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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
358pro::SGFP = CaMV35S
promoter::SGFP vektorkonstrukcio6
ABA = abszcizinsav

ABI2 = Abelson interactor2 (Abelson
kolcsonhato fehérje2)

ACC = 1-aminociklopropan-1-
karboxilsav

ACO = 1l-aminociklopropan-1-
karboxilsav oxidaz

ACS = 1-aminociklopropan-1-karboxilsav
szintaz

ADC = arginin dekarboxilaz

AdoMet = S-adenozil-L-metionin

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

AMPK = AMP aktivalt protein kinaz

ANOVA = Analyis of variance
(varianciaanalizis)

Arg = arginin

ARGOS = auxin regulated gene involved
in organ size

ATP = adenozin trifoszfat

A. U. = arbitrary unit

BA = benziladenin
BR = brasszinoszteroid

BUD2 = Bushy and dwarf2 (bokros és
torpe2)

CAD = cinnamyl-alcohol dehydrogenase
(fahéj-alkohol dehidrogenaz)

CBL = kalcineurin B-like (kalcineurin B-
szert)

CIPK = Calcineurin B-like interacting
protein Kinase (kalcineurin B-vel
kolesonhato kinaz)

CnA = kalcineurin A alegység
CnB = kalcineurin B alegység

CNGC = cyclic nucleotid-gated channel
(ciklikus nukleotid-gatolt csatorna)

CRZ1 = Calcineurin-responsive zinc
finger transcription factor (kalcineurin-
valasz zink ujj transzkripcios faktor)

CTRL1 = constitutive triple responsel
Cys = cisztein
DAB = 3, 3’-diaminobenzidin

dcSAM = dekarboxilalt S-adenozil-L-
metionin

DEG / ENaC = degenerin/epithelial
sodium channels (degenerin/epithelialis
natrium csatornak)

DFC = Dense fibrillar center (a
sejtmagvaccka siiri fibrillaris kozpontja)

EIL = ethylene insensitive like
EIN2 = ethylene insensitive2
EIN3 = ethylene insensitive3

ENA1 = ENA P-type ATPasel (ENA p-
tipusu ATPazl)
ER = endoplazmatikus retikulum

ERAD = ER associated degradation (ER-
hez kotott degradacio)

ERF = ethylene-responsive element
binding factor

FC = Fibrillar center (a sejtmagvacska
fibrillaris kozpontja)

FvSAMDC::sGFP = Fragaria vesca L. cv.
Riigen S-adenozil-L-metionin
dekarboxilaz::sGFP faziés konstrukcio

FVSAMS::sGFP = Fragaria vesca L. cv.
Riigen S-adenozil-L-metionin
szintaz::sGFP faziés konstrukcio

FvSPDS::sGFP = Fragaria vesca L. cv.
Riigen Spermidin szintaz::sGFP f4zios
konstrukcio

GA = gibberelinsav

GABA = y-aminovajsav

GAPDH = gliceraldehid 3-foszfat
dehidrogenaz

GC = Granular component (a
sejtmagvacska granularis komponense)

GHR1 = Guard cell hydrogen peroxide-
resistantl



GLR = glutamate receptor-like channel
(glutamat receptor-szerii csatorna)

Glu = glutaminsav

GSNO = S-nitrozoglutation
GUS = p-gliikoronidaz
H2A. Z = hiszton 2A. Z

HKT1 = high affinity K* transporterl
(nagy kaliumion affinitasu traszporterl)

HSP = heat shock protein (hésokk
fehérje)
IAA = Indole acetic acid (indolecetsav)

IBA = Indole-3-butyric acid (Indol-3-
vajsav)

IP3 = inozit trifoszfat
JA = jasmonic acid (jazmonsav)

K2P = two-pore potassium channel (két
porusu kalium csatorna)

Lys = lizin

MAPK = mitogén aktivalt protein kinaz
MAT = Metionin adenozil transzferaz
MES = metil észter szulfonat

MS = metionin szintaz

Mtase = MTaz (Adomet fiiggo
metiltranszferaz)

NAA = Naphthaleneacetic acid (naftil
ecetsav)

NADPH oxidaz = Nicotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfat oxidaz

NBT = Nitroblue-tetrazolium-chloride
(nitrokék-tetrazolium klorid)

NEIP2 = ethylene receptor-interacting
protein2 (etilénreceptor-kolcsonhato
fehérje2)

NES = Nuclear export signal (sejtmagi
export szignal)

NLS = Nuclear localization signal
(sejtmagi lokalizacios szignal)

NMP = N-metilputreszcin

NO = nitrogénoxid

NOD = Nucleolar localization sequence

detector (sejtmagvacska lokalizacios
szekvencia detektor)

NoLS = Nucleolar localization signal
(sejtmagvacska lokalizacios szignal)

OD = optikai denzitas
ODC = ornitin dekarboxilaz

ORF = Open reading frame (nyitott
leolvasasi keret)

OSCAL1 = reduced hyperosmolality-
induced calcium increasel

PA = poliamin

PAO = poliamin oxidaz

PCD = Programmed cell death
(programozott sejthalal)

PKC = Protein kinaz C

PMT = putreszcin N-metiltranszferaz

PP2C = type 2C protein phosphatase (2C
tipusu fehérje foszfataz)

Pro = prolin

PUT = putreszcin

PYL = pyrabactin resistance-like
(pirabaktin rezisztencia-szerii)

PYR = pyrabactin resistance (pirabaktin
rezisztencia)

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

RbohF/D = Respiratory burst oxidase
homolog protein F/D

RCAR = regulatory component of ABA
receptors (ABA receptor szabalyozé
komponense)

RFP = Red fluorescent protein (piros
fluoreszcens fehérje)

RGAL1 = heterotrimer G fehérje alfa
alegysége

RhoA GEF NetlA = RhoA guanine
nucleotide exchange factor
neuroepithelial transforminglA

RLK = receptor-like kinase (receptor-
szeru kinaz)

ROS = reactive oxigen species (reaktiv
oxigén fajtak)
SAE1 = SUMO Activating Enzyme

Subunit 1 (SZUMOilacié aktivalta
enzimalegységl)



SAHcy = S-adenozil-homocisztein

SAHH = S-adenozil-homocisztein
hidrolaz

SAM = S-adenozil-L-metionin

SAMDC = S-adenozil-L-metionin
dekarboxilaz

SAMS = S-adenozil-L-metionin szintaz
SAUR = Small auxin up RNA

SCaBP= SOS3-like calcium binding
protein (SOS3 szeri kalcium koté
fehérje)

Ser = szerin

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

SLAC1 = slow anion channel-associated1
SNF1 = sucrose non-fermentingl

SnRK = SNF1-related kinase (SNF1-hez
hasonlé kinaz)

SOS = salt overly sensitive

SPD = spermidin

SPDS = spermidin szintaz
SPM = spermin

SPMS = spermin szintaz

TCA = trichloroacetic acid (triklér
ecetsav)

TCTP = translationally controlled tumor
protein

TDF = Trancript-derived fragment
(transzKkriptum eredetii fragmentum)

Thr = treonin

TRP = transient receptor potential
channel

UPR = Unfolded Protein Response
(kitekeredett fehérjékre adott
valaszreakcio)

UTR = untranslated region (nem
transzlalodo régio)
WT = wild type (vad tipus)






2. BEVEZETES ES CELKITUZES

A Szent Istvan Egyetem Genetikai, Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Intézet korabbi
kutatasai soran a szamdca (Fragaria X ananassa Duch. cv. Elsanta) receptakulum (gyiimoélcstest)
¢s az aszmag szovetek RNS-ujjlenyomatanak tanulmanyozasakor az érésben expresszios valtozast
mutatd géneket azonositottak a gylimdlcsérés zold, fehér, rdzsaszin és piros szakaszaban. 130
transzkriptum eredetii fragmentumot, részleges cDNS-t izolaltak és szekvenaltattak meg. A
szekvenalt transzkriptumok kozott volt a poliamin metabolizmusban résztvevd spermidin szintdz
(DQO074728.1) és egy a poliamin és etilén metabolizmus k6zds prekurzor molekulajat szintetizald
enzim gén, a S-adenozil-L-metionin (SAM) fliggd metiltranszferaz is (AY873806). Az altalunk
kivalasztott és vizsgalni kivant SAM szintaz (SAMS) és SAM dekarboxilaz (SAMDC) nem
szerepelt a szekvenalt transzkriptumok k6zott, azonban a SAMS szintetizélja az etilén és poliamin
metabolizmus kozos prekurzor molekulajat a S-adenozil-L-metionint, mig a SAMDC termeli a
dekarboxilalt SAM-ot (dcSAM), ami a poliamin metabolizmus prekurzor molekuldja. Az etilén
alapvetd jelmolekula, a poliaminokkal egyiitt szamos szabdlyozédsi mechanizmusban vesz részt a
novények fejlodése és a termések érése soran, ezért célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk szerepet
jatszhatnak-e a SAMS és a SAMDC gének a szamdca gyiimolcs érésében.

Ugyanakkor mind az etilén, mind a poliaminok fontos funkciot toltenek be a novények
biotikus és abiotikus stresszvalaszaiban, tovabba fokozott mennyiségben pozitiv hatdsuk van a
novények sotolerancijara is. Szamos korabbi tanulmany szamol be azonban az etilén és a
poliamin metabolizmus antagonisztikus hatasarél kiilonbdz6 biotikus és abiotikus stresszek
hatasara, ezért a két metabolizmus k6z6s molekulajat a SAM-ot termelé SAM szintdz enzim,
illetve a poliamin metabolizmus prekurzor molekuldjat a dekarboxilalt SAM-ot szintetizald6 SAM
dekarboxilaz enzim tultermeltetésével tisztabb képet alkothatunk a két metabolizmus kiilonb6z6
¢lettani folyamatokban betoltott szerepérdl, ezaltal meg tudjuk hatdrozni, hogy a ,,SAM tobblet”,
illetve a ,,SAM hidny” hogyan befolyasolja a poliamin/etilén aranyt. Ebben a tanulményban mésik
célul tiiztiik ki, hogy Osszehasonlitd vizsgalatot végziink a kontroll koriilményeknek, illetve a
hosszutava sostressznek kitett a nem ut6éré Fragaria vesca L. cv. Riigen szamocabol izolalt
Fragaria vesca SAM szintaz (FVSAMS) és SAM dekarboxilaz (FvSAMDC) enzimet taltermel6
Nicotiana benthamiana vonalak és a vad tipus kozott. Az eddigi tanulmanyokban mar kiilon-kiilon
vizsgaltdk a SAMS ¢és a SAMDC enzimek tultermeltetésének hatasat a ndvények abiotikus
stressztlirésére és bizonyitottak, hogy mind a SAMS, mind a SAMDC tultermeltetése fokozza a
novények kiilonféle abiotikus stresszekkel szembeni toleranciajat, egy kisérleti rendszerben
azonban még nem vizsgaltak ezt a két enzimet, ami lehet6vé teszi, hogy a vizsgalt névényélettani

paraméterek kvantitativ. modon viszonyithatéak legyenek egymdshoz, igy tisztabb képet



alkothatunk a két enzim sdstresszben betoltott szerepérdl. Munkank soran megvizsgaltuk, hogy az
eltérd etilén/poliamin ardny milyen hatidssal van a novények fejlédésére, Oregedésére és
sOtoleranciajara. A kisérletben a transzgénikus vonalakat és a vad tipusu ndvényeket in vitro
kontroll koriilményeknek, illetve 10 mM NaCl stressznek tettiik ki. Meghataroztuk az etilén és a
poliaminok mennyiségét, a klorofill a, b és a lignin tartalmat, az ionveszteséget, a relativ H2O és
O mennyiséget, a novekedési erélyt, a szarhosszt, a biomassza produktumot, a prolin tartalmat,
valamint a transzgénikus levélkorongok nagy doézisut 300 mM NaCl stresszre adott valaszat.
Emellett mértiik az etilén és a poliamin, valamint a S-nikotin és a L-lignin metabolizmusaban,
illetve a SAM reciklizacidjaban résztvevd gének relativ expresszidjat (SAM szintaz, SAM
dekarboxilaz, ACC szintdz, spermidin szintdz, spermin szintdz, S-adenozil-homocisztein hidroldz,
putreszcin  N-metiltranszferdz, fahéj-alkohol dehidrogendz), mivel ezek a gének olyan
metabolizmusokban jatszanak szerepet, amelyek szdmara a SAM szolgal szubsztratként.

Tovabbi célként tliztiik ki, hogy meghatidrozzuk a FVSAMS::SGFP és a FVSAMDC::sGFP
enzimek szubcellularis lokalizaciojat, illetve a lehetséges sejtkompartmentbeli valtozasat sdstressz
hatasara, mivel a kisérletben alkalmazni kivant pPGWB405 bindris vektor a konstitutiv CaM V35S
promotert tartalmazza és a vizsgalni kivant inszertek (FVSAMS, FVSAMDC) a sGFP-vel torténd
C-terminalis flzionaltatasra alkalmas. A korabbi tanulmanyokban a SAMS-t citoplazmas
lokalizaci6ji enzimkeént jellemzik novényekben, de Gjabb kutatdsok szerint a patkany esetében,
mar sejtmagi €s citoplazmas lokalizaciot detektaltak, mig a SAMDC enzim esetében
kloroplasztisz, mitokondridlis és citoszolikus aktivitdsrél szamolnak be a ndvényekben és
citoplazmas lokalizaciorol emlésokben.

