és ubikvitinnel amplifikalt termékek qPCR-jének kiértékelésenek
doboz-bajusz abrazolasa. Balrol jobbra haladva pirossal az 5x, kékkel a 10x, sargaval a 30x
higitasok relativ expresszidi lathatoak, a 2x higitasok eredmeényeit tekintve referenciaként.

A kortlmenyek optimalizélasara végzett kiserletek kozil a koncentrcdiok kiegyenlitésének
ellendrzésére az ubikvitin primerekkel végzett gPCR eredményét a 34. dbran mutatom be. Az
ugl (dbran nem feltlintetett) ‘Florina’ levél szOvettdj expresszidjahoz viszonyitva lathatok
rendre a ‘Florina’ héj és hus, valamint a ‘Prima’ levél, héj és his szdvettajak exresszidi. Jol

latszik, hogy az ezek kozti eltérés nem mondhatd szamottevonek.
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30. abra: Ubikvitin homolog alma gén expresszioja Florina levél referenciara viszonyitva
2011-es szdvetekben, balrol jobbra haladva ezek: ‘Florina’ terméshéj és hus, ‘Prima’ levél,
terméshej és has.

A Lacerata homologon végzett gPCR soran tehat az Ubikvitint valasztottuk referenciaként, az

igy kapott eredmenyeket az 31. abran, a kiértékelést pedig az 3. Mellékletben mutatjuk be.

Relative Expression

=
[}

Geng

31. abra: Lacerata homolog alma gén expresszioja ubikvitin referenciara viszonyitva 2011-es
szOvetekben, balrol jobbra haladva ezek: ‘Florina’ levél, terméshej és hus, ‘Prima’ levél,
terméshej és has.

Az expresszi6 mértéke szovetenként eltérd, azonban figyelemre méltonak itéljik ¢és
kiemeljuk, hogy a terméshéjak relativ expresszidja 0,062 illetve 0,08, mely értékek a
legcsekélyebb expresszidt mutatd ‘Florina’ terméshishoz képest 15-16-szoros kulénbségnek
tekintheték. Az egyes szOvettajakban megjelend Lacerata gen expresszidjat a legkisebb

expresszidt mutatd ‘Florina’ szovettajjal 6sszevetesben az XIlI. tAblazatban mutatjuk be.
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XIl. tablazat: A relativ expresszio mértéke az egyes alma szoOvettdjakban a ‘Florina’

terméshusat valasztva referenciaként

Szovettdj neve Expresszio mértéke a ‘Florina’ terméshishoz képest
‘Florina’ levél 15,6

‘Florina’ terméshgj 12,4

‘Prima’ levél 2,6

‘Prima’ terméshéj 16

‘Prima’ terméshus 1,2

6.3. Az alma termés kutikulajanak mikroszképos vizsgalata

A novényi kutikula fajonként és egy novényfajon beliil gyakran fajtanként is eltérd
paramétereket mutat igy molekularis dsszetetelében, mint ultrastruktdrajaban, kiterjedéseben.
Szamos esetben tartak mar fel bizonyitékot arra vonatkozoan, hogy a kutikula szerkezete
hatassal van akar a parologtatas szabalyozasara, de kartevok, korokozok elleni védekezésben
is kitlintetett szerepet kaphatnak ezek az eltérések. Az altalunk vizsgalt genek funkcidja
jelenleg nem tisztazott az almaban, azonban feltehet6en viasz-komponensek mennyiségében,
illetve a kutikularis viaszok molekularis Osszetételében idézne eld valtozast ezen gének
megvaltozott miikodése. A két vizsgalt fajta, a nyari ‘Prima’ és a téli ‘Florina’ esetében ezért
megvizsgaltuk azokat a tulajdonsadgokat, melyekkel 0Osszefugghet az eltéré mértéki

génexpresszio.

A Kkutikula vastagsaganak meghatarozasat hagyomanyos fénymikroszkdpos illetve
konfokalis lézer pasztdzd6 mikroszkopos modszerekkel végeztik. A fénymikroszkdpos
vizsgalatokhoz a Szudan IV festékkel festett és fixalt mintakat vizsgaltuk, eltéré nagyitasok

mellett, néhany reprezentativ fényképet a 32. és a 33. abrakon mutatunk be.
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32. &bra: A ‘Florina’ termés kutikuldjanak fénymikroszkdpos képei Szudan IV festést
kovetben.
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33. dbra: A ‘Prima’ termés kutikuldjanak fénymikroszkopos képei Szudan 1V festést
kovetben.

A Szudan IV altal megfestett teriilet vastagsaga a ‘Prima’ fajtanal 17,9+2,1 um-nek, a
‘Florina’ fajta termeései esetén pedig 24,2+2,3 um-nek adodott, az eredmények egytényezds

varianciaanalizist kovet6en szignifikansan kiilonb6zének mondhatok.

A szovetmintdk fluoreszcens festését kovetden konfokdlis 1ézer pasztazo
mikroszkdpos felvételeket is készitettink annak érdekében, hogy a kutikularis viaszréteg
vastagsagat ténylegesen meghatarozzuk, ez a detektalasi mod ugyanis jelentdsen érzékenyebb
az apolaris komponensti viaszokra, mint a Szudan IV festés. A Calcofluor White-tal és
Auramine O-val egydttesen festett, majd fixalt mintdk képei kozil néhany reprezentativat a
34. illetve a 35. abrdkon mutatunk be. A képeket az FV10-ASW 2.1 szoftver segitségével
készitettik, a detektalt harom csatornan (normal fény, kék csatorna, z6ld csatorna) készitett
felvételeket kaloén-kalon, illetve egymasra rendezve mutatjuk be.
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34. dbra: A ‘Florina’ terméshéjak kutikulajanak fluoreszcens mikroszkdpos kepei két reprezentativ mintan; balrol jobbra haladva a hagyomanyos
fenymikroszkopos képet (A, E), a Calcofluor White jelét (B, F), az Auramin O fest6dés jelét (C, G) majd ett6l jobbra mindharmat egymaésra
rendezve lathatjuk (D, H).
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35. abra: A ‘Prima’ termeéshéjak kutikulajanak fluoreszcens mikroszkdpos képei két reprezentativ mintan; balrdl jobbra haladva a hagyomanyos
fenymikroszkopos képet (A, E), a Calcofluor White jelét (B, F), az Auramin O fest6dés jelét (C, G) majd ett6l jobbra mindharmat egymasra
rendezve lathatjuk (D, H).
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Mindkét fajta esetén erés festédést lathatunk az exokarpium feletti régidkban
(egyontetii zold festédés a C és G abrarészeken), mig a sejtfalak festédését kovethetjitk
nyomon a parenchimalis sejtsorokban, az exokarpium alatt (nyilakkal jelezve a B és F
abrarészeken). E mérésnél is kilonbség mutatkozik a kutikula vastagsadgaban: a csupan
apolaris régiokat megfestd Auramin O-val fest6d6 réteg vastagsaga a ‘Prima’ termés esetén
17,8£1,8 pm, a ‘Florina’ esetén 19,3+1,6 um volt, az eredmény egytényezds
varianciaanalizissel keriilt ellendrzésre, a két csoport kozti kiilonbség szignifikans 95%-0s
szignifikanciaszinten. Tovabbi eltéréseket talaltunk a két fajta kutikularis viaszrétegének
ultrastrukturalis tulajdonségaiban: a ‘Florina’ fajtanal az apolaris régio felso, kiils6 kornyezet
iranyaban 1év6 részén egy 6,1+2,4 um-es (nyillal jelezve a 34. abra C és G brarészein), mig a
es, es néhany felvételen egy kiils6, halvanyabb 1,1+0,5 pm-es, a tobbi teriilettdl intenzitasa

alapjan élesen elkiilonithetd sav, réteg (nyilakkal jelezve a 35. abra C és G részein).
6.4. Az alma termések vizvesztésének meghatarozasa

A posztharveszt parologtatas egy olyan gazdasagilag jelentds tulajdonsag, melyre
jelentds hatast gyakorol a kutikula, és annak ultrastruktiraja, igy ezt is nyomon kovettiik a
szedési érettségii termések betakaritasat kovetdéen. A méréseket kovetden szazalékban
fejeztiik ki a tomegeket, az els6 napi értékhez viszonyitva, és grafikonon abrazolva
regresszios egyenest illesztettlink rajuk a Microsoft Excel 2010 programmal, ez a 36. abran

lathato.
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36. abra: Az alma termeések %-ban kifejezett tomegcsokkenése a 2011-es mérések soran.
Zo6lddel a “Florina’, pirossal a ‘Prima’ almak méréseinek értékei lathatok, a hozzajuk tartozé
linearis regresszio egyenesével.

A regresszids gorbék illesztésekor a legmagasabb R? értékeket a lineéris illesztésnél kaptunk:
‘Florina’ esetén ez R? = 0,9991, a ‘Prima’-nél pedig R? = 0,9959. Mindkét alma fokozatosan
vesztett a tomegébdl a posztharveszt tarolds alatt, a vizsgalat soran betegség tiineteit mutatod
almékat azonnal eltavolitottuk a tobbi kozul és Kizartuk a vizsgalatbdl. A linearis illesztések
0sszehasonlitdsa nyoman a két alma vizvesztésének mértékeben a gyakorlat szempontjabol
nem szamottevd, azonban az értékelés szempontjabol kimutathatd ¢és megemlitendd
kiilonbséget talaltunk, ugyanis a két egyenes kezddpontja azonos, a meredekségiik viszont

eltérd: “Florina’: y =-0,3073x + 100,18, ‘Prima’: y = -0,3185x + 100,2.
6.5. Az alma termések kutikularis viaszrétegének vizsgalata

A kutikularis viaszok mennyiségi meghatarozasat két fejlodési allapotban vizsgaltuk
2010-ben (80% koruli allapot, ami “Florina’ esetén 82%-ot, ‘Prima’ esetén 75%-ot takart, és
100%-o0s allapotok) és harom érettségi allapotban 2011-ben (62%, a 75/82% és a 100%
allapotok). 2010-ben tiz-tiz darabbdl &ll6 csoportot alakitottunk ki, parhuzamos mérések
nélkal, mig 2011-ben mindegyik gytijtésbol harom 7-7 darabos csoportot alakitottunk ki, és
ezek kutikularis viaszrétegét oldottuk be kloroformba, majd paroltuk be és meértik meg a

szarazanyagok tomegét. Az eredmények kozott igen nagyfoku eltérést okozhat az egyes
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almak mérete, ezért a gylimolcsok feliletegységére vonatkoztatott viaszmennyiségeket

hataroztunk meg. Az igy kapott eredményeket a 37. és a 38. dbrakon mutatjuk be.

Leoldott viaszok feliietegységre vonatkoztatva
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37. &bra: A ‘Florina’ és ‘Prima’ termések kutikuléris viasztdmeg-meghatarozasanak
eredményei 2010-ben.
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38. &bra: A ‘Florina’ és ‘Prima’ termések kutikuléris viasztdmeg-meghatarozasanak
eredményei 2011-ben.

A Kkét fajta fellleti viaszmennyiségei kozotti kilonbségeket 2011-ben egytényezds
varianciaanalizissel ellendriztiik, azonban ténylegesen bizonyithatd kiilonbséget csak a
82/75%-o0s allapotban taléltunk, az ez elétti és utani allapotok eredményei statisztikailag nem
voltak elkiilonithetdk.
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7. EREDMENYEK MEGVITATASA
7.1. Viasz-bioszintézissel osszefiiggo genexpresszios vizsgalatok almaszovetekben

A kutikularis viaszok bioszintézisében szerepet jatszo gének azonositasa és jellemzeése
modellndvényben méar megtortént, illetve szamos tovabbi gén esetén a vizsgalatuk
folyamatban van. Az alma azért Kerllt vizsgalataink kodzéppontjdba, mert egy
Magyarorszagon jelentOs kertészeti haszonnovény egy 1ényeges tulajdonsagarol, a gyimalcs
feliileti viaszképzddésérol szerettlink volna ismereteket szerezni. Ezt az alma teljes
genomszekvenciajanak kozzététele nagyban megkonnyitette. Egyéb kertészeti kulturakban a
viaszok bioszintézisében szerepet jatszd gének vizsgalata csupan néhany kivételes esetben
tortént meg.

A kontrollként vélasztott gének vizsgalata alapjan azt mondhatjuk, hogy RT-PCR
vizsgalatainkhoz az almaszovetekben megbizhatd ¢és szemikvantitativan megegyezo
expresszios jelet a tubulin és az ubikvitin gének esetén kaptunk. A Gasic és munkatarsai altal
aktin génre tervezett primer hasznalatat nem talaltuk kielégitonek a PCR termék viszonylag
nagy mérete ¢s a kifejez6dés szoveti specifitdsa miatt, amirdl a szerzok is beszamoltak (Gasic
et al., 2004). Egy, az elongacids faktor 1 o homoldgra tervezett primerpar hasznalatat genomi

DNS kontaminacié sziirésére kivaldan alkalmasnak itéljik.

Az in silico modszerrel kivalasztott alma-beli KCS-homologok RT-PCR vizsgalata
soran megjelend, termeshéjra specifikus és kismértékii levélbeni expresszid hasonld
mintazatot mutat Joubés és munkatarsai (2008) KCS génekkel ludfiitben végzett vizsgalatanak
eredményével. Ennek némiképp ellentmond azonban a KCS7/2 jeli gén levélben és héjban
megjelend expresszidja, mely ladfli esetén viragra és termésre mutatott specifitast. Az emlitett
kutatdcsoport eredményével szintén parhuzamba allithatd a KCS4 gennel kapott
eredményiink, amely ludfii esetén is minden szovettijban kifejezédést mutatott. A homoldg
KCS gének izoformdinak eltérd szoveti specifitdsa a géntermékek eltérd funkcidira is utalhat,
melyekre funkcionalis vizsgalat derithet a jovoben fényt. Joubés és munkatarsai (2008) ludfi
esetén felhivtak a figyelmet, ezen izoformak eltérd expresszidjara kiillonb6zo stresszek esetén,

ilyen vizsgalatokat azonban mi nem végeztink.

A CERI gént ladftiben az aldehid-alkdn atalakulas kulcsenzimeként emlitik,
miikodését vizsgaltdk mar biizdban (Hu et al., 2009) és rozsban (Richardson et al., 2007). A

‘Florina’ fajta gytimolcsviasz analizisének eredményeit korabban mar koézoltek (Verardo et
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al., 2003), és a C29 alkanok felhalmozddasat talaltak a vizsgalat soran. Ezen viaszkomponens
megjelenése Osszhangban all az altalunk talalt feltételezett alma CER1 gén exokarpialis

expresszidval.

A CER2 gén Arabidopsis thaliana-ban a viragzati szarban mutat specifikus
expresszidt (Joubés et al.,, 2011), a gén terméke pedig a C26-nal hosszabb zsirsavak
lanchosszabbitasaban jatszik szerepet (Jenks et al., 1995). Az altalunk talalt fajtaspecifitast
nem mutatd CER2 homolog szekvencia foként héjra és husra jellemz6 expresszidja egybevag

a ludfii CER2 gén NCBI Unigene oldalén talalt expresszids profiljaval.

A l0udfii CER4 génje egy acil-koenzim-A-reduktaz funkcioju feherjét kodol, és a
primer alkoholok kialakitasaban jatszik szerepet (Rowland et al., 2006). Vizsgalatunk soran
egy alma CER4 homoldg héjspecifikus expressziojat talaltuk, ezt kiegészitve a ‘Florina’ fajta
viaszanalizisének eredmenyeivel (Verardo et al., 2003), melyben a C30, C28 és C26 primer
alkoholok felhalmozddaséat talaltak, azt mondhatjuk, hogy a fenti termékek a CER4 fehérje

mitkddésének eredményei is lehetnek.

A CER5 gén az eddigi eredmények szerint ludfilben a viaszkomponensek
transzportjaban jatszik szerepet a WBC11-gyel kdzésen (Bird, 2008). Erdekes eredménynek
tartjuk, hogy a CER5 és a WBC11 alma homoldgok egymassal megegyez6 szovetspecifitasi
¢s erejli expresszios jelet mutattak a két évjaratban, ezt a David Bird altal bemutatott
heterodimer képzddésével magyardzzuk. A viaszképzddés jelenlegi modellje szerint a két gén
terméke altal képzett heterodimer egyttesen képes a kutikularis viaszok transzportjat ellatni a

sejtfal felé.

A feltételezett alma FDH, PAS2, WAX2 és CER10 homoldg gének expressziojat
erosnek talaltuk a héjban, jollehet megjelenésiik nem korlatozodott kizarolagosan erre a
szOvettajra. A gyiimolcs husdban megjelend expressziojuk feltehetéen a VLCFA-k

triacilglicerolokkd vagy szfingolipidekkeé torténd atalakitasaban jatszott szerepiiket tiikrozi.

A feltételezett alma HTH gén expresszidja kizar6lagosan a levél szovettajra
korlatozddott, ez némiképp egybevag a ludfiiben talalt expresszidés mintazattal, ahol szarban
¢s viragzatban detektaltak a legerdsebb jelet, ennél gyengébb jelet kaptak levélben, és még

ennél is gyengébb jelet a gyokérben, illetve a beckben (Krolikowski et al., 2003).

A KCR1 gén almabeli homoldgjanak expresszidja mindkét évjaratban a termés

szOveteiben volt a legintenzivebb, a levélben csekély expresszios intenzitasu jelet tudtunk
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detektalni. A KCR1 gén FAE-komplexben betdltott szerepe Arabidopsis thaliana-ban
nélkilozhetetlennek bizonyult, hianyadban embrionalis letalitds lépett fel (Beaudoin et al.,
2009). Az Altalunk kapott expresszios mintazat alapjan arra is kdvetkeztethetlink, hogy a
ladfith6z hasonléan almaban is hasonléan szamottevd funkciot lathat el, a gén expresszioja

egy cseresznyét érintd vizsgalat eredményével is egybevag (Alkio et al., 2012).