Végil célul tliztik ki, hogy bioinformatikai elemzéssel prediktaljuk a FVvSAMS ¢és a
FVSAMDC enzimek poszttranszlacios modositdsaban szerepet jatszo lehetséges aminosav

szarmazékokat is.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1  Azetilén és a poliaminok szerepe a gyiimolcsérésben

Az érés soran a gyiimolcsok cukor tartalmaban, textarajaban, szinében, izében és
aromajaban bekovetkezd jelentds valtozasokat a fitohormonok szabdlyozzdk. A gylimolcsérés
kétféle tipusat kiilonboztetjiik meg, az egyik az ut6éro (klimaktérikus), a masik a nem ut6érd (nem-
klimaktérikus) valtozat. A klimaktérikus gylimolcsérés modellnvénye a paradicsom (Solanum
lycopersicum L.) és jol ismert tény, hogy az etilén kulcsszerepet jatszik az érésében (Alexander és
Grierson, 2002). Ezzel szemben a nem-klimaktérikus gylimolcsérés modellndvénye a szamodca
(Fragaria x ananassa Duch.), a szamdca gyiimolcsérésekor azonban nincs hasonld etiléncsucs,
mint a paradicsoméban. A szamocaban az etilén mennyisége a zold érési fazisban a legnagyobb,
majd a fehér fazisra visszaesik, ezt kdveten a piros érési fazisig enyhén emelkedik (Perkins-
Veazie et al., 1996; Sun et al., 2013), mig a paradicsomban az érés kezdetekor, a narancssarga
fazisban dramaian megnd az etiléntermelés, ami az érés elérehaladtaval csokken (Van de Poel et
al., 2012). A szamoca gylimolcs érését szamos novényi hormon, komplex modon szabalyozza
(Shen és Rose, 2014). A szamoéca gyiimolcs fejlédése soran az abszcizinsav (ABA) szint fokozatos
novekedése csokkenti az auxin (indolecetsav /IAA/) mennyiségét, ezért azt feltételezik, hogy az
ABA/IAA arany szignalként szolgal a gylimdlcsérés beinditasahoz (Perkins-Veazie, 1995). Az
auxin indukalja a receptakulum sejtjeinek megnyulasat, viszont gatolja az érést (Given et al.,
1988), mig a fokozddd mennyiségii ABA beinditja a gyiimolcsok érését (Jia et al., 2011). Bar az
exogén etilén alkalmazasa nem gyakorol kiilonosebb hatast a szamoca érésére, de represszalja
szamos, a gylimolcshiis puhuldsaban szerepet jatszo gén expresszigjat (pl.: f-galaktozidaz, pektin-
metilészteraz, B-xilozidaz) (Trainotti et al., 2001; Castillejo et al., 2004; Bustamante et al., 2009),
tehat az etilén kozvetve mas hormonokkal, az abszcizinsavval (ABA) (Li et al., 2011); a
gibberelinsavval (GA) (Csukasi et al., 2011), az auxinnal (IAA) (Given et al.,1988), a
jazmonsavval (JA) (Concha et al., 2013) ¢és a brasszinoszteroidokkal (BR) (Chai et al., 2013)
egylitt szabalyozza a szamdca gylimolcs érését.

A S-adenozil-L-metionin (SAM) a kozds prekurzor molekulaja az etilén és a poliamin
metabolizmusnak (Minocha, 1988; Martin-Tanguy, 2001). Az etilén bioszintézise soran a SAM-
bol az 1-aminociklopropan-1-karboxilsav szintaz (ACS) 1-aminociklopropan-1-karboxilsavat
(ACC) szintetizal, majd a 1-aminociklopropan-1-karboxilsav oxidaz (ACO) az ACC-t etilénné
alakitja (Yang és Hoffmann, 1984). Ha a SAM dekarboxilaloédik a SAM dekarboxilaz (SAMDC)
altal, akkor a dekarboxilalt SAM (dcSAM) a magasabb rendli poliaminok (spermidin /Spd/ és
spermin /Spm/) szintéziséhez szolgaltatja az aminopropil csoportot, amit a spermidin- és spermin

szintaz hasznal fel a reakciok soran (1. abra). Az 1. abran lathato, hogy a SAMDC a Spd és a
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Spm szintézisében (Mehta et al., 2002; Hu et al., 2006), mig a k6zos prekurzor molekulat
szintetizald6 SAM szintdz (SAMS) mind az etilén, mind a poliamin metabolizmusban limitalo
enzim lehet, de a SAM elsddlegesen poliaminokka alakul (De Dios et al., 2006; Khan és Singh.,
2010). Verseny a két utvonal kozott akkor alakulna ki, ha a SAM mennyisége korlatozo tényezd
lenne, de a poliamin és az etilén bioszintézis a sejten beliili SAM mennyiség ~10%-at hasznalja
csak fel (Ravanel et al 1998), és a SAM bdséges mennyiségben van jelen a sejtben (Bregoli et al.,
2002). Woodson et al. (1992) azt bizonyitotta, hogy a szegfiiben a megnovekedett etilén
bioszintézist nem kisérte fokozott SAMS mRNS termelddés.

A poliaminokat (PA) nem soroljak a novényi hormonok ko6zé, de a fitohormonokhoz
hasonldan szamos ¢€lettani és fejlodési folyamatban (ndvekedés, oregedés, stresszvalasz) vesznek
részt (Mariani et al., 1989; Nambeesan et al., 2008). A poliaminok fokozzak a sejtek megnyulasat
¢és az aroma vegyiiletek kialakulasat a sz616bogyo (Vitis vinifera L.) érése soran (Agudelo-Romero
et al., 2013; Fortes et al., 2015), tovabba fontos szerepet jatszanak a malna (Rubus occidentalis
L.) és a datolya (Phoenix dactylifera L.) gytimélcsérésben is (Diboun et al., 2015; Simpson et al.,
2016). A poliaminok exogén alkalmazasa viszont gatolta a barack (Prunus persica) érését és a
gyiimolcshusanak puhulasat (Bregoli et al., 2002; Torrigiani et al., 2012). A poliaminok nemcsak
a szamoca gyumolcs fejlodésében (Tilak és Raymond, 1996), hanem az érésében is
nélkiilozhetetlenek (Guo et al., 2018). Amig a szamocaban a poliaminok koziil a spermidin és
kiilondsen a spermin mennyisége ndvekvd tendenciat mutat az érés elérehaladtaval, addig a
putreszcin szint fokozatosan csokken a piros érési fazisig (Guo et al., 2018). Ezzel ellentétben a
paradicsomban a putreszcin szint fokozatos novekedésérdl és a spermidin, spermin szint enyhe
csOkkenésérdl szamolnak be (Van de Poel et al., 2012). Lathato tehat, hogy a nem klimakterikus
szamoOcaban ¢és a klimakterikus paradicsomban eltér6 modon vesznek részt a kiilonb6zo

poliaminok a gylimolcsok érésében.
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Az irodalmi adatok alapjan megallapithatd, hogy az etilén és a poliaminok a tobbi
fitohormonnal egyiitt komplex modon szabalyozzak a nem klimakterikus szamoca gyiimolcs

érését.

3.2  Azetilén és a poliamin metabolizmus a szerepe a sotolerancia kialakitasaban

A kiilonbozd abiotikus stressztipusok minden évben jelentds gazdasagi veszteséget
okoznak (Mahajan ¢és Tuteja, 2005). Az egyik ilyen abiotikus stressztipus a sostressz, az alkali
fémsok és a természetes s6 azonban kétféle tipust stresszt valtanak ki a névényekben (Shi és Yin,
1993). A miivelt teriiletek nagy hanyadan a talaj tartalmaz annyi s6t, ami jelentdsen csokkenti a
termésmennyiségeket vilagszerte, ezért a soOstressz molekuldris hatterének feltérképezése
megkonnyitheti a sdtolerans ndvényfajtak kivalogatasat.

A fitohormonok nemcsak a gyliimdlcsok érésében, hanem a sostresszre adott valaszokban
IS kulcsfontossagu szerepet jatszanak. Az etilén a ndovények novekedését és fejlodését is
szabalyozza, sostressz esetén azonban stresszhormonként viselkedik (Abeles et al., 1992). Az
etilén- és a kozvetlen prekurzora, az ACC mennyisége a sO- és mas abiotikus stresszek hatasara is
n6 (Morgan és Drew, 1997). Az Arabidopsis thaliana két haplotipusaban az ACC felhalmozodasa
fokozodott sostressz hatasara a levelekben és a gyokerekben is (Ellouzi et al., 2014). A sostresszelt
szbja Lee68 sotolerans genotipusaban is nagyobb mértékben ndvekedett az etilén bioszintézisben
résztvevd enzimek és termékeik mennyisége, mint a soérzékeny Jackson genotipusban (Ma et al.,

2012). Mind az etilén, mind az ACC exogén alkalmazasa novelte az Arabidopsis sotolerancijat
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azaltal, hogy fokozta az antioxidans rendszer enzimeinek expresszidjat (Cao et al., 2007; Peng et
al., 2014). A sostressz esetén nemcsak az ACC szintaz (ACS) expresszidja novekedik, hanem az
ACC oxidaz (ACO) enzimaktivitasa is (Kukreja et al., 2005). Gyapotban a rovid- és hosszutava
sostressz is fokozta az ACO expresszidjat (Peng et al., 2014), buzaban azonban az ACO1
expressziojanak csokkenésérdl szamolnak be s6- €s mas abiotikus stresszek hatasara (Chen et al.,
2014). Mig az etilén bioszintézisnek és a szignal transzdukcids utvonalanak indukcidja néveli a
novények sotoleranciajat, addig a gatldsa a ndvények soérzékenységhez vezet.

Az ACS nemcsak transzkripcids, hanem poszttranszkripcids szinten is szabalyozva van.
Az ACS egyik ilyen poszttranszkripcios modositasa, hogy a stressz aktivalt MAPK kaszkadok
foszforilaljak, ezaltal gatoljak a 26S proteoszoma (intracellularis fehérje bontast végzo
multiprotein enzim komplexum) altali degradaciojat. Az Arabidopsis-ban a biotikus és az
abiotikus stressz esetén is aktivalodik a MAPK6 (MPK®6), ami foszforilalja az ACS2-t és az ACS6-
ot, ezaltal fokozva az etilén termelést (Liu és Zhang, 2004), mig a MPK6 gén kilitése T-DNS
inszercioval fokozta a s6érzékenységet (Shen et al., 2014). A MAPK kaszkadok mellett a kalcium
fiiggd protein kindzok (CDPK) is foszforilalhatjak, az ACS-t, ami fokozza az ACC mennyiségét a
stresszes szovetekben (Tatsuki és Mori, 2001; Kamiyoshihara et al., 2010).

A sostressz esetén tehat a MAPK kaszkddok aktivalédnak, ami stabilizalja az ACC
szintazokat, indukalva ezzel az etilén termelést. A sostressz hatasara az ACC szintaz és az ACC
oxidaz transzkripcioja is fokozodik. A sostressz indukalt etilén szignal foként a CTR1-EIN2-EIN3
receptor-utvonalon keresztiil adodik at, ezaltal szamos a ndvényi novekedésben €s a sostresszre
adott valaszban is szerepet jatszo effektort szabalyoz. Megfelelé koncentracioban az etilén
elésegiti a Na'/K*, a tapanyagok és a ROS-ok homeosztazisat, igy fokozva a ndvények
sOtoleranciajat (Jiang et al., 2013). Habar az ACC szintazok és oxidazok expresszidja fokozodik
sostressz esetén, de feltételezések szerint a megnovekedett etilén mennyiség negativ hatassal van
andvények novekedésére. A fokozott mennyiségii ACC gatolta a paradicsom magoncok fejlodését
(Albacete et al., 2009), novelte a Na* felhalmozodasat a levelekben, ami oxidativ stresszt véltott
ki és indukalta a levelek szeneszcencidjat (Ghanem et al., 2008). A talzott etilénvalaszbol
keletkez6 karok elkertilésére a novények néhany negativ *feed-back’ mechanizmust fejlesztettek
ki, amelyek szabalyozzak a talzott valaszreakciot, igy biztositva a hajtasok ndvekedését. Ebben
néhany kis fehérje, mint a TCTP (translationally controlled tumor protein), a NEIP2 (ethylene
receptor-interacting protein2), a SAUR-ok (auxin regulated gene involved in organ size) és az
ARGOS (auxin regulated gene involved in organ size) is kulcsszerepet toltenek be. A NEIP2 és a
TCTP fehérje etilén hatasara indukalodik és fokozott expresszidjuk csokkenti az etilénvalaszt és
noveli a vegetativ novekedést (Cao et al., 2015; Tao et al., 2015). A NEIP2 és a TCTP fehérjék

hatasahoz hasonléan az auxin altal szabalyozott kis fehérjék a SAUR és az ARGOS is gatolja az
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etilén jelatvitelt és noveli a sejtosztodast, a sejtmegnyulast, ezaltal fokozva a magoncok
novekedését (Li et al., 2015; Rai et al., 2015) (2. abra).