A LACS gének ludfitbben a kloroplasztiszbol kikeriilt lancok észteresitési reakcioit
katalizaljék, és a kilenc azonositott LACS gén kozll a LACS1 a viaszok, a LACS2 pedig a
kutin bioszintézisében jatszik szerepet (Shockey et al., 2002, Weng et al., 2010). Cseresznye
vizsgalata soran a LACS2 gen expressziojanak fokozatos csokkenéset mutattdk be az éres
soran az exokarpiumban, a mezokarpiumban a gén kifejez6dését nem tudtak detektalni (Alkio
et al., 2012). Az alma és cseresznye gyiimolcsok szovettajainak eltérd ontogenezise miatt a
koztiikk 1év0 génexpresszios viszonyokrol nem szabad kovetkeztetést levonni, azonban a
cseresznye exokarpiumaban és alma exokarpiumaban kifejez6dé gének hasonld expresszidjat
valoszintisithetjiik, a gén expresszidja cseresznyében az ¢érés eldrehaladtaval csokken,
vizsgélataink sordn almédban a LACS homoldég gén mikodése 100%-0s érettségnel is
kimutathat6 volt.

Az alma LCR homolog gén expresszidjat héjspecifikusnak taldltuk mindkét
évjaratban, ‘Florina’ fajtanal 2011-ben levélben is megjelent. A gén a kutin bioszintézisében
tolt be fontos szerepet a zsirsavak -hidroxilacidja revén (Wellesen et al., 2011),

eredményeink alapjan a kutin bioszintézise az érett alma gyiimdélcsben is aktivan zajlik.

Az LTPG1 gén termékét ludfilben a viaszkomponensek sejtfalon keresztiil térténd
atjutasat segit6 fehérjeként azonositottak (DeBono et al., 2009). Az alma LTPG homoldg gén
expresszios jelét levél és hej szOvettajban intenzivnek, hus szdvettdjban nagyon gyengének
vagy nem detektalhatonak talaltuk. Ez az eredmény Osszefugghet az alma LTPG1
viaszkomponens-transzferben bet6ltott szerepével, a gyimdlcshasbeli alacsony expressziojat

ez legalabbis mindenképp magyarazza.

A ladfi WIN1 gén a kutatasok szerint a CER1, KCS1, LACS2 és CER2 gének
transzkripcids faktora (Broun et al., 2004, Kannangara et al., 2007). A hozz& hasonl6 alma
szekvencia altalaban gyenge expresszios jelet mutatott, ‘Florina’ esetén a levél és héj, ‘Prima’
esetén a hej szovettajban 2011-ben. Az emlitett, altala feltételezhetben szabalyozott gének
kozul az alma LACS2 homoldg gén expresszidja mutatott hasonlo profilt a WIN1-ével, a

tobbi gén esetén a kérdéses szovettajak mindegyikében kaptunk expresszios jelet.

86



A kutin bioszintézisében szerepld LACS2, LCR és WINI gének alma homologjainak
2011-ben megjelend azonos mintazatl expresszidja alatamasztja azt a feltételezést, hogy ezek
a gének a kozos bioszintetikus folyamatban jatszhatnak szerepet, ez pedig a kutin

bioszintézise lehet.
7.2. A kutikula szerepe az alma termes vizhaztartasaban

A vizsgalt ‘Florina’ és ‘Prima’ (téli és nyari alma) fajtak gytimolcseinek betakaritas
utani, szobahOmérsékleten, kb 60% relativ paratartalom melletti tarolds sordn mért
vizvesztésében a fajtak kozott csak kismértéki kiilonbséget talaltunk. A tarolas koriilményeit
azért igy valasztottuk meg, mert feltételezhetd volt, hogy a gyiimolcs belsd tere és a kis
vizgdz tartalmu szabad levegd kozotti nagy vizpotencial gradiens fokozottan mérhetévé teszi
a kutikula parologtatast gatlé hatasanak kilonbségeit. Ennek ellenére a vizvesztésben
tapasztalt kiilonbség nem volt szamottevé. Adataink alapjan feltételezhetjuk tehat, hogy a
vizsgalt almafajtak tarolhatdsdganak kuldnbségét nem a kutikula vizateresztésében meglevé
kilénbseg hatarozza meg. Kulondsen igaz lehet ez a tarolok magas paratartalma légterét is
szamitasba véve. Feltételezhetd, hogy a tarolhatdésagot mas bélyegek, példaul a klimaktérium
intenzitasa és gyorsasaga befolyasolhatja. Ebben azonban a kutikulanak szintén szerepe lehet,
hiszen a klimaktériumban termel6dd etilén szamdara a gylimoéles kutikuldja difftizios gatat
jelenthet. Ebben az iranyban azonban egyelére nem végeztiink vizsgalatokat. A kutikula
vastagsagat Ghafir et al. (2009) sem talaltak jellemzOnek a hiitott, alacsony hémérsékleten
torténd tarolhatésagra nézve, amennyiben a rosszul tarolhatd ’Gala’ fajta kutikulajat

kiléndsen vastagnak talaltak.

Kisérleteink egy meglepé eredménye az, hogy a kutikuldk mért vastagsdga nem allt
egyenes aranyban a felszinrél extrahdlhaté lipidek mennyiségével. A feliiletegységre
vonatkoztatott viaszmennyiségekben az egymast kovetd években tortént mérések soran
jelentkezo kiilonbséget a két év kozotti évjarathatassal magyarazzuk. A kiilonb6zo stresszek
ugyanis jelentds hatast képesek kifejteni a kutikulara, és igy a kutikularis viaszok
termelddésére (Shepherd és Griffiths, 2006), ezért sem meglepd, hogy az egymas utani évek

méresei nem reprodukaltdk egymast teljesen.

Lényeges kilonbséget talaltunk azonban a kutikula mikroszkdépos vizsgélata sorén, a

vékonyabb kutikulaju ‘Florina’ fajta kiilsé rétegében, a vastagabb kutikulaju ‘Prima’ fajta

gondoljuk, hogy a kutikula strukturaltsaganak szerepe lehet a tarolhatdsag kialakitasaban. A
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kutikula ultrastrukturajanak fluoreszcens képalkotassal készilt felvételét mutattak be Buda és
munkatarsai is, az intenzivebben festddd régidkat az intrakutikularis, a kevésbé intenziv jelti
teruleteket kiilsé kutikularis régioként ismertették. A kutatocsoport ezt a rétegzOdést a
kutikularis viasz komponenseinek eltéré elhelyezkedésével magyarazta (Buda et al., 2009).
Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a kutikuldjuk tekintetében az altalunk vizsgalt két
almafajta kilonbségeket mutat, Ggy a teljes kutikularis réteg vastagsagat, mint annak
ultrastruktarajat tekintve. Feltételezziik, hogy inkabb az ultrastrukturélis kilonbség jatszhat
szerepet a két fajta eltérd tarolhatdsaganak kialakuldsaban, de valdsziniileg nem az eltérd

kutikularis parologtatasi ratan keresztul .
7.3. A kutikula szerepe a paprika termés vizhaztartasaban

A ‘Titan’ és ‘HO’ fajtaji paprikdak terméseinek vizhaztartasa kozott jelentds
kilénbségeket talaltunk. A WLR és az 6sszes WLR vizsgalata alapjan azt mondhatjuk, hogy a
‘“Titan’ paprikék tobb vizet parologtattak a tarolas soran a “HG’ terméseinél. A két fajta pulton
tarthatosagarol megfigyelések allnak csupan rendelkezésre, a ‘Titdn’ paprikdk hamar
fonnyadtak, vizsgalatunk soradn ezt merésekkel dokumentaltuk: a kloroformmal kezelt
paprikak Ossztomegik kozel 80-90%-at veszitették el a tarolas alatt, fejlettségi allapotuk
fuggvényében, a kezeletlen paprikakndl ugyanez az ardny 20-30 % koruli volt. Béar a
kezeletlen paprikdk 6sszes tdmegvesztésik alapjan nem mutattak jelentds eltérést a vizsgalt
tényezOk tekintetében, a kezelés hatasara kilonbségeket talaltunk az érettségi allapotok kdzott
is: a félméretii és éretlen allapotu paprikak elkiilonithetéek voltak az érett allapottol, ezek a
kezelést kovetden tobbet parologtattak az éretlen allapottaknal. A paprikak érettségi allapotai
kozotti kulonbségek és a vizvesztés kapcsolatanak vizsgalata soran azt talaltak, hogy a
legkisebb tomegii paprikdk vesztették a legtobb vizet a tarolasi periddus alatt, a tomegek
novekedesevel a parologtatds mértéke aszimptotikusan csokkent (Diaz-Pérez et al., 2007). Az
emlitett cikkben kozolt eredmények eltérései a vizsgalataink soran kapottaktol tobb okbdl is
fakadhatnak. A cikkben vizsgalt ’Camelot’ fajta Blocky tipusu paprika, a ‘Titan” és ‘HO’
fajtak a Cecei tipusu paprikdk kozé tartoznak, a két fajta WLR értékeinek kuldonbsegei a
szerzOk altal hasznalt képlettel szamitott WLR értékeiben (6sszes WLR %-ban kifejezve,
osztva a napok szamaval és a légnyomas értékével) is megmutatkoznak: a Blocky tipusuaknal
ez 0,5 koriili, a mi értékeink a fentiek szerint korrigadlva 0,2 koriil alakulnak. A szerzok
mindezek mellett vizsgéalatukban a kocsanyon keresztiil torténd parologtatast nem kiiszoboltek
ki, igy az altaluk kdzolt WLR eredmények a kocsanyon keresztiil torténd parologtatast is

magukba foglaljadk. A kloroformmal kezelt termések koziil az éretlen allapotban 1évo, fiatal
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paprikak vesztették a legtobb vizet, és érdekes modon a kontrolloknal latott tendencia a kezelt
mintdkon is megfigyelheté volt, ezen mintaknal is a ‘HO’ termései vesztettek tobb vizet. A
kloroformozott minték vizvesztésének ugrasszertii novekedése arra utal, hogy a sztémamentes
paprikatermés vizhaztartasaban és annak szabalyozasaban a kutikula kulcsfontossagu szerepet
tolt be.

A ‘HG’ eés ‘Karpia’ paprikak pulton tarthatésagarol rendelkezésre alldé informaciok
alapjan a vizvesztésiik 0sszehasonlitasa kordbban mar megtortént (Zsom, 2007), és meglepd
modon a ‘Karpia’ termések bar hosszabban pulton tarthatdk, tobb vizet veszitenek. Zsom
Tamas doktori értekezésében beszamol arrdl, hogy hiitétarolas alatt a tomegvaltozas
tekintetében az egyes étkezési paprikdk érettségi allapotai kozott aprobb eltérések voltak
leirthatok, azonban ezeket statisztikailag nem sikerllt alatdmasztni. A tomegvesztésre
szolgadld magyarazatként dontd mértékben a bogyd belsd tere és kornyezete kozotti
vizgdznyomas-differenciatél fiiggd parologtatast adta meg. Az étkezési paprikak
tOmegvesztésének vizsgalata a mi kisérletsorozatunkban a paprika termések mikroszkopos
analizisével egészilt ki, a kapott eredmények a szoveti kildnbségekkel is 0sszefliggésbe
hozhatok.

Egyes paprikafajtak kozott az exokarpium kilonbségei mar kordbban is ismertek
voltak, példaul a régebbi és Gjabb paprikafajtak esetén (Baldzs, 1994), ezt vizsgélataink soran
két vizsgalt fajta esetében mikroszkopos modszerek segitségével megerdsitettilk. Az érett
allapotu “Titan’ paprikak esetén ugyanis 2-3 sejtsorbdl allé hipodermalis kollenchimat sikertlt
azonositani, emellett a ‘Titan’ terméseket boritd kutikularéteg vastagabb volt a ‘HO’
terméseken talalhatonal, az érés el6rehaladtaval a ‘“HG’ fajtan a kutikula vastagsaga csokkent
(Albert et al., 2011). A kutikula vastagsaga ugyan nagyobb volt a ‘Titan” fajtanal, azonban a
kutikularis viaszok felliletegységre vonatkoztatott mennyisege épp a ‘HO’ fajta termeéseinél
volt nagyobb, ez valosziniileg a kutikula strukturajanak kiilonbségeibdl fakadhat, a kutikula
nagyobb vastagsagat viasz hijan feltehetéen a kutin struktira okozhatja. Eredményiink azt a
feltételezést tamasztja ala, hogy a kutikula vastagsaga és a ndvény vizmegtartd képessége
kozott kozvetlen Osszefliggés nem all fenn, err6l mar mas kutatok is beszamoltak (Smith et
al.,, 2006). Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a kutikularis viaszok
Osszetetelében, strukturaltsagaban meglevé kiillonbség okozhatja a vizmegtartas eltérd
mértekét a fajtak kdzott. Ez utdbbi kijelentés 6sszhangban allhat azzal, hogy a ‘HG’ és “Titan’
termések kutikuldris viaszaiban az ¢érés eldrehaladtaval kvaliltativ kiilonbségeket és

valtozasokat talaltunk (Nagy et al., 2011).
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A felszini viaszok leoldasa utan a ‘HO’ termeésein talaltunk tébb viaszt fellletegységre
vonatkoztatva. A ‘Karpia’ termésein 1év6 kutikularis viasz mennyisége olyan csekély, hogy az
egy évvel kordbbi mérésben a tarolds soran fonnyadasra kifejezetten hajlamos ‘Titan’
termésein is tobbet taldltunk. Ezen eredményeket Osszegezve megerdsithetjlik
eredményeinkkel azt a feltételezeést, hogy a kutikularis viaszok mennyisege 6nmagaban nem
befolydsolja a posztharveszt parologtatas mértékét. A ‘Karpia’ paprikdk Kkutikuldja
vastagabbnak bizonyult a ‘H&’ fajta termésein taldlhatd kutikularétegnél, amik kozott
strukturalis kilonbséget is felfedeztink. A kutikula mellett a periklinalis sejtfal
vastagsagaban, a hipodermalis kollenchima sejtrétegeinek szamaban, az exokarpium és a
kollenchima egyiittes vastagsagaban es a kollenchimatikus sejtek sejtfalainak vastagsdgéaban
is magasabb értékeket taldltunk a ‘Ké&rpia’ termései esetén (Albert et al., 2012).
Feltételezhetjiik tehat, hogy inkabb ezekbdl a szovetszerkezeti kiilonbségekbdl eredd jobb
fizikai tartas, semmint a kutikulan at torténé vizvesztés kiilonbségei allhatnak a ‘Karpia’ jobb

pulton tarthatésaganak héatterében.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Megbizhatéan miikodé referenciagéneket talaltunk alma szovetekben zajlo

génexpresszio vizsgalatara RT-PCR és RT-qPCR eljarasokhoz.

2. cDNS genomi DNS szennyezddésének kimutatasara egy intron-tartalmu szekvenciara
tervezett primerpart vezettiink be almaban, mellyel a genomi DNS zavard jelenléte

nagy biztonsaggal sziirhetd.

3. Héjspecifikusan expresszalédd, a kutikula alkotdinak-bioszintézisében feltehetéen

szerepet jatszo gének mitkodését mutattuk ki almaban.

4. *Prima’ es ‘Florina’ termések mikroszkopos vizsgalata soran kulonbsegeket tartunk fel

a kutikulajuk vastagsagaban es szerkezetében.

5. Jellemeztik a ‘HO’ és ‘Titan’ paprikak vizvesztését harom érettségi allapotban,
kilénbségeket tartunk fel a két fajta, és a harom érettségi allapot kdzott is a vizvesztes

tekintetében.

6. A ‘HO’ és ‘Karpia’ paprikak kutikularis viaszfedettsége és a kutikulajuk szerkezete
kozott kuldnbségeket irtunk le. A ‘Karpia’ fajta esetében a jobb pultontarthatdsag
ellenére a bogydk magasabb vizvesztését taldltuk, igy ebben az esetben az
eltarthatdésag és a parologtatds mértéke kozotti feltételezett egyenes aranyossagi

kapcsolatot elvetettiik.
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9. OSSZEFOGLALAS

A ndvényi kutikula elsédleges hataroloréteg a novények foldfelszini szervein, szerepe
létfontossagu a kiilonbozo biotikus és abiotikus stresszek elleni védekezésben. Vizsgalataink
soran célul tiztik ki a ndvényi kutikula vizhaztartdsra gyakorolt hatdsanak vizsgalatat
kiilonb6z6é fajtaju paprika termések és alma termések esetén, valamint célunk volt a
kutikularis viaszok bioszintézisében feltételezhetéen szerepet jatszo gének vizsgalata alma

kiilonb6z6 szdvettajaiban.

In silico modszerek felhasznalasaval kontrollgéneket valasztottunk ki, melyek
expresszidjat referenciaként alkalmaztunk késébbi vizsgélatainkban. A kivalasztott gének
kozil az ubikvitin és a tubulin bizonyultak stabilan kifejezddének a kiilonb6zo
szovettajakban, egy EF1a homoldgot pedig alkalmasnak talaltuk a RT-PCR alapu mddszer
soran a zavard genomi DNS szlirésére. Szintén in silico modszerekkel a ludfiiben miikodo
viasz-bioszintézishben szerepet jatszo gének segitségével azok alma-beli homoldgjait kivantuk
azonositani, majd késébb kisérletesen expresszidjukat jellemezni. A szelektalt gének tébbsége
aminosav-szinten vizsgalva nagyfoku hasonlésagot mutat a ladfii-beli homoldgjaval. A
kivalasztott genek kozul tobbnél is sikeriilt RT-PCR maodszerrel héjspecifikus expressziot
talalnunk, ilyenek voltak a KCS7/2, a KCS14, a CER1, a CER4, a CER5, a FDH, a LCR, a
PAS2 és a WAX2 homologok, a kifejezédesbeli kilonbséget kvantitativ médon a LCR
homoldg esetén gPCR-rel erdsitettiik meg. A viaszkomponensek transzportjaban szerepld

CERS5 és WBC11 homoldgok expresszids profiljat egymassal 6sszeparosithatonak talaltuk.