Az irodalmi adatok alapjan elmondhat6, hogy az etilén soOstresszben betoltott szerepe
nagyban fiigg a koncentraciojatol, mig nagy koncentracioban gatolja a magoncok novekedését,
addig megfelelé koncentracioban noveli az antioxidans enzimek aktivitasat, ezaltal a ROS-ok

crer
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2. abra: Az etilén szerepe sOstressz hatasra. A 1 az expresszio fokozodasat jeloli. Roviditések:
ACC - 1l-aminocyclopropane-1-carboxylic acid; SAM - S-adeosyl-L-methionine; TCTP -
translationally controlled tumor protein; ARGOS - auxin regulated gene involved in organ size;
NEIP2 - ethylene receptor-interacting protein2; SAUR - Small auxin up RNA; CTR1 — constitutive
triple responsel; EIN2 — ethylene insensitive2; EIN3 — ethylene insensitive3; EIL — ethylene
insensitive like; ERF — ethylene-responsive element binding factor (Forras: Tao et al., 2015).
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Az etilén mellett, a minden névényi sejtben jelenlevé poliaminok is fontos szerepet
toltenek be a ndvények sotolerancidjanak kialakitdsdban, valamint a biotikus és az abiotikus
stresszekre adott valaszreakcioban (Kasukabe et al., 2004; Alcdzar et al., 2010). A
nitrogéntartalmu ozmolitok koziil a prolin és a poliaminok a legfontosabbak (Tarezynski et al.,
1993; Kavi Kishore et al., 1995; Bouchereau et al., 1999). A poliaminok k&tétt formajukban
kovalens kotéseket alkotnak a makromulekuldkkal (nukleinsavak, fehérjék) (Gill és Tuteja, 2010)
¢s aktivalhatjdk a nukleokapszid kindz fehérjéket, ezaltal szabalyozni tudjak néhany a
foszforilacidoban résztvevo fehérje aktivacidjat. A poliamin felvétel sejtszinten egy nagyon gyors
¢és aktiv folyamat, megkozelitéleg 1-2 perc alatt eléri a telitettséget, a felvett poliaminokat a sejt
tobbnyire a vakuolumban tarolja (Bagni és Pistocchi A poliaminok abiotikus stressz esetén
szerepet jatszanak az ozmotikus szabalyozasban, a membranstabilitasban, a szabad gyokok
eltavolitasadban ¢s a sztomak mozgédsanak szabédlyozasdban (Liu et al., 2007). Habar néhany
tanulmany szerint csokken az endogén poliaminok mennyisége sostressz hatasara az almaban, a
kukoricaban és a babban (Liu et al. 2008; Legocka ¢és Sobieszczuk-Nowicka 2012), de a
sostresszelt sz6l0ben és a buzaban foként a poliaminok felhalmozodasarol szamolnak be (Upreti
¢s Murti 2010; Igbal és Ashraf 2012). A nagyobb mértékii sotoleranciat elsédlegesen a fokozott
mennyiségii spermidin és spermin mennyiségekkel magyarazzak (Ahmad et al. 2009; Ben et al.
2009; Yamamoto et al., 2011; Alet et al., 2012). Zapata et al. (2003, 2004) kiilonb6z6
novényfajokban vizsgaltak a sostressz hatasat az endogén poliamin szintekre €s azt tapasztaltak,
hogy sostressz esetén a putreszcin mennyisége csokken, de a spermidiné és a sperminé n6, mig a
sostresszelt kinai kel magoncok esetében a spermidin szint csokkent, viszont a spermin szint
novekedett (Kim et al., 2010). A spermidin megdvhatja a plazmamembrant, ugy, hogy megérzi
annak integritasat a stressz alatt (Roy et al., 2005), illetve megakadalyozza a szuperoxid-generald
NADPH-oxidaz aktivalodasat is (Shen et al., 2000). Az oldhatatlan kotott poliamin formak a
mitokondriumok és a plazmamembranok megdvasaban és stabilizalasaban is szerepet jatszanak
(Jia et al., 2010). A poliaminok a sejt minden kompartmentjében jelen vannak, beleértve a
sejtmagot 1s, ami egyértelmiien aldtdmasztja a multifunkciés szerepiiket az abiotikus
stressztolerancia kialakitasaban. A poliaminok bioszintézisét az arginin dekarboxilaz (ADC), az
ornitin dekarboxilaz (ODC) és a SAM dekarboxildz (SAMDC) szabalyozza a novényekben
(Hasegawa et al., 2000). A poliaminok, kiilondsen a spermidin (Spd), noveli a tonoplaszt H*-
ATPaz és H*-PPaz (ion transzporterek) aktivitasat, amelyek a citoszolikus Na*-t a vakuolumba
pumpaljak, igy kialakitva az ion és pH egyensulyt a sejtben, ezért a spermidin aktivalt tonoplaszt
H*-ATPaz és H'-PPaz alapvet szerepet jatszik a ndvények sotoleranciajanak kialakitasaban (Roy

et al., 2005; Liu et al. 2006). A poliaminok nemcsak a sotolerancia megnyilvanulasaban, hanem a
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so indukalta stressz jelzésben is szerepet jatszanak, mégpedig a spermidin indukalta foszforilacio
révén (Gupta et al. 2012a, b).

Exogén poliaminokat mar sikeresen alkalmaztak a sotolerancia biztositasara novényekben.
Az exogén putreszcin csokkentette a Na* és a CI™ ionok felhalmozddasat a sostresszelt nadragulya
kiilonb6z6 szerveiben (Ali, 2000), valamint fokozta a sostresszelt barna mustarban és csicseri
borsoban az antioxidans enzimek és a karotenoidok aktivitasat (Verma és Mishra, 2005; Sheokand
et al. 2008), tovabba csokkentette a lipid peroxidaciot virginiai fenyében (Tang és Newton, 2005).
Az exogén putreszcin pozitivan hatott a gyokeresedésre is a 100 mM NaCl stressznek kitett uborka
(Cucumis sativus L.) magoncok esetében azaltal, hogy csokkentette a Na* felvételét és fokozta
kalium felhalmozodasat a gydkerekben (Shi et al., 2008). A putreszcin mellett az exogén spermidin
is fokozza a ndvények sotoleranciajat, azaltal, hogy stabilizalja a foszfolipid membranokat,
megkéti a szabad gyokoket és fenntartja a Na'/K* egyensulyt (Saleethong et al. 2011), tovabba
csokkenti a Na* felvételt a gyokerekben és megeldzi a K* veszteséget a sejtekbdl (Zhao és Qin,
2004; Zhao et al. 2007). Az exogén spermidin a feltételezések szerint gatolja a Na* transzportot a
gyokerekbdl a levelek felé (Zhu et al., 2006). A putreszcin mellett az exogén spermin alkalmazasa
is novelte a sostresszelt uborkaban az antioxidans enzimek koziil a szuperoxid-dizmutaz, a
peroxidaz és az aszkorbat-peroxidaz aktivitasat, amik csokkentették a szuperoxid anion és
malondialdehid mennyiségét (Shu et al., 2013). A poliaminok koziil tehat mind a Put, mind a Spd
¢s mind a Spm exogén alkalmazasa novelte a ndvények sotolerancidjat, de a kordbbi tanulmanyok
tobbsége szerint a Spd-nek van a legnagyobb szerepe a sotolerancia kialakitasaban (Shen et al.,
2000; Kasukabe et al., 2004; Kasukabe et al., 2006; Hu et al., 2012).

Mind az etilén, mind a poliaminok fontos szerepet jatszanak a novények biotikus és
abiotikus stresszvalaszaiban (Miiller és Munné-Bosch, 2015; Romero et al., 2018), tovabba
fokozott mennyiségben pozitiv hatdsuk van a ndvények sotolerancidjara (Jang et al., 2012; Peng
et al., 2014; Shen et al., 2014). Szamos tanulmany Szerint azonban az etilén és a poliamin
metabolizmus antagonisztikus hatasu a kiilonboz6 biotikus és abiotikus stresszek esetén (Li et al.,
2004; Nambeesan et al., 2012; Yu et al., 2016).

A poliaminok Osszetett szerepét az abiotikus stressztolerancia kialakitdsaban a 3. abra
szemlélti. Ezen az 4bran lathatd, hogy az etilénhez hasonléan sdstressz esetén a poliaminok is
fokozzak az antioxidans rendszer enzimaktivitasat €és az ioncsatornak szabalyozéasaval pedig
kialakitjak a Na*/K" egyensulyt, ezaltal szabalyozzak a ROS-ok és Na*/K" homeosztazisat. A
poliaminok katabolizmusa stressz esetén noveli a H»O» tartalmat, ami kis koncentraciéban
szignalmolekulaként jatszik fontos szerepet a stresszadaptacioban, de tulzott mennyiségben
kivalthatja a programozott sejthalalt (PCD) is (Moschou et al., 2008a, b). A poliaminoknak a

sotolerancia kialakitdsdban jatszott szerepérdl egyre tobbet tudunk, a hatdsmechanizmusuk
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azonban még szamos kérdést vet fel, amit a jovOben vélhetden feltérképeznek, mivel ezekkel a

kérdésekkel vilagszerte sokan foglalkoznak.

Sostressz
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3. abra: A poliaminok szerepe a sotolerancia kialakitasaban (Forras: Saha et al., 2015). A nyil az
indukciot, a L a gatlast jelli.

3.3 Az etilén és a poliamin metabolizmus kozos prekurzorat eléallité S-adenozil-L-
metionin szintaz (SAMS) és a S-adenozil-L-metionin (SAM)

A S-adenozil-L-metionin szintaz szintetizalja a S-adenozil-L-metionint (AdoMet, SAM) L-
metioninbol és ATP-bol (4. abra). A SAM a masodik legtébbet hasznalt enzim-szubsztrat az ATP
utan (Cantoni, 1975). A SAMS enzim 3 strukturalis doménbdl épiil fel. Az N-termindlis domén
eléggé konzervalt a kiilonbozd fajokban, ennek az lehet az oka, hogy fontos funkciot lat el a
szubsztratban és a kation kotésben (Garrido et al., 2011). A centralis domén pontos funkcidja még
nincsen tisztazva, de ugy gondoljak, hogy fontos a katalizisben. A C-terminalis domén funkcigjat
mar ismerjiik, a citoplazmas lokalizacidban tolt be fontos szerepet, amit a domén strukturdja

hataroz meg (Reytor et al., 2009).
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4, abra: A S-adenozil-L-metionin szintézise L-metioninbol és ATP-bol. (Forras: Vanderstracten
¢s Van Der Straeten, 2017).

Szerkezetiiket tekintve mind a harom domén 2 alfa hélixbdl és 4 béta szalbol all
(Takusagawa et al., 1996). A rizsben a SAM szintaz poliadenilaciés szignalja a stop kodontdl
downstream irdnyban 119 bp-ra taldlhato (AATAAT), a 6 ORF tartalmaz egy ATP kotohelyet,
ami a GAGDQG peptidekbdl all (rizsben a 121.-126. aminosavat fedi) (Van Breusegem et al.,
1994). A SAM forrasként szolgalhat a metilén-, az amino-, a ribozil- és az aminopropil
csoportoknak (Fontecave et al., 2004), valamint szamos transzmetilacios reakcidohoz is
szubsztratként szolgal mind a prokariotdkban, mind pedig az eukariotdkban (Tabor és Tabor 1984;
Boerjan et al. 1994). A SAM részt vesz a gének transzkripcidjaban, a sejtosztddasban és a
masodlagos metabolitok szintézisében is (Yoon et al., 2012). A SAM-ra mind a mitokondriumban,
mind a kloroplasztiszban sziikség van a DNS, a RNS és a fehérjék metilalasdhoz (Montasser-
Kouhsari et al., 1978; Block et al., 2002). Miutan a DNS metilez6dik, gének kapcsolodhatnak ki,
ezért a SAM-ra lehet gy tekinteni, mint egy génexpresszio szabalyozora (Reytor et al., 2009), a
SAM képes megkdtni bizonyos RNS szerkezeteket (riboswitch), ezaltal szabalyozni a
transzkripcidt vagy transzlaciot, igy mennyiségtdl fliggéen tObb gén expresszidjat is
kontrollalhatja  (Loenen, 2006). A SAM fehérje aktivitdsanak buza  embridok
poszttranszkripcionalis szabalyozasa mellett a mRNS-ekrél képzddd, de novo fehérjeszintézishez
is koze van (Mathur et al., 1992). A SAM, mint kofaktor szolgal a nukleazoknak, amelyek a SAM
hidnyaban nem hasitjak a DNS-t. Becslések szerint a SAM 95%-a a metilezddés soran hasznalodik
fel és csak 3-5%-a dekarboxildlodik (Merali és Clarkson, 2004). Miutan az aminopropil atvitel
megtorténik a dekarboxilalt SAM-bol a keletkezett 5-metiltioadenozin wjrahasznositodik a
metioinban, ezt kovetden a SAM-ban, majd végiil a dekarboxilalt SAM-ban, ezeket a reakciokat a

Yang ciklus enzimei katalizaljak (Miyazaki €s Yang, 1987), ezéltal a SAM szintdz limitalé enzim
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a metionin ciklusban (Markham és Pajares, 2009). A S-adenozil homocisztein (SAHcy) a
metilacios reakciok soran keletkezik a SAM-bol és erds gatloszere a metiltranszferazoknak
(Weretilnyk et al., 2001). A SAM-on alapul a putreszcin metilacidja, ami a nikotin bioszintézis
egyik kulcslépése. A putreszcin-N-metiltranszferaz (PMT) egy a SAM-fiiggd metiltranszferaz,
amely katalizalja a diamin putreszcin monometilaciojat N-metilputreszcinné (NMP), valamint S-
adenozil homociszteiné (SAHcy). A nikotin, a tropan €s a nortropan alkaolidok bioszintézisében
a N-metilputreszcin az elsd metabolit (Biastoff et al., 2009), emellett a SAMS1 MRNS
felhalmozodasa és a legtobb viragillat 0sszetevd (pl.: metil-benzoat) mennyisége kozott is
Osszefiiggést figyeltek meg Nicotiana suaveolens viragaban (Roeder et al., 2009), tehat ezeknek a
masodlagos metabolitoknak a bioszintézise is a SAM-on alapul. Ugyanakkor a lignin a legfébb
metabolikus fogyasztdja a SAM-nak, ennek ellenére a lignin akkumulécio csak bizonyos sejtekben
¢s fejlodési fazisokban figyelhetd meg (Hanson et al., 1994). A lignin az elsddleges és a
masodlagos sejtfal kozott halmozddik fel. Mivel a vaszkularis szovetek erdsen lignifikaltak, ezért
az Arabidopsis-ban mar jellemzett SAMS1 expresszids mintazata utalhat az SAM
nélkiilozhetetlenségére e sejtfal Osszetevd szintézisében, mivel a GUS génnel fuzionaltatott
SAMS1 5°UTR a vaszkularis szovetekben expresszalt a leginkdbb (Peleman et al. 1989a, 1989b).
Az Arabidopsis thaliana mto3 mutansban a SAMS3-as gén ATP-k6t6é doménjének egyetlen
aminosavaban van a pontmutacid, ami az mto3 fenotipust okozza. A mutacié a SAMS3 gén
expresszidjaban és a SAMS Osszfehérje mennyiségében nem, de a SAMS enzimaktivitasban és a
SAM 06sszmennyiségében, illetve a lignin tartalomban csokkenést okoz, ami a SAMS3 lignin
bioszintézisben betoltott jelentdségére utal (Shen et al., 2002). Tovabba Sanchez-Aguayo et al.
(2004) arrol szamolnak be, hogy a sostresszelt paradicsom novényekben a nagyobb SAM aktivitas
€s a soOstressz hatdsara a vaszkularis szovetekben fokozott mennyiségben lerakodo lignin k6zott
Osszefliggés van.

A paradicsom legkevesebb 3 SAMS génnel rendelkezik, amelyek eltér6 modon
expresszalnak a kiilonb6z6 kornyezeti stresszek hatdsara. A NaCl, a mannit €s az abszcizinsav
hatdsara a SAMS1 mRNS a levélben és a gyokérben, a SAMS3 transzkriptumai csak a gyokérben
halmozodtak fel, mig a SAMS2 gyengén expresszalt az dsszes vizsgalt szovetben és nem reagalt a
sostresszre (Espartero et al. 1994). A rizsben SAMS transzkriptumok mennyisége 2-4-szeresére
emelkedett a szdrazsag stresszt kovetd 5-180 perc elteltével, ugyanakkor hasonléan magas
expressziot figyeltek meg a levél- és a gyokérfejlodes korai szakaszaban is (Van Breusegem et al.,
1994). A sostressz hatasara fokozodott a SAMS mRNS mennyisége a rozsameténgben, a buizaban
¢s a ginzegben is (Schroder et al., 1997; Pulla et al., 2009; Kamal et al., 2012), ugyanakkor a

gomba elicitoros kezelések is novelték a SAMS transzkriptumok mennyiségét lucernaban és
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petrezselyem sejtkultirdban (Gowri et al., 1991; Kawalleck et al., 1992), ami a SAMS biotikus
stressztolerancidban betdltott szerepére utal.

Transzgénikus rendszerben vizsgalva a SAMS tultermeltetése fokozta a dohanyban a
sostressz (Qi et al., 2010), a paradicsom a NaHCOs (szodabikarbona) stressz, (Gong et al., 2014),
a dohanyban a hideg stressz (Guo et al., 2014), és a Arabidopsis thaliana-ban a so- és a hideg-
(Kim et al., 2015), valamint a so6- és az oxidativ stressz (Ma et al., 2017) esetén a transzgénikus
vonalak stressztoleranciajat a vad tipushoz viszonyitva.

Altalanosan elfogadott, hogy a SAM szintaz kizardlag a citoszolban lokalizalodik a
novényekben (Schroder et al., 1997; Ravanel et al., 1998; Hanson ¢és Roje, 2001), de ujabb
vizsgalatok alatamasztottdk a SAM szintaz kettOs lokalizaciojat, ami sejtmagi €s citoplazmas

jelenlétet mutatott a vizsgalt patkanysejtekben (Reytor et al., 2009).

34 A poliamin metabolizmus prekurzor molekulajat termelé S-adenozil-L-metionin
dekarboxilaz (SAMDC) és a dekarboxilalt SAM (dcSAM)

A SAM-bol a SAMDC allitja elé a dekarboxilalt SAM-ot (dcSAM), ami aminopropil
csoportot szolgaltat a magasabb rendii poliaminok (spermidin és spermin) szintéziséhez (5. abra).
A SAMDC egy erdsen szabalyozott enzim, melynek szintjét nagyban befolyasolja a sejt fejlettségi

allapota €s a sejten beliili poliamin szint (Stanley, 1995).

NH3

HO OH
SAM

SAMDC

coJ/

"

NH

NH;

HO OH
dcSAM

5. abra: A SAM dekarboxilacidja a magasabb rendli poliaminok (spermidin és spermin)
szintéziséhez. (Forras: Suftrin et al., 2009).
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A poliamin szinttdl fliggéen a SAMDC enzim szabalyozasa torténhet transzkripcids- és
poszttranszlacids szinten is (Pegg, 1986), mivel az 5’UTR-e olyan valaszelemeket tartalmaz,
amelyek érzékelik a poliaminok mennyiségét és a kornyezeti valtozasokat is (Hu et al., 2005). A
SAMDC proenzimként szintetizalodik, ami egy aktiv oldala piruvil csoport hatasara
autokatalitikus hasitdson megy keresztiil. Az emlésokben a SAMDC egy aktiv dimer, amelyben
mindegyik protomer tartalmaz egy alfa és egy béta alegységet. Szamos magasabbrendii
szervezetben az autokatalizist és a dekarboxilaciot a putreszcin stimulalja, ezzel ellentétben a
novényi SAMDC a putreszcin hidnyaban is teljesen aktiv, az autokatalizisét nem befolyasolja
(Bennett et al., 2002). A SAMDC gének koziil néhany az 5’UTR régidjaban egy ’tiny’ nyilt
leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz, ami negativ hatassal van a SAMDC gén f6 ORF-énck
kifejezddésére (Hanfrey et al., 2002, Tassoni et al., 2007). A SAMDC {6 ORF-¢ével transzformalt
novények atlagban kétszeres expressziot mutattak a vad tipushoz képest, viszont a ’tiny’ ORF-et
is tartalmaz6 konstrukcioval transzformalt novényekben a vad tipussal megegyezé expresszios
szintet mértek, ez is alatimasztja a SAMDC ’tiny” ORF-ének szabalyoz6 szerepét a SAMDC gén
kifejezodésében (Hu et al., 2006).

A SAMDC promoterével a GUS riportergén expresszidja fokozodott a NaCl, a
kaliumfoszfat és az ABA stressz hatasara is, valamint a rovid idejli sostressz is novelte a SAMDC1
mRNS mennyiségét in vitro almaban (Liu et al., 2008), ami a SAMDC abiotikus stressztolerancia
kialakitdsaban betoltott szerepét tdmasztja ala. A SAM dekarboxildz a spermidin €s a spermin
bioszintéziséhez aminopropil csoportot biztosit (Thu-Hang et al., 2002; Kusano et al. 2008), ezaltal
a magasabb rendii poliaminok szintézisében a SAMDC limitalé enzim (Peremarti et al., 2009).

Az Arabidopsis thaliana-ban a SAMDC egy kis géncsalad, amelynek négy nagyon
homolog tagja van (Franceschetti et al., 2001). A SAMDC1 (At3g02470) f6 leolvasasi keretének
mérete 1101 bp, intronos ’tiny’ ORF-et tartalmaz és minden szervben magasan, de a becében
mutatja a legmagasabb expressziot. A SAMDC2 (At5g15950) ORF-ének mérete 1089 bp, intron
nélkiili ’tiny’ ORF-et tartalmaz és a gyokérben, a levélben és a viragban mutat magas expresszios
szintet. A SAMDC3 (At3g25570) 6 leolvasasi keretének mérete 1050 bp, intronos ’tiny’ ORF-et
tartalmaz és minden szervben alacsonyan expresszal. A SAMDC4 (At5g18930) ORF-ének mérete
1044 bp, nem tartalmaz ’tiny’ ORF-et és minden szervben alacsony szintli expressziot mutat, de
Arabidopsis thaliana samdcl hianymutasban magasan expresszal. A BUD2 (Bushy and
dwarf2=SAMDC4) és SAMDCL1 dupla hianymutansban viszont embri6 letalitast figyeltek meg,
ami bizonyitja a SAMDC alapvet6 szerepét a ndvényi embridgenezisben is (Ge et al., 2006). Az
alma SAMDCI enzim a gylimdlcsfejlddésben és a sejtnovekedésben, mig a SAMDC?2 fehérje a

stresszvalaszokban jatszik szerepet (Hao et al., 2005).
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A korabbi tanulmanyokban mar leirtdk, hogy SAMDC taltermeltetése fokozta a rizsben a so-
(Roy és Wu, 2002), valamint az ozmozikus- és a szarazsag stressz (Peremarti et al., 2009), a
dohanyban a s6- és a szarazsag stressz (Waie és Rajam, 2003), valamint a s6-, az oxidativ- és a
hideg stressz (Wi et al., 2006), a paradicsomban a héstressz (Cheng et al., 2009) és az Arabidopsis
thaliana-ban a szarazsag stressz (Wi et al., 2014) hatasara a transzgénikus vonalak
stressztoleranciajat a vad tipushoz viszonyitva. Az Arabidopsis thaliana-ban a SAMDC
tulexpresszaltatasa, illetve csendesitése, azt bizonyitotta, hogy az etilén és a poliamin bioszintézis
antagonisztikus hatassal van egymasra (Hu et al., 2006). A SAMDC csendesitése a dohanyban
viszont fokozott sd6érzékenységet okozott, ugyanakkor a dcSAM (dekarboxilalt SAM) deficiencia
pozitivan hatott kontroll koriilmények kozott a transzgénikus névények biomassza produktumara
¢és a szarnak a hosszara (Mellidou et al., 2016). A SAMDC gén csendesitése fokozta a sostressz
indukalta PCD-t is (programozott sejthalal) és azt feltételezik, hogy a sostressz hatasara az
endogén spermidin az apoplasztban indukalodik, ahol a poliamin oxidaz (PAO) katabolizalja és
igy H202 termelddik. A felhalmozddott H202 vagy a toleranciavalaszt, vagy a PCD-t valtja ki az
intracellularis poliamin mennyiségektdl fiiggéen (Moschou et al., 2008a).

A novényekben a SAMDC aktivitasarol szamolnak be a kloroplasztiszban, a
mitokondriumban és a citoszolban (Yamanoha és Cohen, 1985; Torrigiani et al., 1986), mig

emlGsokben citoplazmas lokalizaciot figyeltek meg (Gritli-Linde et al., 1995).

3.5 Az abiotikus stresszérzékelés és -valasz a novényekben

A kozponti stressz-szignalutvonalban a protein kindzok fontos szerepet jatszanak a
novényekben is, hasonléan, mint a gombakban a SNF1 (sucrose non-fermentingl) és az
emlésokben az AMP aktivalt protein kinazok (AMPK), ami arra utal, hogy a novényekben a
stresszszignal érzékelése az energia érzékelésebdl szarmazik. A stresszszignal szabalyozza az ion-
¢és a viztranszport szempontjabol nélkiilozhetetlen fehérjéket és a metabolikus, génexpresszios
ujraprogramozast is, hogy stressz hatasara kialakitsa az ion- és vizhomeosztazist, valamint a
sejtstabilitast. A szarazsag és a sostressz szempontjabdl fontos az elsddleges és a masodlagos
stresszszignalok megkiilonboztetése. A szarazsag okozta elsddleges jel a hiperozmotikus stressz,
amelyet gyakran csak ozmotikus stressznek neveznek, mivel a hipoozmotikus allapot altalaban
nem okoz problémat a novényi sejtek szamara. A sostressz mind ozmotikus Stressz, mind
iontoxicitast hatassal van a sejtekre. A szarazsag €s a soOstressz masodlagos hatdsa az oxidativ
stressz, ami a sejtkomponensek (pl.: a membranlipidek, a fehérjék és a nukleinsavak) sériilését
okozza, igy anyagcserezavarok Iéphetnek fel. Bar néhany sejtreakciot az elsddleges
stresszszignalok, viszont szamos sejtvalaszt a masodlagos jelek generalnak, ezaltal a szarazsag és

a sostressz érzékelése egyedi és atfedo jelekkel is rendelkezik. A szarazsag és a sostressz egyik

23



kozos jellemzoje, hogy a hiperozmotikus jel indukalja az abszcizinsav (ABA) felhalmozodasat,
ami szamos adaptiv valaszreakciot valt ki a névényekben (Zhu, 2002).

A ndvényi sejtek képesek a kiilonbozo kornyezeti jelek érzékelésére, ezidaig azonban csak
néhany feltételezett szenzort azonositottak. Az egyik feltételezett szenzort az Arabidopsis-ban
fedezték fel és Kimutattak, hogy a hiperozmotikus stresszérzékelésében jatszik szerepet, a neve
OSCA1 (reduced hyperosmolality-induced calcium increasel). Az OSCA1 egy plazmamembran
fehérjét kodol, amely a hiperozmolaritas altal gatolt kalcium-ateresztd csatornat képez, nem ismert
azonban, hogyan érzékeli az OSCALl az ozmotikus stresszt, de az Arabidopsis OSCAL
hianymutansban a vad tipushoz képest csokkent kalciumcsucsot figyeltek meg szorbit és mannit
kezelés (ozmotikus stressz) hatdsara (Yuant et al., 2014).

Szadmos mechano-Szenzitiv csatorna mar jol ismert @ nem-ndvényi rendszerekben, koztiik
a TRP (transient receptor potential channel), a DEG / ENaC (degenerin/epithelial sodium
channels), a K2P (two-pore potassium channel), az MscS-szerii (mechanosensitive channel of
small conductance-like) és a Piezo csatornak (Arnadottir és Chalfie, 2010; Hedrich, 2012). A
novényekben azonban hianyoznak a TRP és a DEG / ENaC gének, viszont a MscS-szeri fehérjék
egy csaladjat, valamint egy Piezo homoldgot mar azonositottak (Hedrich, 2012). A MSL8 egy
MscS-szerii fehérje az Arabidopsis-ban, ami a pollen tuléléséhez sziikséges a hidratacio soran
fellép6 hipoozmotikus sokk esetén (Hamilton et al., 2015). A névényekben viszont nagy csaladja
van a CNGC-nek (cyclic nucleotid-gated channel), valamint a GLR-nek (glutamate receptor-like
channel), amelyek feltehetéen nagyon fontos szerepet jatszanak a citoszolikus Ca®" jelek
generalasaban stressz esetén (Swarbreck et al., 2013).

A masik feltételezett szenzor a COLDI, amelyet a kozepesen hidegtiiré rizsben
azonositottak. A COLDI1 egy transzmembran fehérje a plazmamembranban és az endoplazmitikus
retikulumban (ER), amely az egyediili heterotrimer G fehérje alfa alegységével az RGA1-gyel Iép
kolcsonhatasba. Azt feltételezik, hogy a COLD1 szabalyozhatja a kalciumcsatornat, vagy maga a
hideg-érzékelé kalciumcsatorna (Ma et al.,, 2015). Mind a hideg, mind a meleg képes
megvaltoztatni a sejtfoszfolipid membranok fluiditasat (Sangwan et al., 2002). Ezt a valtozast a
fontosabb membranfehérjék érzékelik, beleértve a kiilonb6zo transzportereket és a membranhoz-
kotott receptor-szerii kinazokat (RLK-k). A héstresszt a dajkafehérjék (chaperonok) is érzékelik,
amelyek a hé hatasara a denaturalodott hibas fehérjékhez kotdédnek (Scharf et al., 2012), ezt a
kotést a hostressz indukalta transzkripcids faktorok feloldjak, igy aktivaljak a hdstressz-valasz
géneket. Jelenleg a H2A. Z (hiszton 2A. Z) nukleoszémakat termoszenzoros apparatusnak tekintik
andvényekben és az élesztdgombakban is (Kumar és Wigge, 2010). Azt feltételezik, hogy a H2A.