Az almak vizhaztartasaban szamottevo kiilonbséget nem talaltunk, de a termésének
kutikuldjaban a vizsgalt két fajta esetében kilonbségeket tartunk fel. A nyari ‘Prima’ fajta
kutikuldja vastagabb volt a ‘Florina’ fajtaénal. Konfokalis lézer pésztaz6 mikroszkdpos
kutikuldjanak bérszovet feldli részén talaltunk erésebb apolaris jellegh réteget. Ez alapjan a
két fajta kozott egyértelmii, a kutikuldris ultrastruktirdban jelentkezd kiilonbségrol

szdmolhatunk be.

A ‘HO és ‘Titdn’ paprikdk posztharveszt vizvesztésének nyomonkovetésével
jellemeztlik vizhaztartisukat, és a “Titan’ paprikékat kevésbe jo vizmegtartonak talaltuk. A
termések Erettségi allapotat a fajta mellett egy tovabbi jelentds befolyasold tényezdként
azonositottuk a vizvesztésben. A fajtak kozott eltérés mutatkozott a felszinre vonatkoztatott

viaszok mennyiségében is, azonban ahogyan tobb kutaté is ramutatott, 6nmagaban sem a
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kutikula vastagsdga sem pedig a kutikularis viaszok mennyisége nincs kozvetlen és

egyértelmil Gsszefiiggésben a posztharveszt vizvesztés mértékével.

A ‘HO’ és ‘Kérpia’ fajtdkkal végzett vizsgalatunk soran jelentds kiilonbségeket
talaltunk a fellletegységre vonatkoztatott viaszok mennyiségeben, és a kutikula
struktarajaban is. Eredmeényeink szerint azonban a ‘Karpia’ paprikak vizvesztése nem
alacsonyabb (s6t magasabb) a ‘HG’ fajtajuéknal, a “‘Karpia’ jobb pultontarthatésaga tehat nem
eredhet az kisebb parologtatasbol. Valdsziniibb magyarazatul szolgalhatnak a fajtak

tulajdonsagaira az exokarpium szdvettani vizsgalatai.
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10. SUMMARY

The cuticle is a primary barrier of the aerial organs of plants towards the athmosphere
that plays an important role in the defense against several biotic and abiotic stresses. We
aimed to examine the effect of the plant cuticle on water relations in the fruits of different
cultivars of apple and pepper. We also aimed to identify genes potentially involved in cuticle

formation of apple fruit.

Using in silico methods we chose some control genes that were used as reference
genes in further experiments. Among all, ubikvitin and tubulin showed stabile expression in
the different apple tissues, while an EF1a homolog gene is found to be a possible genomic
DNA contamination marker in RT-PCR experiments. Amino acid sequences of the selected
apple genes showed high similarity to the corresponding thale cress sequences. Peel-specific
expression was found in the case of KCS7/2, KCS14, CER1, CER4, CER5, FDH, LCR,
PAS2, WAX2 homologs. The difference in the expression level was quantified by gPCR
method in the case of the LCR homolog. The putative transport-related CER5 and WBC11

homologous genes showed parallel expression pattern.

While we could not find significant differences in water relations of fruits from the
two apple cultivars under investigation, major differences in the structure of the cuticles were
shown. The ‘Prima’ cultivar has thicker cuticle than that of ‘Florina’ apples, and furthermore,
in the outermost layer of ‘Florina’ and the basal region of ‘Prima’ cuticles intense staining
was observed, indicating the accumulation of lipophilic substances in that region. Altogether

our results show major ultrastructural differences between the cuticles of the two cultivars.

Following the postharvest water-loss rates of “‘HG’ and “Titan” pepper fruits we studied
their water relations, and we found “Titan’ cultivar generally to lose more water per surface
unit area. The developmental stage of the fruits showed to have an impact on the rate of
water-loss, which was also cultivar specific. We also found differences in the total amount of
cuticular wax per surface area unit, but like many other studies suggest, neither the thickness
of the cuticle, nor the total amount of cuticular waxes could be identified as exact and

determining factors in the rate of postharvest water-loss.

We found major differences in the total amount of cuticular waxes per surface area
unit and also in the cuticular structure of’H6” and ‘Karpia’ pepper fruits. Our results indicated

that despite longer shelf life ‘Karpia’ fruits display higher rate of water loss. This suggests
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that water relations are not determining factors in storability of ‘Karpia’ fruits. A most

probable explanation comes from results of studying structures of the exocarp tissues of fruits.
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14. MELLEKLETEK

14.1. 1. Melléklet: A kutikularis viaszok bioszintézisvel 6sszefliggésbe hozhatd
feltételezett alma-homoldgok PCR-termékeinek szekvenaltatott mintainak

nukleotid-szintii 0sszevetése az eredeti szekvenciaval

>1cl]14693 2_KCS14 2
Length=238

Score = 438 bits (237), Expect = le-127
Identities = 237/237 (100%), Gaps = 0/237 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 258 AAGGTTTTCAAGGCGAAGGTCAAGCCGTACATTCCGGACTTTAAGCTCGCGTTCGAGCAC 317

ELLRERER e e e e e e e e e e el
Sbjct 1 AAGGTTTTCAAGGCGAAGGTCAAGCCGTACATTCCGGACTTTAAGCTCGCGTTCGAGCAC 60

Query 318 TTCTGCATCCACGCGGGCGGACGCGCCGTCCTGGACGAGTTGGAGAAGAATCTTCAACTC 377

EELEREERR R e e e e e e e e e e el
Sbjct 61  TTCTGCATCCACGCGGGCGGACGCGCCGTCCTGGACGAGTTGGAGAAGAATCTTCAACTC 120

Query 378 ACTGAGTGGCACATGGAGCCGTCTCGGATGACGTTGCACCGGTTCGGCAACACGTCGAGC 437

LR e e e e e e e e e e e e el
Shjct 121 ACTGAGTGGCACATGGAGCCGTCTCGGATGACGTTGCACCGGTTCGGCAACACGTCGAGC 180

Query 438 AGTTCGCTGTGGTACGAGCTGTCGTACGCGGAGGCGAAAGGTCGGGTTGGGAGGGGC 494

RNy
Sbjct 181 AGTTCGCTGTGGTACGAGCTGTCGTACGCGGAGGCGAAAGGTCGGGTTGGGAGGGGC 237

>1cl]50071 4 _FDH_4
Length=250

4e-132
17249 (0%)

Score = 453 bits (245), Expect
Identities = 248/249 (99%), Gaps
Strand=Plus/Plus

Query 156 GGCGGAGGCACTTCAGTGTTGTCTTTAGCGTCACGCAAGAGACCCTACATTCCGGACTTC 215

RN RN RN RNy
Sbjct 1  GGCGGAGGCACTTCAGTGTTGTCTTTAGCGTCACGCAAGAGACCCTACATTCCGGACTTC 60

Query 216 AAGCTGGCTTTCGAGGGCTTTTGCGTGCATGCAGCGAGCAAGACCGTGCTCGACGAGCTG 275

ELLREEER e e e e e e e e e e el
Sbjct 61  AAGCTGGCTTTCGAGGGCTTTTGCGTGCATGCAGCGAGCAAGACCGTGCTCGACGAGCTG 120

Query 276 CAGAGGAACCTCGAGCTGAGTGAGGAAAACATGGAGGCTTCTAGGATGACGCTTCACCGC 335

PELEREEER e e e e e e e e e e el
Sbjct 121 CAGAGGAACCTCGAGCTGAGTGAGGAAAACATGGAGGCTTCTAGGATGACGCTTCACCGC 180

Query 336 TTTGGAAACACATCGAGCAGCAGCATATGGTATGAGTTGGCTTATTTGGAGGCGAAAG-A 394

PEEELEEE e e e e e e e e e e e e et |
Shjct 181 TTTGGAAACACATCGAGCAGCAGCATATGGTATGAGTTGGCTTATTTGGAGGCGAAAGGA 240

Query 395 GAAGGTGAA 403

It
Shjct 241 GAAGGTGAA 249

>Icl|37527 9_WAX2_9
Length=329
Score = 608 bits (329), Expect = 1le-178

Identities = 329/329 (100%), Gaps = 0/329 (0%)
Strand=Plus/Plus
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Query 180 CACCATTCATCTCCAGTACCACAGACCTCTACCGCTGGAAATGCAACCCTGTTGGAACAT

PEEERRRE e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1  CACCATTCATCTCCAGTACCACAGACCTCTACCGCTGGAAATGCAACCCTGTTGGAACAT

Query 240 CTGATATTGAGCATAACTATTGGAATTCCAGTTTTTGGTACGAATCTGATGGGTTTTGGA

IR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 61  CTGATATTGAGCATAACTATTGGAATTCCAGTTTTTGGTACGAATCTGATGGGTTTTGGA

Query 300 TCAGTGTGCATGATCTATGGCTACGT GATTTTCTGAGATGTTTGGGGCAT

TTTGGTTTTT T
PEEERRRE R e e e e e e e e e et
Sbjct 121 TCAGTGTGCATGATCTATGGCTACGTTTTGGTTTTTGATTTTCTGAGATGTTTGGGGCAT

Query 360 TCCAATGTTGAGGTCGTTCCTCATCAACTCTTTGAGAAAAAACCGTTCCTCAGATATCTT

LR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 181 TCCAATGTTGAGGTCGTTCCTCATCAACTCTTTGAGAAAAAACCGTTCCTCAGATATCTT

Query 420 CTCTATACTCCAACATACCACAGCCTACACCATACTGAAATGGACACCAACTTCTGCCTT

IR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 241 CTCTATACTCCAACATACCACAGCCTACACCATACTGAAATGGACACCAACTTCTGCCTT

Query 480 TTCATGCCTCTCTTTGATGCACTGGGGAA 508

EELERELE Rt
Sbjct 301 TTCATGCCTCTCTTTGATGCACTGGGGAA 329

>Icl]25403 10 _WBC11 10
Length=381

Score = 704 bits (381), Expect = 0.0
Identities = 381/381 (100%), Gaps = 0/381 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 188 CTCTGCTCAGCTGCAACTGCCAGACTTCATGACCAAGTCAGAGAAGAAAGAGAGAGCAGA

NN RN RNy
Sbjct 1 CTCTGCTCAGCTGCAACTGCCAGACTTCATGACCAAGTCAGAGAAGAAAGAGAGAGCAGA

Query 248 AGTTACAATTAGAGAGATGGGTTTGCAGGACGCCATGAACACAAGGATTGGAGGTTGGGG

RN NN NN NN RNy
Sbjct 61  AGTTACAATTAGAGAGATGGGTTTGCAGGACGCCATGAACACAAGGATTGGAGGTTGGGG

Query 308 AGCTAAAGGCCTTAGTGGTGGCCAAAAGAGGAGAGTAAGCATTTGTATTGAGCTTCTCAC

EEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 121 AGCTAAAGGCCTTAGTGGTGGCCAAAAGAGGAGAGTAAGCATTTGTATTGAGCTTCTCAC

Query 368 AAGCCCTAAGCTTCTCTTCCTTGACGAACCGACAAGCGGCCTTGACAGTGCAGCTTCTTA

EEELRRE R e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 181 AAGCCCTAAGCTTCTCTTCCTTGACGAACCGACAAGCGGCCTTGACAGTGCAGCTTCTTA

Query 428 TTATGTCATGAGCAGAATTGCAAATCTTGATAAAAGTGATGGAACTCCAAGGACTATTGT

TR e e e e e e e e e e el
Sbjct 241 TTATGTCATGAGCAGAATTGCAAATCTTGATAAAAGTGATGGAACTCCAAGGACTATTGT

Query 488 TACATCCATCCATCAGCCTAGCTCTGAAGTCTTTCAACTTTTTGACAGTCTTTGTCTTCT

ELERLRE e e e e e e e e e nnnnnitl
Sbjct 301 TACATCCATCCATCAGCCTAGCTCTGAAGTCTTTCAACTTTTTGACAGTCTTTGTCTTCT

Query 548 GTCTTCTGGAAGAACTGTCTA 568

LR RRNNRNRRNaNiNy
Sbjct 361 GTCTTCTGGAAGAACTGTCTA 381

>1cl]59883 12_CER4 12

Length=116
Score = 207 bits (112), Expect = 7e-59
Identities = 114/116 (98%), Gaps = 0/116 (0O%)

Strand=Plus/Plus

115

239

60

299

120

359

180

419

240

479

300

247

60

307

120

367

180

427

240

487

300

547

360



Query
Shjct
Query
Shjct

Score

138

198

61

220 bits (119), Expect
ldentities = 136/144 (94%), Gaps

ATGTTTGCGGCGAAAAGGATGGGCTTTTATTAGAAAACCCATACCGCATGGGCCAGACAC

TEEEEERE e e e e e e e e e e e e e e e e e e et i
ATGTTTGCGGCGAAAAGGATGGGCTTTTATTAGAAAACCCATACCGCATGGGCNAGACAC

TCAATGGGACCACAGGGCTAGACATCGACAATGAAATCAGGCTGCTCCAAGAAAAA 253

EEERRRE e e e e e e e e e ey et
TCAATGGGACCACAGGGCTAGACATCGACAATGAAATCAGGCTGNTCCAAGAAAAA 116

4e-62
1/144 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query 291 GATGCAATCCATAAGCGAACCAAAAAGTTCTATCCTGCAAGACAGCGGCTTACTCTCCCC

Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

49

351

109

411

169

>1cl]21051

Length=

Score

307

556 bits (301), Expect
Identities

PEELL L PR e e ke eeee e e e el
GATGCTGTCTATAAGCGAACCAAAAAGTTTTATCCTGCAAGACAGCGGCTTACTCTCCCC

GTCCAACCAGGATCAAAAGAGAGGCCGGTTGTCCTTAGCTACAAGAAGAGTCTCCAAGAT

IELERERE et eenet e e eyt
GTCCAACCAGGATCAAAAGAAAGGCCTGTTGTCCTTAGCTACAAAAAGAGTCTCCAAGAT

TACATCAGCGGAAA-CTCAGACAA 433

PELERLRELREEE Tt
TACATCAGCGGAAAACTCAGACAA 192

3_CER1_3

4e-163
0/305 (0%)

= 303/305 (99%), Gaps

Strand=Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

89

3

149

63

209

123

269

183

329

243

389

303

GTGGCTCCTTGGATCATTCATGGTGCATACTCGTATTTCGTTAACGATGAGAAAGATAAA

IR e e e e e el
GTGGCTCCTTGGATCATTCATGGTGCATACTCNTATTTCGTTAACGATGAGAAAGATAAA

GACCTATCTTATTTCCTCATATTTCCATTTATGCTGTGGAGGTTTCTCCACAACCAGTTA

IE LR e e e e e e el
GANCTATCTTATTTCCTCATATTTCCATTTATGCTGTGGAGGTTTCTCCACAACCAGTTA

TGGATCTCTCTTTCTCGATATCGGACGGCCAAGGGCAATGGCCGGATTGTTGACAAGGGT

N NN RNy
TGGATCTCTCTTTCTCGATATCGGACGGCCAAGGGCAATGGCCGGATTGTTGACAAGGGT

CTTGAATTCGAGCAAGTCGACAGAGAAAGAAACTGGGATGATCAAATATTGTTCAATGGA

LR e e e et e e e e e e e e e e e e el
CTTGAATTCGAGCAAGTCGACAGAGAAAGAAACTGGGATGATCAAATATTGTTCAATGGA

ATTCTATTCTATCTGGGGAGCAGACACTTACCTGGGGCTACGAACCTGCCATTTTGGAGG

NNy
ATTCTATTCTATCTGGGGAGCAGACACTTACCTGGGGCTACGAACCTGCCATTTTGGAGG

ACAGA 393

il
ACAGA 307

>Icl]2057 1_KCS7I12#primerl

Length=

Score

441

651 bits (352), Expect
Identities

0.0
3/443 (1%)

= 413/443 (93%), Gaps

Strand=Plus/Plus

197

60

350

108

410

168

148

62

208

122

268

182

328

242

388

302

Query 226 CTTGGTCCAATAGTCCTCCCCATGTCAGAACAACTCCTGTTTTTTGCTACTTTGGTGGCA 285
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Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

286

59

346

119

406

179

466

239

526

299

586

359

646

419

>1cl1]37689
Length=256

Score =

414 bits (224), Expect
Identities = 242/253 (96%), Gaps

CTTGG-CC-ATAGTCCT-CCCATGTCAGAACATNTCCTGTTTTTTGCTACTTTGGTGGCA

AGAAAGGTGTTCAAGATGAAGAACATCAAACCCTACATCCCGGATTTCAAGCTGGCGTTT

FEEERELEEE PR e e e e e e e el
AGAAAGGTGTTTAAGATGAAGAACATCAAACCCTACATCCCGGATTTCAAGCTGGCGTTC

GAGCACTTCTGCATTCACGCCGGAGGGAGAGCGGTGCTGGATGAGATTGAGAAGAACCTT

PELLEERER R e e e e e e e el
GAGCACTTCTGCATTCACGCCGGAGGGAGAGCGGTGCTGGATGAGATCGAGAAGAACCTT

GAGCTCAGCGACTGGCACATGGAGCCATCGAGGATGACTCTCTATAGGTTTGGGAACACT

PELLE FRRERE R e e P e
GAGCTTAGCGACTGGCACATGGAGCCTTCAAGGATGACGCTCTACAGGTTTGGGAACACG

TCAAGCAGCTCATTGTGGTACGAGCTGGCTTACTCTGAGGCCAAGGGAAGAGTCCGAAAG

PEERRERRRREE FRRRenl Lennnnnr el et 11 i
TCAAGCAGCTCACTGTGGTATGAGCTGGCCTACTCGGAGGCCAAGGGAAGAATCAGGAAG

GGAGACAGGATGTGGCAAATTGCGTTCGGGTCGGGGTTCAAGTGCAACAGCGCGGTGTGG

PEELE LR e e e e e e e e el
GGAGATCGGATGTGGCAGATTGCGTTCGGGTCGGGGTTCAAGTGCAACAGCGCAGTGTGG

AAGGCGTTAAGGACTGTTAAACCAGCCAAGGAGAAGAACCCTTGGATTGATGAGATTCAT

PELREE T PR pener b ey teneeennnl
AAGGCGCTGAGGACTGTTAAACCAGCGAAGGAAAAGAACCCTTGGATCGATGAGATTCAT