Z nukleoszomak a H2A nukleoszoémakat zarjak szorosabbra, igy a magas hémérséklet hatasara a
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H2A. Z nukleoszomak a RNS-polimeraz Il szamara teszik hozzaférhetébbé a DNS-t, ezaltal

fokozva a h6sokk fehérjék (HSP-K) és mas gének expressziojat.

3.6 A soéstressz-valaszban szerepet jatszé ion-, ozmotikus- és abszcizinsav (ABA)
stresszjelzés

A magas sotartalom ion toxicitast (féként Na®), hiperozmotikus stresszt és masodlagos
stressztként oxidativ karokat okoz (Zhu, 2002), az nem ismert azonban hogyan érzékelik a Na*-t
a sejtrendszerek. A Saccharomyces cerevisiae élesztében a kalcineurin utvonal fontos szerepet
jatszik a Na* stressz észlelésében és a tolerancia kialakitdsaban (Thewes, 2014). A Na* stressz
hatasara a citoszolikus kalcium hozzakotddik az EF-hand kalcium-koté kalmodulin fehérjékhez és
a kalcineurin B alegységéhez (CnB). A Ca?*-CnB és Ca®"-kalmodulin komplexek aktivéljak a
kalcineurin foszfat katalitikus alegységet, a CnA-t. Az aktivalt foszfatdz defoszforillja a zink ujj
(Zink-finger) transzkripciés faktort a CRZ1-t (Calcineurin-responsive zinc finger transcription
factor), amely a sejtmag felé mozdul, hogy aktivalja az ENAL1 (ENA P-type ATPasel) és mas
célgének expresszidjat. Az ENAL kodolja a Na*™-ATPazt, ami Kiszivattyuzza a toxikus Na*-t a
sejtekbdl, igy helyreallitva az ionhomeosztazist.

A novényi genom nem kodol kalcineurin fehérjéket, ennek ellenére a név a kalcineurin B-
like (CBL) széleskorben el van fogadva, amikor a novényi EF-hand kalcium-koté fehérjék
csaladjara utalnak (Yu et al., 2014). A novények ehelyett kalcium-fiiggd protein kinaz Gtvonalat
hasznalnak (SOS —salt overly sensitive) a sostressz jelzésére és a Na* tolerancia kialakitasara (Zhu,
2002). A SOS géneket a SOS fenotipustt mutansok alapjan azonositottak (Zhu, 2000). Ezen az
utvonalon az EF-hand kalcium-ko6t6 fehérje a SOS3 érzékeli a citoszolikus kalcium jelet, amelyet
a sostressz valt ki. A SOS3 kdlcsonhatdsban all és aktivalja a SOS2-t, egy szerin/treonin fehérje
kinazt. A SOS3 elsddlegesen a gyokérben expresszalodik, mig a SOS3 paralog, a SCaBP8 (SOS3-
like calcium binding protein8) foként a hajtasban, de hasonlé szerepet t6lt be, mint a SOS3 (Quan
et al., 2007). Az aktivalt SOS2 foszforilalja és aktivalja a SOS1-t a Na'/H* antiportert a
plazmamembrannal (Zhu, 2002). A SOS1 a gydkér epidermalis sejtjeiben és a xilém parenchima
sejtjeiben expresszalddik, igy az aktivalt SOS1 képes kilokni Na*-t a talajba és Na*-t tud bejutatni
a xilémbe a hosszutava levéltranszporthoz, hogy az a transzpiracios vonalon keresztiil tdvozzon
(Shi et al., 2002; Zhu et al., 2016). A hosszatavu ,.transzportban” a SOS1 szerepe csak részben
tisztazott, mivel a SOS1 a levél xilém parenchimaban is expresszalodik és feltételezések szerint a
SOS1 funkcidja feltehetéen az, hogy kilokje Na*-t a xilém parenchima sejtekbdl a mezofill sejtek
apoplasztikus terébe.

A HKT1 (high affinity K* transporterl) egy masik fontos transzporter, amely fontos szerepet
tolt be a Na* hossztavh transzportjaban (Méser et al., 2002). A gyokerekben HKT1 kiloki Na*-t
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a xilémbdl, igy korlatozza a Na™ mennyiségét a transzpiracios aramban, viszont a levelekben Na*-
t jutatt a floémbe, hogy azt visszajutassa a gyokerekbe. Feltételezések szerint a SOS1 és a HKT1
transzporter szerepe a hosszutava Na* transzportban fligg a sdstressz mértékétél. Enyhe sostressz
hatasara a SOS1 aktivalodik a xilém parenchima sejtekben, ezaltal tobb Na* szallitodik a
levelekbe, ahol a Na* elraktarozodik a mezofill sejtek nagy vakudlumaiban, igy a késdbbiekben
résztvehet a sejtek ozmotikus szabalyozasaban és a novekedés fokozasban. Stlyosabb sostressz
esetén viszont a nagymértékii Na* export a meghaladja a mezofill sejtek tarol6 kapacitasat, igy a
Na* visszacirkulalodik HKT1 altal a levelekbdl a gyokerekbe. A sostressz esetén a magas Na*
citoszolikus Ca?* jelet valt ki, ami aktivalja a SOS3/SCaBP8-SOS2 fehérje kinazokat, melyek
foszforilaljak és szabalyozzak a SOS1 (Na*/H™ antiporter) aktivitasat. Nyugalmi vagy stressz-
mentes allapotban a SOS2 kdlcsonhatasban van a 14-3-3 fehérjékkel, ezaltal a SOS2 inaktiv (Zhou
et al., 2014). Ezenkiviil a SOS2 egy 2C tipusu fehérje foszfatazzal (ABI2 — Ableson interactor2)
is kolcsonhatasban van, ami szintén fontos szerepet jatszik a SOS2 inaktivaciojaban (Ohta et al.,
2003) (6. abra).

Az SOS fttvonal volt az elsé abiotikus stresszjelutvonal, amelyet novényekben
feltérképeztek (Zhu, 2000). A kozponti jelet az SOS2 képviseli, ami egy nagy fehérje kindz
csaladot alkot és a katalitikus doménje hasonl6 az élesztd sucrose non-fermentingl (SNF1) és az
eml6sok AMP-aktivalt protein kinaz (AMPK) doménjéhez. Az Arabidopsis-ban ezek a fehérjék a
’SNF1-related’ kinazok (SnRK). A SnRK-nak Arabidopsis-ban 3 alcsaladja van. Az 1. tipust
alcsaladnak a SnRK1-nek 3 tagja, a 2. tipusu alcsaladnak a SNRK2-nek 10 tagja, mig 3. tipust
alcsaladnak a SnRK3-nak 25 tagja van (Hrabak et al., 2003). Mind a 25 SnRK3 (mas néven CIPK
— Calcineurin B-like interacting protein kinase, SOS2) kdlcsonhatasba 1ép mind a 10 SOS3-szerti
kalctum-koto fehérjék egy vagy tobb tagjaval (SCaBP, mas néven CBL). A kolcsonhatds egy
gyakori motivum altal megy végbe, amit FISL-nek neveznek ¢s a kinaz N-terminalis szabalyozo
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konstitutiv aktivaciojahoz vezet (Guo et al., 2001).
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6. abra: A sostressz hatdsara a magas Na™ indukalta jelatvonal. (Forras: Zhu, 2016). A nyil az
indukciot, a L a gatlast jeldli.

A s6-, a szarazsag- és az ozmotikus stressz is aktivalja a SnRK2 protein kindz csaladot.
Habar az mar tisztazott, hogy az ABA aktivalja SnRK2-ket, azonban tovabbra sem ismert hogyan
aktivalja a kinazokat az ozmotikus stressz. A decuple snrk2 Arabidopsis mutans névények mind a
10 SnRK2-ben sériiltek és nagyon érzékenyek az ozmotikus stresszre. A kutatasok bizonyitottak,
hogy a decuple snrk2 mutans az ozmotikus stresszszabalyozasaban résztvevé ABA, prolin és a
masodlagos hirvivé az inozit-trifoszfat (IP3) felhalmozddasaban is sériilt, de a mutacié nincs
hatassal az ozmotikus stressz altal kivaltott reaktiv oxigén fajtak (ROS-ok) felhalmozddasara
(Fujii et al., 2011). A genetikai bizonyitékok tehat azt mutatjak, hogy az ozmotikus
stressztolerancia ugyancsak a SnNRK2-h6z van kotve.

Az ozmotikus stressz citoszolikus kalcium jelet valt ki, amit az OSCA1 kalcium csatorna
(feltételezett ozmoszenzor) érzékel (Yuan et al., 2014). A Ca®* jel hatasara aktivalodnak a CPK-k
é¢s a CBL-CIPK-ek, amelyek kozvetleniil és kozvetve is (RbohD/F-H20.-GHR1 ttvonalon
kersztiil) is foszforilalhatjdk a SLACIl-et. A SLAC1 (slow anion channel-associatedl)
anioncsatorna az SnRK2-k szubsztratjai, ezek kozvetitik az ABA altal indukalt sztoma zarodast,
igy csokkentve a transzpiracids vizveszteséget a szarazsag stressz alatt (Geiger et al., 2009). Az
ABA az aszaly- és a sostressz esetén kdzponti jelatviteli szerepet jatszik a novényekben (Zhu,
2002). Az elmult évtizedben a stressz-jelutvonalak feltérképezésének egyik legfontosabb
momentuma az ABA-receptorok azonositasa és az ABA-jelatviteli folyamatok megismerése volt.
A kutatasok soran a PYR (pyrabactin resistance) / PYL (pyrabactin resistance-like) / RCAR
(regulatory component of ABA receptors) (a tovabbiakban: PYL) csaladba tartoz6 ABA
receptorokat ¢s START-domén fehérjéket azonositottak (Park et al., 2009; Ma et al., 2009). Az
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ozmotikus stressz hatasara az ABA ko6tédik a PYL-khez, amelyek ezutan kolcsonhatasba 1épnek
¢s gatoljak a PP2C-ket, ami a SnRK2/3/6/7/8 aktivalodasat eredményezi. A PY L-ek mikromolaris
mennyiségben kotddnek az ABA-hoz és a kotési affinitas kozel 100-szorosara novekszik a PP2C-
k (type 2C protein phosphatase) hatasara, ezért a PP2C-k koreceptoroknak tekintheték a
folyamatban (Ma et al., 2009). Az ABA hianyaban a PP2C-k az SnRK2 kindzokkal kapcsolddnak
Ossze, ami a kindzokat inaktiva teszi (Soon et al., 2012). Ha az ABA a PYL fehérje kozponti
hidrofob részébe jut, akkor l1étrehozza a PP2C-k kotofeliiletét (Melcher et al., 2009). A kialakult
komplexben a PP2C fehérjék foszfataz aktivitasat az ABA-PYL gatolja (Park et al., 2009). A
PP2C-k kotédése az ABA-PYL komplexhez felszabaditja az SnRK2-ket, a felszabadult SnRK2-k
autofoszforilalodassal aktivalodnak (Fujii et al, 2009). Az ABA altal aktivalt SnRK2-k
foszforilaljak az effektor fehérjéket, koztiik a transzkripcios faktorokat (TF), a SLACL-et és a
RbohD/F-et. A plazmamembran NADPH oxidaz (Nicotinamid adenin dinukleotid foszfat oxidaz)
RbohF/D (Respiratory burst oxidase homolog protein F/D) foszforilacidja esetén Oz ™-ot general az
apoplasztban, az O2” H20-vé alakul, ami tovabbi Ca®* jelet general a a plazmamembran receptor
kinaz a GHR1 (Guard cell hydrogen peroxide-resistantl) altal, igy tovabb fokozza az effektor
fehérjék foszforilezését (Sirichandra et al., 2009; Hua et al., 2012). A SnRK2-k altal foszforilalt
transzkripcids faktorok indukalhatjak a stresszvalaszban szerepet jatszd gének expresszidjat és a
SLACI kozvetitette sztoma zarodast, ami kulcsfontossagh a ndvények stressz elleni
védekezésében. A Ca?* mellett, az ABA masodlagos jelmolekuldkat is indukal, ilyen jelmolekulak
a nitrogénoxid (NO) és a foszfatidinsav (PA). A NO gatolja az SnRK2-ket és a PYL-eket, mig a
PA a RbohD/F fehérjéket szabalyozza.

A novényekben MAP-kinaz jelatvonalanak elemei nagy csaladot alkotnak. Az Arabidopsis-
ban to6bb mint 60 MAP-kinaz kinaz kinaz (MAP3K), 10 MAP-kinaz kinaz (MAP2K) és 20 MAP-
kinaz van (de Zelicourt et al., 2016). Mar régéta ismert tény, hogy a MAPK-ok a biotikus és az
abiotikus stresszek (a so6, a szarazsag, a hideg, a meleg és a sebzés) hatasara is gyorsan
aktivalédnak. Az azonban még nincs tisztazva, hogy a MAPK kaszkad hogyan aktivalodik az
ozmotikus stressz esetén. Feltételezések szerint a s6- és a szarazsag stressz altal kivaltott
masodlagos jelek aktivaljak a MAPK kaszkadot, ami a SnRK2-kh6z hasonldan a transzkripcios
faktorok foszforilacioja altal indukalhatja a stresszvalasz gének expresszidjat, ezaltal ndvelve a

novények stressztoleranciajat (7. abra).
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7. abra: Ozmotikus-, ABA stresszérzékelés és jelzés. A kozponti ABA-jelatviteli Gitvonal elemei
sziirke hatteriiek. A nyil az indukciot, a szagatott nyil a feltételezett indukciot és a L a gatlast jeldli.
(Forras: Zhu et al., 2016).
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4, ANYAG ES MODSZER

4.1. Afelhasznalt novényanyag és a génszekvenciak bioinformatikai elemzése

A gének izolalasahoz a Fragaria vesca L. cv. Riigen levélszovetét hasznaltuk, mivel a
Fragaria vesca teljes genomszekvenciaja (Shulaev et al., 2011) elérheté a NCBI (National Center
for Biotechnology Information) adatbazisban és BLAST (Basic Local Alignment and Search Tool)
analizissel azonositani tudtuk a FVYSAMS ¢és a FYSAMDC ORF-eket. A FVSAMS ORF 1182 bp
(prediktalt FvSAMSS - XM_004288294.2), mig a FV'SAMDC ORF 1080 bp hosszu (prediktalt
FVSAMDC proenzim - XM 011464655.1). A 4 kiilonb6z6 érési stadiumban 1évo (z61d, fehér,
rozsaszin, piros) gyiimolcs (receptakulum és aszmag egyiitt) qPCR analiziséhez a Fragaria x
ananassa Duch. cv. Asia-t hasznaltuk, mivel kéztermesztésben 1év6 fajtat akartunk vizsgalni. A
primereket a Fragaria vesca genomra terveztiik és PCR-rel ellendriztiik, hogy a megfelelé méretii
fragmentumok amplifikalodnak-e a Fragaria x ananassa Duch. cv. Asia fajta esetében is. A
szekvencidk bioinformatikai elemzéséhez a NetNES 1.1 (La Cour et al., 2004), a TargetP 1.1
(Emanuelsson et al., 2007), a ctNLS Mapper (Kosugi et al., 2009), a GPS-SNO 1.0 (Xue et
al.,2010), a PHOSIDA (Gnad et al., 2011) és a Nucleolar localization sequence Detector (NoD)
(Scott et al., 2011) alkalmazasokat hasznaltuk.

4.2.  Genomi DNS-, plazmid DNS-, RNS izolalas és cDNS szintézis

A genomi DNS-t a DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) (Melléklet 10.1),
a plazmid DNS-t a PureYield™ Plasmid Miniprep System Kit (Promega, Madison, USA)
(Melléklet 10.2), a total RNS-t a Total RNA Mini Kit Plant (Geneaid®, New Taipei City, Taiwan)
(Mell¢klet 10.3) felhasznalasaval izolaltuk, a gyart6 altal eldirt protokoll alapjan. A totdl RNS-bdl
CcDNS-t szintetizaltunk a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA) alkalmazasaval, a mRNS-ek visszairasahoz Oligo (dT)is primert hasznaltunk
(Melléklet 10.4). A cDNS-eket a FVSAMS és a FYSAMDC gének izolalasahoz és a RT qPCR

vizsgalatokhoz hasznaltuk fel a késdbbiekben.

4.3. A PpENTR kl6nozé- és a pGWB405 binaris vektorkonstrukciok

A Fragariavesca L. cv. Riigen levélszovetéb6l RNS-t izolaltunk (Melléklet 10.3) és reverz
transzkripcioval elvégeztik a cDNS-ek szintézisét (Melléklet 10.4). A f6 ORF-ekre tervezett
primerparokkal elvégeztiik a FYSAMS (5° 3° —3* 5”) és a FVSAMDC (5° 3° — 3 5°) szekvencidk
klonozasat PCR-rel (Melléklet 10.5). Az amplikonokat megfutattuk 1,2%-os agaréz gélen (1,2 g
agar, 100 ml TAE puffer), majd a fragmentumokat visszatisztitottuk az agar6z gélb6l a Promega
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit felhasznalasaval (Promega, Madison, USA)
(Melléklet 10.6). A visszatisztitott fragmentumokat eldszér pENTR-D-TOPO klonozoé vektorba
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ligaltuk (Melléklet 10.7) és E. coli IM109 térzset transzformaltunk a kész plazmid konstrukciokkal
(Melléklet 10.9), a koloniakat 50 pg/ml spektinomicint tartalmaz6 LB taptaljra szélesztettiik
(Melléklet 10.11), a kin6tt koloniakra kolonia PCR-t inditottunk (Melléklet 10.5) és a pozitiv
kolonidkbol plazmidot izolaltunk, amelyeket PCR-rel €s a szekvencidk restrikcios térképe alapjan
kivalasztott enzimekkel végzett emésztéssel is ellendriztiink (Melléklet 10.12, 10.14, 10.15). A
restrikcids emésztés paramétereinek meghatarozasdhoz a ThermoFisher Scientific DoubleDigest
Calculator alkalmazasat hasznaltuk. Ezt kovetéen LR Klonaz enzim alkalmazasaval pGWB405
binaris vektorba ligaltuk a szekvenciakat a gyarto altal eldirt protokoll alapjan (Melléklet 10.8). A
pGWB405 binaris vektor konstitutiv CaMV35S promotert és a szekvencidk C terminalis
fazionaltatasara alkalmas SGFP riportergént tartalmaz. A baktériumok esetében a spektinomicin,

a ndvények esetében a kanamicin a szelekcios marker (8. abra).

FvSAMS ORF

(a)
PRBY camvsss,, 4 sGFP H

Npil H Nos,,, HIEB]

(b)
FvSAMDC ORF

8. abra: A pGWB405::FVSAMS (a) és a pGWB405::FVSAMDC (b) binaris vektorkonstrukciok.
Roviditések: RB- right border (jobb oldali hatarrégio); CaMV35Spr — karfiol mozaik virus 35S
promoter; SGFP — szintetikus zold fluoreszcens fehérje gén; NOSter — nopalin szintdz terminator;
Nptll — neomicin foszfotranszferaz 1l; NOSpro — nopalin szintaz promoter; LB — left border (bal
oldali hatarrégio).

crer

a transzformacio sikerességét a felnétt koloniakon a fentebb leirt metodus alapjan ellendriztiik. A
kiilonbség a felhasznalt primerekben ¢és az alkalmazott restrikcidés enzimekben volt (Melléklet
10.13, 10.14, 10.15). A pozitiv pGWB405::FVSAMS ¢és a pGWB405::FVSAMDC
(Melléklet 10.10). A transzformacié sikerességét kolonia PCR-rel ellendriztiik. A vektorépitéshez
hasznalt primerek fobb paramétereit az 1. tablazat tartalmazza. Mind az E. coli JM109, mind az
Agrobacterium tumefaciens GV3101 baktériumtorzsek esetében az ellenérzott, pozitiv eredményt
ado koloniakbol glicerines torzset készitettiink (750 pl steril 87%-0s glicerin, 250 pl folyékony

baktérium torzstenyészet) a hosszatavi tarolashoz.
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1. tablazat: A vektorépitéshez hasznalt primerek fobb paraméterei.

Amplikon
Primer neve Szekvencia T (C Genbanki azonosito
hossz (bp)
Vektor épités
Fv SAMS SFT CACC ATGGAGACTTTCCTATTCACATCTGAATC 59.1
1183 Xl 0042882942
Fv SAMS SRT AGACTEAGICTTCTCCCACTT 55.2
Fv SAMDC SFT CACC TTCCTTTTAGCCACAATGTCGATS 58.8
1099 Xl 0114846551
Fv SAMDC SRT AGAGGATTCGTAGTCCTCATCTTC 537
M13 F CACGACGTTGTAAAACGACGG 55.6 Az inszert
méretétél fiy GUe31384.1
M13 R TGCCAGGALACAGCTATGACT 55.2 £e.
Az inszert
pBI121 355 F GOTAATATCCGFALAACCTCCTC 52.5 méretétél fiige,
A7 irszert ABZ2G4429
sGFP RT R CTTGTAGTTECCGTCETCCT 55.1 méretétél fiige,

4.4. A Nicotiana benthamiana modellnévény kozvetett transzformaciéja és tranziens
expresszios vizsgalata Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzs felhasznalasaval

A Nicotiana benthamiana Agrobacterium-kozvetitette transzformaciojahoz az
Agrobacterium tumefaciens GV3101-es torzset hasznaltuk, melyek tartalmaztak a
pGWB405::FVSAMS ¢és a pGWB405::FVSAMDC vektorkonstrukciokat. A transzformans
koloniakb6l 5 ml YEP taptalajbol (Melléklet 10.11) (50 ug/ml spektinomicinnel, 100 pg/ml
rifampicinnel kiegészitve) folyékony tenyészetet inditottunk és 28°C-on ,,overnight” inkubaltuk.
A folyékony tenyészetekbél masnap 2 ml-t 50 ml folyékony YEP (50 ug/ml spektinomicinnel és
100 pg/ml rifampicinnel kiegészitve) tapoldatba oltottuk és addig inkubaltuk, amig a baktérium
szuszpenzio ODeoo értéke elérte a 0,5-1-et. Ezutan a tenyészetet 4300 g fordulatszamon 15 percig
centrifugaltuk, a feliiltiszot ledntottiik és 1 ml folyékony MS (1 mg/1 benzil-adeninnel /BA/ és 0,2
mg/l naftil-ecetsavval /NAA/ kiegészitve) (Melléklet 10.11) tapoldattal felszuszpendaltuk. A
felszuszpendalt tenyészetbdl 400 pl-t oltottunk 20 ml folyékony tapoldatba (MS + 1 mg/l BA; +
0,2 mg/l NAA). A dohanyleveleket 0,5-1 cm?-es darabokra vagtuk, tobb ponton sebeztiik, majd
beleraktuk a folyékony tenyészetbe és 60 percig razattuk. Az explantumokat hajtasregenerald
taptalajra helyeztiik (szilard MS + 1mg/l BA; + 0,2 mg/l NAA) és 2-5 napig sotétben egyiitt
tenyésztettiik a baktériummal (kokultivacid). A kokultivacié utdn a leveleket 300 pg/ml
cefotaximot, 200 pg/ml timentint, 300 pg/ml karbenicilint tartalmazoé steril desztillalt és tiszta
desztillalt vizzel 3-szor atmostuk, majd 250 pg/ml cefotaximot, 200 pg/ml timentint és 50 pg/ml
kanamicint tartalmazoé szilard hajtasregenerald taptalajra helyeztiik (MS +1 mg/l BA; + 0,2 mg/I
NAA). A kalluszosodd explantumokat 2 hetente 0j hajtasregenerald taptalajra helyeztiik,
valtogatva az Agrobacterium szelekciora alkalmazott antibiotikumokat (cefotaxim, timentin,

karbenicilin), hogy elkeriiljiik a rezisztens torzsek kialakulasat.
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Tranziens expresszids vizsgalatokhoz ugyanezekkel a konstrukciokkal infiltraltuk az in
vivo 6-8 hetes Nicotiana benthamiana novényeket a Li (2011) altal leirt modszer alapjan. A
transzformans Agrobacterium koloniakbol folyékony tenyészetet inditottunk (5 ml LB+50 pg/ml
spektinomicin; +100 ug/ml rifampicin) és ’overnight’ razattuk 28°C-on. Masnap az ’overnight’
tenyészetbdl 1 ml-t atoltottunk 24 ml LB tapoldatba, amelyet el6z6leg kiegészitettiink 1 ul 0,5 M
acetosziringonnal (végkoncentracio: 20 uM), majd Gjabb egész éjszakas tenyésztés kovetkezett
28°C-on. Masnap a tenyészetet 4300 g fordulatszamon 15 percig centrifugaltuk, a feliiluszot
ledntottiik és a baktérium pelletet annyi steril infiltracios oldattal (10 mM MgClz; 10 mM MES-K
/pH 5,6/; 100 uM acetosziringon; steril bideszt viz) szuszpendaltuk, hogy az ODeoo értéke 0,4
legyen. Ezt kovetden legalabb 2-3 orat hagytuk allni szobahdmérsékleten, majd 2 ml-es
fecskenddvel a levelek abaxialis oldalardl infiltraltuk a baktériumszuszpenziot a levelekbe. A

tranziens expressziot 2-5 nap elteltével vizsgaltuk.

45. A transzformaci6 sikerességének bizonyitasa, a Ti1 generacié eléallitasa,
elészelekcidja és hasadasi aranyanak vizsgalata

Az 50 pg/ml kanamicinnel kiegészitett MS téaptalajon fejlédé ndvényekbdl DNS-t
novényi genomba. A DNS szinten pozitiv eredményt add ndvényeket in vitro klonoztuk és ezekbol
RNS-t is izolaltunk (Melléklet 10.3). A transzgénrdl torténd transzkripcidt PCR-rel vizsgaltuk a
reverz transzkripcioval visszairt cDNS-ek felhasznalasaval. A DNS és RNS szinten is pozitiv
eredményt add vonalakat Leica TCS SP8 lézerletapogatasi konfokalis mikroszkoppal is
vizsgaltuk, hogy bizonyitsuk a fehérje szinten torténd expressziot, mivel az inszertek C-
terminalisan flzionaltatva voltak a SGFP riportergénnel. A DNS, RNS ¢és fehérje szinten is pozitiv
vonalakat in vivo (16 o6ra fény, 8 6ra s6tét, 23°C) akklimatizaltuk és konstrukcionként 6-6 fliggetlen
vonalr6l magot fogtunk. Ezt kovet6en in vitro vizsgaltuk a T1 vonalak szegregacios aranyat 50
ug/ml kanamicint tartalmazé MS taptalajon. A FVYSAMS vonalak esetében harom fiiggetlen-
(FYSAMS-5, FvSAMS-22, FvSAMS-25), mig a FvSAMDC vonalak koziil két fiiggetlen vonalnal
(FVYSAMDC-73, FYSAMDC-76) kaptunk 3:1-es hasadasi aranyt, ami a transzgén 1 kopias

crer

2-2 fiiggetlen vonalat jeloltiink ki (FVSAMS-22, FVSAMS-25; FvSAMDC-73, FvSAMDC-76).

4.6. A névénynevelési paraméterek a sotolerancia vizsgalatihoz

A 2-2 3:1-es szegregacios aranyt mutato fliggetlen transzgénikus vonalak eldszelekciojat
MS taptalajon (50 pg/ml kanamicinnel kiegészitve), a vad tipusti Nicotiana benthamiana magok
csiraztatasat antibiotikum-mentes MS taptalajon végeztiik. A 14. napon a csiranévényeket

antibiotikum-mentes “2-es MS taptalajra, illetve antibiotikum-mentes Y2-es MS kiegészitve 0,58
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o/l (10 mM) NaCl taptalajra helyeztiik (hosszatava sostressz), a 60 mM-os sostresszhez
antibiotikum-mentes “2-es MS-t kiegészitve 3,5 g/l NaCl-al hasznaltunk. A rovidtavh sostressz
vizsgalatahoz 40 napos ndvények 9 mm atmérdji levélexplantumait antibiotikum-mentes '%-es MS
kiegészitve 17,54 g/l (300 mM) NaCl taptalajra helyeztiik. A novényeket és a levélexplantumokat
16 ora fény és 8 dra sotétben, 23°C-on tartottuk. A hosszatavia sostressz esetén a mintakat a vetést

kovetd 85. napon gyljtottiik.