GAGTTTCCTGTAGAGGTGCCTAA 668

FELEEELEREn el
GAGTTTCCTGTAGAGGTGCCTAA 441

5 _KCR1#primer5

2e-120
0/253 (O%)

Strand=Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

63

3

123

63

183

123

243

183

303

243

>Icl]13367
Length=315

Score =

558 bits (302), Expect
Identities

CTTGGGCACTCGTCACCGGACCCACCGATGGCATTGGCAAGGCCTTCGCCTTCCAACTGG

IRELREERR R e v L e e el
CTTGGGCACTCGTCACGGGACCCACCGACGGCATTGGCAAGGCCTTCGCCTTCCAACTGG

CTCGGAAGGGGCTCAATCTGATCTTGGTAGGTCGGAATCCGGACAAACTCAAGGACGTCT

IRELEE LR et vl L e e e e el |
CTCGGANGGGGCTCAATCTGATCNTGGTCGGTCGGAATCCGGACAAACTCAAGGACGTGT

CGGACGCCGTCCTGGCCAAGTACGGCAAAACCCAGATCAAGACCGTCGTGGTCGACTTCA

LR TR e e e e e e e e e e el
CCGACGCTGTCCTGGCCAAGTACGGCAAAACCCAGATCAAGACCGTCGTGGTCGACTTCA

CCGGCGACCTCGACGACGGCGTCAGGCGCATTCGGGAGACGATTGAAGGGTTGGATGTGG

PEEELRRR R eee e e e Penn e nnennntl
CCGGCGACCTCGACGACGGCGTCCGGCGCATTCGGGAGACNATTGAAGGGTTGGATGTGG

GACTTTTGATTAA 315

LI
NACTTTTGATTAA 255

6_LACS2#primer6

le-163
1/312 (O%)

= 309/312 (99%), Gaps

Strand=Plus/Plus

58

345

118

405

178

465

238

525

298

585

358

645

418

122

62

182

122

242

182

302

242

Query 171 CTTGGATAAACTTGTCTT-TGATAAGATAAAACAAGCGTTAGGGGGACGAGTTCGTATAT 229
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Sbjct 2 CTTGGATAAACTTGTCTTCTGATAAGATAAACCAAGCGTTAGGGGGACGAGTTCGTATAT

Query 230 TGTTGTCTGGTGCTGCCCCTTTGCCTAGGCATGTGGAGGAATTTTTGAGGGTCACCAGCT

RN NN RN RNy
Sbjct 62  TGTTGTCTGGTGCTGCCCCTTTGCCTAGGCATGTGGAGGAATTTTTGAGGGTCACCAGCT

Query 290 GCAGCACTTTATCACAAGGATATGGCCTTACTGAAAGCTGTGGTGGTAGCTTCACGTCCA

. EEELEEEER e e e e e e e e e e il
Sbjct 122 GCAGCACTTTATCACAAGGATATGGCCTTACTGAAAGCTGTGGTGGTAGCTTCACGTCCA

Query 350 TTGGCAATGTTTTTCCTATGATTGGAACTGTCGGTGTCCCTATCACAACTATTGAAGCAA

R e e e e e e e e e e el
Sbjct 182 TTGGCAATGTTTTTCCTATGATTGGAACTGTCGGTGTCCCTATCACAACTATTGAAGCAA

Query 410 GGCTTGAGTCAGTGCCGGAAATGGGATACGATGCACTTTCCAGTGTGCCCCGTGGAGAGA

PELEREEE R teer e e e e e e e el
Sbjct 242 GGCTTGAGTCAGTGCCAGAAATGGGATACGATGCACTTTCCAGTGTGCCCCGTGGAGAGA

Query 470 TTTGCCTGAGAG 481

RNNANNyY
Sbjct 302 TTTGCCTGAGAG 313

>Icl|16111 7_LCR#primer?
Length=425

Score = 782 bits (423), Expect = 0.0
Identities = 423/423 (100%), Gaps = 0/423 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 273 AGCAGACAATCAAAGACGACGTTTTGCCGAGCGGGACTTTTGTACCGGCGGGATCTTCAA

R e e e e e e e e el
Sbjct 2 AGCAGACAATCAAAGACGACGTTTTGCCGAGCGGGACTTTTGTACCGGCGGGATCTTCAA

Query 333 TCACATATTCAATCTACGCAATCGGTCGCATGAAGTTCATTTGGGGTGAAGATTGCCTAG

R NN RN RN RN RN RNy
Sbjct 62  TCACATATTCAATCTACGCAATCGGTCGCATGAAGTTCATTTGGGGTGAAGATTGCCTAG

Query 393 AGTTTAAGCCGGAGAGGTGGTTGTCTTCTGATGGCaaaaaaaTGCAGGCACAAGATTCTT

FEEEREEER e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 122 AGTTTAAGCCGGAGAGGTGGTTGTCTTCTGATGGCAAAAAAATGGAGGCACAAGATTCTT

Query 453 ACAAATTTGTATCTTTCAATGCCGGTCCGAGAATTTGCTTAGGCAAGGATTTAGCTTACT

RN NN RN RNy
Sbjct 182 ACAAATTTGTATCTTTCAATGCCGGTCCGAGAATTTGCTTAGGCAAGGATTTAGCTTACT

Query 513 TGCAAATGAAGTCAATCGCGGCGGCGGTGCTGCTGAGGCACCGTCTCGCGGTGGTGCCAG

EELEEEREE LR e e e e e e el
Sbjct 242 TGCAAATGAAGTCAATCGCGGCGGCGGTGCTGCTGAGGCACCGTCTCGCGGTGGTGCCAG

Query 573 GCCACCGGGTTGAGCAAAAGATGTCATTGACATTGTTCATGAAGTATGGCCTCAGGGTTA

PR e e e e e e e e e e e e el
Shjct 302 GCCACCGGGTTGAGCAAAAGATGTCATTGACATTGTTCATGAAGTATGGCCTCAGGGTTA

Query 633 ACGTGCACCCTAGAGATTTGACGCCTCTTTTGGCAAAAATAGGCAAGGGTGACCAATGCG

RN NN RN RNy
Shjct 362 ACGTGCACCCTAGAGATTTGACGCCTCTTTTGGCAAAAATAGGCAAGGGTGACCAATGCG

Query 693 GAA 695

11
Shjct 422 GAA 424

>Icl]50505 8_LTPGl#primer8
Length=397

3e-180
3/395 (1%)

Score = 614 bits (332), Expect
Identities = 369/395 (93%), Gaps

118

61

289

121

349

181

409

241

469

301

332

61

392

121

452

181

512

241

572

301

632

361

692

421



Strand=Plus/Plus

Query 116 TCGTCGCCTGCGCTTCTG-TTGGCGAC-GTCAGAGCGGCAGCGCCAACGGTGGCGGA-GA 172

PELRRERERRnn e o e v v e P |
Sbjct 1 TCGTCGCCTGCGCTTCNGCTTGGTGACTGTCAGANCGGCAGCNCCAACGGTGGCGGATCA 60

Query 173 AGTGCAGTGACAAGTTCCAGAAGGTGGCGGTGTGCTTGAGCTACGCGACAGGGAAGGCGG 232

FEELRELRR et peenpenee e o e e i |
Sbjct 61  AGTGCAGTGACAAGTTCCAGAANGTGGCGGTGTGCTTGACCTACNCNACNGGNAANGCNG 120