4.7.  Aklorofill a és b mennyiségének mérése

A klorofill a és b, illetve az 6sszklorofill tartalom meghatarozasat Porra et al. (1989)
modszere alapjan végeztiik. 200 mg levelet poritottunk el folyékony nitrogénben, majd 2 ml 80%-
os (v/v) jéghideg acetonnal szuszpendaltuk a mintakat. Ezt kovetéen 4°C-on 12000 ¢
fordulatszamon 20 percig centrifugaltuk a szuszpenziokat, a feliiliszot Gjracentrifugaltuk 5 percig
4°C-on 12000 g fordulatszamon, majd 1 ml feliilaszéhoz 1 ml 1 M Tris-HCI-ot (pH 8) adtunk. A
Klorofill a (Ca) és a klorofill b (Cb), valamint az 6sszklorofill (Ct) tartalmat NanoDrop ND-1000
UV/Vis spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, USA) a 645 nm-en (Abs.645) és a 663 nm-
en (Abs.663) mért abszorbancia alapjan hataroztuk meg az alabbi képletek felhasznalasaval:
Ca=0,0127*(Abs.663)-0,00269*(Abs.645);
Cb=0,0229*(Abs.645)-0,00468* (Abs.663);
Ct=Ca+Cb.

4.8. A H202és a O2 hisztokémiai detektalasa

A H202-nak és az O2-nak a hisztokémiai meghatarozasat Kumar et al. (2014) modszere
diaminobenzidin (DAB) fest6oldatba (pH 3,8), a szuperoxid anion (O2) hisztokémiai
detektalasahoz 10 ml 0,2% (w/v) nitrokék-tetrazolium-klorid (NBT) fest6oldatba (pH 7,5)
helyeztiik ugyanarrdl a levélszintekrdl szdrmaz6 leveleket, majd a mintékat s6tétben *overnight’
inkubaltuk szobahdmérsékleten. Masnap 10 ml/minta abszolut etanolt mértiink a levelekre és 10
percre 90°C-os vizfiirdobe helyeztiik a klorofill eltavolitasahoz. Végiil a klorofill-mentes leveleket
5 ml/minta 60%-os glicerinben fixaltuk. A képeket Fuji FinePix S6500fd géppel készitettiik.

4.9. A H202 mennyiség mérése

A H202 mennyigének meghatarozasat Velikova et al. (2000) &ltal leirt modszer alapjan
végeztiik. 200 mg levélszovetet 2 ml 0,1%-o0s (w/v) jéghideg triklor ecetsav (TCA) pufferben
homogenizaltunk, majd a mintakat 15 percig 8000 g fordulatszamon centrifugaltuk. A feliiliszo
0,5 ml-éhez 0,5 ml 10 mM kalium-foszfat puffert (pH 7) (10 mM kalium-foszfat puffer /pH 7/:
6,15 ml 1 M KoHPOg; 3,85 ml 1 M KH2POyg; feltoltve bideszt vizzel 1 literre) és 0,1 ml 1M kalium-
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jodidot (KI) mértiink hozza. A mintak abszorbanciajat 390 nm-en mértik WPA Biotech
Photometer 1101 (Cambridge, UK) késziilékkel. A standard gorbe készitéséhez 30%-0s (w/w)
H202.-t (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) hasznaltunk.

4.10. Az ionveszteség mérése

Az ionveszteség mérését Rizhsky et al. (2002) protokollja szerint végeztiik. 50 ml-es
centrifugacsovekbe (Axygene) 5 ml bidesztillalt vizet mértiink és mintanként 5 darab (9 mm
atmér6ji) levélkorongot helyeztiink bele. A mintakat szobahémérsékleten 3 oraig inkubaltuk,
majd megmértilk a vezetOképességet (A), amihez Radelkis Conductometer TypeOK-104-es
(Budapest, Hungary) késziiléket hasznaltunk. Ezt kovetéen a mintakat 95°C-ra helyeztiik 30
percre, majd szobahdmérsékleten ’overnight” inkubaltuk és Gjra megmértiik a vezetOképességet

(B). Az ionveszteségeket szazalékban hataroztuk meg a kovetkezd egyenlet alkalmazasaval:
(A/B)*100.

4.11. A prolin mennyiségének szemikvantitativ meghatarozasa

A prolin mennyiségének szemikvantitativ meghatarozasat izatinos papir modszerrel
hajtottuk végre (Abraham et al., 2010).

Izatinos papir készitése: Whatmann 3MM-es papirt izatinos oldatba (1g izatin 100 ml
etanolban ¢és 2,5 ml jégecetben oldva) martottuk és megszaritottuk. 200 mg ndévénymintat
folyékony nitrogénben elporitottunk €és hozziadtunk 10 pl/mg friss témeg mennyiségii 20%-0S
etanolt. A mintakat 5 percig 14000 g fordulatszamon centrifugaltuk és a feliilluszobol 10 pl-eket
vittiink fel az izatinos papirra, majd 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, a kovetkezd
1épésben az izatinos papirt 90°C-ra helyeztiik 30 percre. Az izatint 50%-0s etanollal mostuk ki a
papirbol, a standard gérbe készitéséhez L-prolint (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) hasznaltunk.
A képeket Fuji FinePix S6500fd géppel készitettiik. A képek kiértékelését Image] 1.50b
szoftverrel végeztiik (Schneider et al., 2012).

4.12. A lignin tartalom mérése

A hajtasok lignin mennyiségének meghatarozasara Moreria-Vilar et al. (2014) acetil-
bromidos (C2H3BrO) modszerét alkalmaztuk.

A fehérje-mentes sejtfal kivonat készitése: 200 mg liofilizalt hajtast (vegyesen szar+levél)
homogenizéaltunk 5 ml 50 mM kalium-foszfat pufferben (pH 7) és 5 percig 1400 g fordulatszdmon
centrifugaltuk, a feliiliszot ledntottiik és kétszer megismételtiik a 1épést. Az aluluszokhoz 5 ml
1%-0s Triton-X-100-t adtunk (pH 7) és 5 percig 1400 g fordulatszamon centrifugaltuk, a feliiliszot
ledntottiik és kétszer megismételtiik a 1épést. Ezutan Sml 1 M NaCl-t (pH 7) mértiink a mintakra

¢és 5 percig 1400 g fordulatszamon centrifugaltuk, a feliiliszot ledntottiik €s kétszer megismételtiik
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a Iépést. A pelletre 5 ml bideszt vizet mértiink €s 5 percig 1400 g fordulatszamon centrifugaltuk,
a feliiliszot leontottikk és kétszer megismételtilk ezt a 1épést. Végiil 5 ml acetont adtunk a
mintdkhoz és 3 ismétlésben 5 percig centrifugéaltuk 1400 g fordulatszamon, a feliiliszot ledntottiik,
majd 60°C-on ’overnight’ beszaritottuk a mintakat.

A lignin mennyiségének meghatarozasa acetil-bromiddal: a fehérje-mentes sejtfal
kivonatbol 20 mg-ra mértiink ra 0,5 ml 25% (v/v) acetil-bromidot (jégecetben oldva), majd 70°C-
on 30 percig inkubaltuk, ezt kovetden jégre helyeztiik. Hozzaadtunk 0,9 ml 2 M natrium hidroxidot
(NaOH), 0,1 ml 5 M hidroxilamin-hidrogén kloridot (NH2OH*HCI) és 4 ml jégecetet, majd a
mintakat 5 percig 1400 g fordulatszamon centrifugaltuk. A mintdk abszorbanciajat 280 nm-en a
WPA Biotech Photometer 1101 (Cambridge, UK) késziilékkel mértiikk. A standard gorbe
készités¢hez alkali lignint (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) hasznaltunk.

4.13. Az etilén termelés mérése

A levéllemezek etilén kibocsatdsat Langebartels et al. 1991-ben leirt modszerével
hataroztuk meg. Mintanként 5 db 9 mm atmér6ji levélkorongot helyeztink 1 ml 50 mM
MES/NaOH (pH 5,6) és 2% (w/v) cukros oldattal atitatott Whatmann 3MM szlrépapirra. A
sziiropapirokat 0sszetekertiik és szilikon szeptumos livegesébe helyeztiik, majd 1 6ran keresztiil
25°C-on inkubaltuk. Mintanként 1 ml gazt vittiink fel fecskendével a Shimadzu GC-14A gaz
kromatografba (Kyoto, Japan) (vivogazként No-t hasznaltunk, a detektor: FID, az oszlop: Porapak

Q). Az etilén retencios ideje 0,553 masodperc volt.

4.14. A poliaminok mennyiségének meghatarozasa HPLC-vel

A szabad poliaminok mennyiségének meghatarozasat Németh et al. (2002) altal leirt
modszer alapjan végeztiik. A mintaelokészités soran 200 mg ndvényi mintat folyékony
nitrogénben homogenizaltunk és 2 ml 0,2 M jéghideg perklorsavval (HCIOs) extrahaltuk, majd 20
percre jégre helyeztiik. Ezutan 4°C-on 20 percig 10000 g fordulatszamon centrifugaltuk.

A szabad poliamin frakcié esetében 100 pl feliiliszobol danzil-kloriddal szarmazékot
képeztiink Smith és Davies (1985) aldbbi mddszere szerint:

A 2 ml-es Eppendorf csében a 100 pl mintahoz 200 pl telitett natrium-karbonatot és 400
ul acetonban oldott danzil-kloridot (5 mg/ml) adtunk. A mintakat homogenizalas utan 60°C-on 60
tovabbi 30 percig sotétben tartottuk szobahémérsékleten. Ezutan a danzilszarmazékokat 500 ul
toluollal 30 masodpercig extrahaltuk és a fels6 szerves fazist Pasteur-pipettaval atszivtuk 1,5 ml-
es Eppendorf csovekbe, majd vakuum alatt beparoltuk. A danzilalt poliaminokat 1 ml 100%-0s

metanolban oldottuk fel és 0,2 um poérusméretii teflon membransziirén sziirtiilk at. A mintakat
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WATERS W 2690 (Milford, USA) HPLC késziilékkel vizsgaltuk, vivokozegként acetonitrilt

hasznaltunk.

4.15. Relativ expresszios vizsgalatok gPCR-rel

A vizsgalni kivant gének relativ expresszidjanak vizsgalatahoz primereket terveztiink a
génszekvencidkra, melyek fobb paramétereit a 2. tablazat tartalmazza. A reakcidkat Corbett RG-
6000 késziilekkel végeztiik. A reakcioelegy 0sszetevoi (20 ul végtérfogatra): 10 pul 2xABsolute
qPCR SYBR Green Mix (Thermo Scientific, Waltham, USA), 1,75 pl/primer (70 nM), 1 ul cDNS
(higitas: 1/50), mintanként 4 technikai és 3 bioldgiai ismétlést alkalmaztunk. A relativ expresszios
szintek meghatdrozasdhoz a Rotor-Gene Q Series 2.3.1. szoftver ’Comparative Quantification’
metodusat hasznaltuk (Warton et al., 2004, McCurdy et al.,2008). A Nicotiana benthamiana

esetében a GAPDH, mig a Fragaria x ananassa Duch. cv. Asia szamoca gyiimdlesnél az actin volt

a viszonyitasi alapot képez0 referencia haztartasi gén.

2. tablazat: A RT gPCR-hez hasznalt primerek fébb paraméterei.

Amplikon
Primer neve Szekvencia T (C Geénbanki azonosito
hossz (bp)
RT-qPCR

Fv SAMS RT F CAACAAMCGATTCTTGAAGACAGCTG 56.4

105 X 004288294.2
Fv SAMS SRT AGACTGAGGCTTCTCCCACTT 54.4
Fv SAMDC RT F TOTTCATTGGATTTGAAGGOATACTGT 55.2

167 X 0114646551
Fv SAMDC SRT AGAGGATTCGTAGTCCTCATCTTC 55.7
Nic Ves SAMS RT F TGCAAGOTY CTWGOTCAACATYGAGCAG 58.2-61.3 LCo08353.1

127
Nic Ves SAMS RT R TCAGTGICRTAGCCAAACATGTGACC 59.5-61.1 XL 0042882942
Nic Ves SAMDC RT F ATGTGYATGACTGETTTGFACAGGG 57.7-59.3 AB304782.1

155
Nic Ves SAMDC RT R CATEGAATAACCACAGGOETCAAACTC 58.2-59.7 X4 0114646551
Nic be ACS RT F COCATAGTAATGAGTGGAGTAGC 55.6

134 CBMMIO10006910.1
Nic be ACS RT R ACCAGTTCTCCACCTCAAATCTCT 557
Nic be SPDS RT F CTGAGAGTATATGGCTTCACATGCACAT 57.4

150 AB304779.1
Nic be SPDS RT R GETCCCTCCOTAGACCAGAGCAT 52.8
Nic be SPMS RT F GTGAGATCGATALAATEGTTATAGATGTCAG 57.8

164 AB304780.1
Nic be SPMS RT R GATCTGATGAATCAACTATGATAGCATCATAC 58
Nic be SAHH RT F GTATGAGAAGAAGGTETACGTCTTGCC 577

165 LCo08356.1
Nic be SAHH RT R TCAGTACCTGTAGTGAGCAGGCTTGT 59.6
Nic be PMT RT F TGACTITGFATGFAGCAATTCAACACACA 597

149 ETT165356.1
Nic be PMT RT R GAAGCATTTCGAATAATGTALAAACCAATTCCTC 56.5
Nic be CAD RTF GTTCATTGGCCTGAGAATTTGCCTATGG 58.9

149 ETT877915.1
Nic be CAD RTR CACAGCCATATGACCAAGACCACT 58
sGFP RT F CTCOTGACCACCTTCACCTA 53.8

143 ABZ2G4429
sGFP RT R CTTOTAGTTGCCGETCGTCCT 55.1
Fv ACTIN RTF GEACTCTGGAGATGETGTCAGTCA 57,9

173 X 0042944602
Fv ACTIN RTR TCCCTGACTATTTCTCGCTCAGCAGT 597
Nic_be GAPDH RT F AGGETEOTGCCAAGAAGGTTGTGAT 60.7

150 JQ256517.1
Nic_be GAPDH RT R ACCTTAGCCAAAGGTGCAAGGCAGT 61.3
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4.16. Mikroszkopos vizsgalat

A FVSAMS::sGFP ¢és a FYSAMDC::sGFP fuzids fehérjék detektalasat Leica TCS SP8
lézerletapogatasii  konfokalis és Leica/Leitz DMRB 301-371.010 fluoreszcens sztereod
mikroszképpal (Leica, Wetzlar, Germany) végeztiik. A vizsgalt levélszintek leveleibdl a
levéllemezek apikalis részén 4*4 mm-es metszeteket készitettiink. A metszeteket nativ mdédon
fixalas nélkiil vizsgaltuk a levelek adaxialis oldalardl, a fedéshez 1:1 glicerin:bideszt viz elegyet
alkalmaztunk. A képek felskdlazasahoz és szerkesztéséhez a Leica LAS AF Lite 3.3.10134.0
szoftvert hasznaltuk.