Query 233 AGACGCCCACGAAGGAGTGCTGTGATTCGGTGAAGGGGATAAGGGATACTCAGCCGGAGT 292

R P e et el
Sbjct 121 ATACGCCCACGAAGGANTGCTGTGATTCGGTGAAGGGNATAAGGGATACTCAGCCGGAGT 180

Query 293 GCCTGTGTTACGTCATGCAGCAGGCGAACAGCGGGAGCGAGGAGATTAAGAAGATGGGGG 352

PELERRLERe e vener e PR e e e
Sbjct 181 GCCTGTGTTACGTCATGCAACAGGCNAACNNCGGGAGCGAGGAGATTAAGAAGATGGGGN 240

Query 353 TTCAGGTGGCCAAGTTGCTTAAGCTCCCCACTGCATGCAGCTTGAAAAACGCCACTGCCT 412

ERLERERRR e P e e e e el
Sbjct 241 TTCAGGTGGCCAAGTTGCTTNAGCTCCCCACTGCATGCAGCTTGAAAAACGCCACTGCCT 300

Query 413 CCGATTGCCCTAAGCTTTTAGGCATACCTGCGGGCTCACCTGAGGCTGCTGTCTTCACCA 472

. FELEEEREEE e e e e e et R e el
Sbjct 301 CCGATTGCCCTAAGCTTTTAGGCATACCTGCTGGCTCACCTGAGGCTGCTGTCTTCACCA 360

Query 473 ATAATGCATCATCAACAGCAACTCCCACTACTGGA 507

IEEEREEER Rl
Sbjct 361 ATAATGCATCATCAACAGCAACTCCCACTACTGGA 395

>1cl1]38181 13_CERS5#primerl3
Length=322

Score = 337 bits (182), Expect = 4e-97
Identities = 185/186 (99%), Gaps = 1/186 (1%)
Strand=Plus/Minus

Query 190 CCTCCTAAAGCATCAAGGAGAGTGGACTTGCCACAGCCAGAAGGACCCATTATAGCCAAG 249

R RN NN AR NN RN RNy
Sbjct 287 CCT-CTAAAGCATCAAGGAGAGTGGACTTGCCACAGCCAGAAGGACCCATTATAGCCAAG 229

Query 250 AGCTCCCCAGGCTTGGCATAACCAGTTAGACCTTGCAGGATTGATCTGCTGCTGCTACCA 309

FELEREEEE e e e e e e e e e el
Sbjct 228 AGCTCCCCAGGCTTGGCATAACCAGTTAGACCTTGCAGGATTGATCTGCTGCTGCTACCA 169

Query 310 ATACTGTTCTTCTTGGAAACTACTGTCACCCACAAGTCCTCCCATGTCAGAAACACACCC 369

RN R NN NN RNy
Sbjct 168 ATACTGTTCTTCTTGGAAACTACTGTCACCCACAAGTCCTCCCATGTCAGAAACACACCC 109

Query 370 TCCTCC 375

iy
Shjct 108 TCCTCC 103

Score = 89.8 bits (48), Expect = le-22
ldentities = 53/55 (96%), Gaps = 1/55 (2%)
Strand=Plus/Minus
Query 368 CCTCCTCCTCCGCCAGTCCTTGGCAGTACTTGTGTTTCAACCTCCAGTATAGCTG 422

PERLEE LR R R e e e e e e ey i
Sbjct 66  CCTCCTACTCCGCCAGTCCTTGGCAGTACTTGTGTTTCAACCTCCAG-ATAGCTG 13

14.2. 2. Melléklet. A cDNS higitasok relativ expresszidjanak értékelése tubulin

és ubikvitin primerekkel
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Relative Expression Results
Parameter Value

lterations 2000

Gene Type Reaction Efficii Expressior Std. Error 95% C.I.  P(H1) Result
tul REF 0,6767 1

tu2 TRG 0,71 0,525 0,472 - 0,50,470 - 0,5 0 DOWN
tu3 TRG 0,7067 0,369 0,344 -0,40,342-0,4 0 DOWN
tud TRG 0,75 0,158 0,126 - 0,10,125 - 0,1 0 DOWN

Interpretation
tu2 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,525 (S.E. range is 0,472 - 0,582).
tu2 sample group is different to control group. P(H1)=0,000

tu3 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,369 (S.E. range is 0,344 - 0,401).
tu3 sample group is different to control group. P(H1)=0,000

tu4 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,158 (S.E. range is 0,126 - 0,184).
tu4 sample group is different to control group. P(H1)=0,000

Non-Normalised Results

Gene Type Reaction Efficii Expressiot Std. Error 95% C.I.  P(H1) Result
tul REF 0,6767 10,869-1,10,789-1,2 0,616

tu2 TRG 0,71 0,525 0,454 - 0,60,411 - 0,6 0 DOWN
tu3 TRG 0,7067 0,369 0,318 - 0,40,296 - 0,4 0 DOWN
tud TRG 0,75 0,158 0,130-0,10,111 - 0,2 0 DOWN

Relative Expression Results
Parameter Value

Iterations 2000

Gene Type Reaction Efficiency Expression Std. Error 95% C.I. P(H1) Result
uql REF 0,7167 1

ug2 TRG 0,7017 0,609 0,557 - 0,6 0,556 - 0,6 0,045 DOWN
ug3 TRG 0,7183 0,304 0,273-0,30,273-0,3 0 DOWN
ug4 TRG 0,71 0,119 0,111 -0,10,111-0,1 0 DOWN

Interpretation
ug2 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,609 (S.E. range is 0,557 - 0,690).
ug2 sample group is different to control group. P(H1)=0,045

ug3 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,304 (S.E. range is 0,273 - 0,339).
ug3 sample group is different to control group. P(H1)=0,000

ug4 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,119 (S.E. range is 0,111 - 0,123).
ug4 sample group is different to control group. P(H1)=0,000

Non-Normalised Results

Gene Type Reaction Efficiency Expression Std. Error 95% C.l. P(H1) Result
ugl REF 0,7167 10,925-1,00,898 - 1,1 0,389
ug2 TRG 0,7017 0,609 0,566 - 0,6 0,557 - 0,6 0,048 DOWN
ug3 TRG 0,7183 0,304 0,281 - 0,30,273-0,3 0 DOWN
ug4 TRG 0,71 0,119 0,103-0,10,100 - 0,1 0 DOWN
14.3. 3. Melléklet: A Lacerata homolog Kiilonb6z6 szovetekben megjelené relativ

expressziojanak értékelése
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Relative Expression Results
Parameter Value

Iterations 2000

Gene Type Reaction E Expressior Std. Error 95% C.I. P(H1) Result
lcr 1 TRG 0,66 0,078 0,069 - 0,0 0,066 - 0,0 0,041 DOWN
ug1 REF 0,67 1

lcr 2 TRG 0,6783 0,062 0,061 - 0,00,059 - 0,0 0,029 DOWN
ug 2 REF 0,69 1

lcr 3 TRG 0,6683 0,005 0,003 - 0,00,003 - 0,0 0,017 DOWN
ug 3 REF 0,6667 1

lcr 4 TRG 0,69 0,013 0,011 - 0,00,010 - 0,0 0,029 DOWN
ug 4 REF 0,6733 1

lcr 5 TRG 0,675 0,08 0,067 - 0,00,058 - 0,1 0 DOWN
ug 5 REF 0,6867 1

lcr 6 TRG 0,6883 0,006 0,004 - 0,00,004 - 0,0 0,041 DOWN
ug 6 REF 0,66 1

Interpretation

Icr 1 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,078 (S.E. range is 0,069 - 0,086).
Icr 1 sample group is different to control group. P(H1)=0,041

Icr 2 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,062 (S.E. range is 0,061 - 0,064).
Icr 2 sample group is different to control group. P(H1)=0,029

Icr 3 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,005 (S.E. range is 0,003 - 0,007).
Icr 3 sample group is different to control group. P(H1)=0,017

Icr 4 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,013 (S.E. range is 0,011 - 0,014).
Icr 4 sample group is different to control group. P(H1)=0,029

Icr 5 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,080 (S.E. range is 0,067 - 0,096).
Icr 5 sample group is different to control group. P(H1)=0,000

Icr 6 is DOWN-regulated in sample group (in comparison to control group) by a mean factor of 0,006 (S.E. range is 0,004 - 0,011).
Icr 6 sample group is different to control group. P(H1)=0,041

Non-Normalised Results

Gene Type Reaction E Expressior Std. Error 95% C.I.  P(H1) Result
lcr 1 TRG 0,66 0,078 0,068 - 0,00,063 - 0,0 0 DOWN
ug 1 REF 0,67 10,835-1,20,774-1,2 0,395
lcr 2 TRG 0,6783 0,062 0,059 - 0,0 0,056 - 0,0 0 DOWN
ug 2 REF 0,69 10,927 -1,00,900 - 1,1 0,395
lcr 3 TRG 0,6683 0,005 0,003 - 0,00,003 - 0,0 0 DOWN
ug 3 REF 0,6667 10,916 -1,00,867 - 1,1 0,779
lcr 4 TRG 0,69 0,013 0,011 - 0,00,011 - 0,0 0 DOWN
uqg 4 REF 0,6733 10,869-1,10,790 - 1,2 0,593
lcr 5 TRG 0,675 0,08 0,066 - 0,10,055 - 0,1 0 DOWN
ug 5 REF 0,6867 10,836-1,10,747 - 1,3 0,781
lcr 6 TRG 0,6883 0,006 0,004 - 0,00,004 - 0,0 0 DOWN
ug 6 REF 0,66 10,783-1,30,701-1,4 0,403
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