Az endoplazmatikus retikulum jeloléséhez CellLight™ ER-RFP, BacMam 2.0 reagenst
hasznaltunk (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). A gyartdé altal javasolt protokollal
ellentétben, ami sejtszuszpenzidra vonatkozott, mi az ¢él6 szovetbe infiltraltuk a reagenst (100
szoros higitasban) és 16 ora szobahdmérsékleten torténd inkubacid utan fixaltuk a szoveteket
(Fixalo oldat: 4%-os paraformaldehid; 0,1% Tween 20; 0,1% Triton X-100; 0,15 M NaCl; 10 mM
natrium-foszfat puffer pH 7,5). A sGFP relativ fluoreszcenciajanak meghatarozasat ImageJ 1.50b
szoftverrel végeztiik (Schneider et al., 2012).

A mikroszkop analizishez hasznalt FVSPDS::sGFP konstrukciot mi épitettiik, ugyancsak
pGWBA405 vektort alkalmazva, az inszert a Fragaria vesca L. cv. Riigen-bdl izolalt spermidin
szintaz gént kodolja. A FVSPDS::sGFP fuzids fehérje csak citoplazmas lokalizacidt mutatott és

citoplazmas kontrollként alkalmaztuk.

4.17. Statisztikai analizis
Az eredmények legalabb 3-5 mérésbdl szarmaznak Statisztikailag a standard szoras és az
ANOVA modszerek alkalmazasaval elemeztiik az adatokat. A kiértékeléshez a Microsoft Excel

alkalmazast hasznaltuk.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1 A Kkutatas elé6zményei és a FaSAMS, FaSAMDC expresszios mintazata a szaméca

gyiimolcs érése soran

A Genetikai, Mikrobiolédgiai és Biotechnologiai Intézet korabbi kutatasai soran BALOGH
et al. (2005) szamocaban (Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta) a receptakulum és az aszmag
szovetek RNS-ujjlenyomatanak tanulmanyozasakor az érésben expresszidos valtozast mutatd
géneket azonositottak CDNS-AFLP modszerrel a gyiimdlcsérés zold, fehér, rézsaszin és piros
szakaszaiban. 130 transzkriptum eredetti fragmentumot (TDF-et), részleges cDNS-t izolaltak és
szekvenaltattak meg. A szekvenalt transzkriptumok kozott volt a poliamin metabolizmusban
résztvevé spermidin szintaz (DQO74728.1) és egy SAM fiiggd metiltranszferaz is (AY873806).
Mind az etilén, mind a poliaminok fontos szerepet jatszanak a gylimolcsok érésében, ezért mi is
vizsgaltuk az endogén FaSAMS és a FaSAMDC gének relativ expressziojat gPCR-rel a Fragaria
X ananassa D. cv. Asia négy kiilonb6zé érési stadiumu (z6ld, fehér, rdzsaszin, piros)
gylimolcsében (receptdkulum és aszmag egyiitt) a Fv_SAMS_RT_F - Fv_SAMS_SRT ¢és a
Fv_SAMDC_RT_F - FvSAMDC_SRT primerparok felhasznalasaval (9. abra), mivel a Fragaria
vesca genomra tervezett primerek (1. tablazat) a PCR-rel torténé ellendrzés soran 100%-0san
mitkodtek a Fragaria x ananassa Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-ével és ¢cDNS-ével is (10.
abra). A FaSAMS gén esetében ~6-7-szer nagyobb relativ expressziot mértiink a zold érési
stddiumban 1év6 gylimolcsben, mint a késébbi harom fazisban. A FaSAMS-hez viszonyitva
forditott expresszios mintazatot kaptunk a FaSAMDC gén esetében, a zold gylimolcsben ~7-8,5-
szOr alacsonyabb relativ expressziot detektaltunk, mint a fehér-, a rézsaszin- és a piros érési
stadiumokban. Korabbi tanulmanyban a Nicotiana tabacum kiilonb6z6 koru leveleinek SAM
szintaz enzimaktivitas vizsgalata soran, a vad tipusban ~20-szor, mig a transzgénikus vonalakban
~40-szer nagyobb aktivitast mértek a fiatalabb levelekben, mint az 6regebbekben (Boerjan et al.,
1994). Hasonldan magas SAMS expressziot figyeltek meg rizsben a levél- és a gyokérfejlodés korai
szakaszaban (Van Breusegem et al., 1994) és a sz616 gylimolcscsel végzett qPCR vizsgalat soran
a VWVSAMS és a VVSAMDC gének is hasonl6 expresszids mintazatot mutattak a kiilonbonbozé érési
stadiumban 1évé gylimolcsokben, mint az altalunk mért értékek (Agudelo-Romero et al., 2014).
Mad Arif et al. (1994) a burgonya SAMDC gén esetében a fiatal és aktivan osztodo szovetekben
magas, mig az oreg és nem osztodd szovetekben alacsony SAMDC expressziot detektaltak, mind
a vegetativ, mind a generativ szervekben. Mivel a gyiimdlcsfejlédés kezdeti stadiumaban torténik
a sejtosztddas, a fejlodés késobbi szakaszaban mar sejtmegnytlas van, ezért a mi eredményeink

ellentétesek Mad Arif et al. (1994) eredményeivel.
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9. abra: A FaSAMS (a) és a FaSAMDC (b) gének relativ expresszioja a szamdca gyliimélcs négy
kiilonb6z6 érési stadiumaban. SD+, n=4 (P<0,001).

A SAM az O-, a N- és a C-metiltranszferazok szamara biztositja a metil csoportot, amelyek
olyan masodlagos metabolitok termelddésében vesznek részt, mint pl.: az antocianok, a kiilonb6z6
iz és illatanyagok (Roje, 2006). Ezek a masodlagos metabolitok mind a klimaktérikus, mind a
nem-klimaktérikus novényfajok termésében felhalmozdodnak az érés elérehaladtaval. A SAMS
¢résben betOltott szerepét tamasztja ala, hogy a FaSAMS1-RNAI konstrukcidval infiltralt
szamoOcagyimolcsok az infiltralas helyén fehérek maradtak, de etefon (etilén analdg) kezelés
hatasara az antocian tartalom az infiltralt szovetekben jelentésen novekedett (Sun et al., 2013),
tovabba fokozott SAMDC enzimaktivitast és expressziot figyeltek meg a szamodca érése soran,
ami egybeesett néhany fiziologiai paraméter valtozasaval, beleértve az antocian-, a cukor-, a

poliamin-, az auxin-, az abszcizinsav- és etilén tartalmat (Guo et al., 2018).

10. abra: A Fragaria vesca genomra tervezett primerek tesztelése PCR-rel a Fragaria x ananassa
Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-ével ¢s cDNS-ével.
1-3: Fv_SAMS RT_F - Fv_SAMS_SRT primerparral kapott fragmentum a Fragaria x ananassa
Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-ével (1) és cDNS-ével (2), valamint a Fragaria vesca cv. Riigen
genomi DNS-ével (a vart méret 105 bp);
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4-6: Fv_SAMDC RT_F - Fv_SAMDC_SRT primerparral kapott fragmentum a Fragaria X
ananassa Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-ével (4) és cDNS-ével (5), valamint a Fragaria vesca
cv. Riigen genomi DNS-¢ével (6) (a vart méret 167 bp);

7-9: Fv_ACTIN_RTF - Fv_ACTIN_RTR primerparral kapott fragmentum a Fragaria x ananassa
Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-ével (7) és cDNS-ével (8), valamint a Fragaria vesca cv. Riigen
genomi DNS-ével (9) (a vart méret 173 bp).

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

52 A FVSAMS és a FVSAMDC ORF-ek pENTR™/SD/D-TOPO Kklénozé vektorba
ligalasa

A vektorkonstrukciok megépitéséhez elsé 1épésben RNS-t izolaltunk a Fragaria vesca L.
cv Riigen fiatal leveleib6l. A total RNS-bél ¢cDNS-t szintetizaltunk Oligo (dT)is primer
felhasznalasaval. A c¢cDNS konyvtarbol amplifikaltuk a FVSAMS és FVSAMDC géneket a
Fv_SAMS_SFT - FvSAMS SRT és a Fv._SAMDC SFT - FvSAMDC SRT primerparok
alkalmazasaval (1. tablazat). A megfeleld méretli fragmentumokat fehér nyillal jeloltik (11.
abra).

A FVSAMS 6 ORF-je 394 aminosavat kodol és 95%-0s hasonlosagot mutat az AtSAMS1-
gyel (NP_171751.1), 93%-o0sat az AtSAMS2-vel (NP_192094.1), és 90%-0sat az AtSAMS3-mal
(NP_181225.1). A FvSAMDC f6 ORF-je 360 aminosavbol all és 64%-0s hasonlosagott mutat az
AtSAMDC1-gyel (NP_001154585.1), 66%-0sat az AtSAMDC2-vel (NP_197099.1), 68%-0sat az
AtSAMDC3-mal (NP_001189972.1) és 43%-0sat az AtSAMDC4-gyel (NP_197394.1). A
FVSAMS és a FYSAMDC 6 ORF-jét kodolo régiok nem tartalmaznak intront a kordbban mar mas
fajokban jellemzett SAMS és SAMDC szekvenciakhoz hasonloan, ezért a genomi DNS-t is

hasznalhattuk volna a gének klénozasahoz.

11. abra: A FVSAMS ¢és a FYSAMDC klonozott cDNS ORF-ek.

7-8: FVSAMS cDNS ORF (a vart méret: 1183 bp);
9-10: FVSAMDC cDNS OREF (a vart méret: 1099 bp);
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M: Molekulatomeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagysaga:
3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;

A megfeleld méreti fragmentumokat visszatisztitottuk agaréz  gélbol. A
vektorkonstrukciok megépitéshez a Gateway® rendszert (ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA) hasznaltuk. A gyarto altal eldirt protokoll alapjan a FYSAMS ¢és a FVSAMDC szekvencidkat
elészor pPENTR™/SD/D-TOPO klonozo vektorba ligaltuk. A forward primerek tartalmaztak a
gyarto altal eléirt CACC szekvenciat, a reverz primerrel pedig eliminéltuk a kodold régidk stop
kodonjat, hogy a pGWB405 binaris vektorban 1év6 SGFP riportergénnel C terminalisan
fuzionaltathassuk a cDNS ORF-eket.

A ligalast kdvetden az E. coli IM109 torzset transzformaltunk a konstrukciokkal, majd a
spektinomicint (50 pg/ml) tartalmazo szelekcids LB taptalajon felnové koloniakra kolonia PCR-t
inditottunk a MI13 F - FvSAMS SRT ¢és a M13_F - FvSAMDC SRT primerparok
felhasznalasaval. A pozitiv eredményt add kolonidk koziil a pPENTR::FVSAMS esetében az elsd és
negyedik, mig a pPENTR::FVSAMDC esetében az els6 és 6todik koloniakbol izolaltunk plazmidot.
Az izolalt plazmidok felhasznalasaval a M13_F - FVSAMS_SRT, FVYSAMS_SFT-M13 R és a
M13_F - FVSAMDC_SRT, FVYSAMDC_SFT - M13 R primerparokkal (1. tablazat) PCR-t

inditottunk, amellyel a fragmentumok orientaciojat is ellendriztiik (12. abra).

12. abra: A pENTR::FVSAMS és a pENTR::FVSAMDC kompetens E. coli JM109 torzs

crer

Bal oldali gélfoto:
1-8: pENTR::FVSAMS +E. coli JIM109 1-8. koldnia;

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

Jobb oldali gélfoto:
1-8: pENTR::FVSAMDCH+E. coli JM109 1-8. kolodnia;

M: Molekulatomeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagysaga:
3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;
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Ezzel parhuzamosan elvégeztiik a restrikcios térképek felhasznaldsaval (Melléklet 10.12,
10.14, 10.15) kivalasztott Notl - Ascl enzimekkel a plazmidok emésztését. A 13. abran lathato,
hogy a pENTR::FVSAMS ¢és a pENTR::FVSAMDC esetében is mindkét plazmidbol a megfeleld

méretli fragmentum amplifikalodott a PCR soran és emésztédott ki (fehér nyilakkal jeloltiik).

13. abra: A pENTR::FVSAMS ¢és a pENTR::FVSAMDC plazmidok ellenérzése PCR-rel és
restrikcios emésztéssel.

1-2: pENTR::FVSAMDC 1. és 5. koloniakbol izolalt plazmidokkal inditott PCR;
3-4: pENTR::FVSAMS 1. és 4. koloniakbol izolalt plazmidokkal inditott PCR;
7-8: pPENTR::FVSAMDC 1. és 5. koloniakbdl izolalt plazmidokkal inditott restrikcios emésztés;
9-10: pENTR::FVSAMS 1. és 4. koloniakbol izolalt plazmidokkal inditott restrikcios emésztés;
M: Molekulatomeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagységa:
3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;
53 A pGWB405::FVSAMS és a pGWBA405::FVSAMDC binaris vektorkonstrukciok
eloallitasa

A kovetkezd 1épésben a pPENTR::FVSAMS és pENTR::FVSAMDC konstrukciokat a
pGWB405 binaris vektorba ligaltuk. A ligalast kovetden E. coli IM109 t6rzset transzformaltunk a
konstrukciokkal, majd a spektinomicint (50 ug/ml) tartalmazé szelekcioés LB taptalajon felnové
koloniakra koloénia PCR-t inditottunk pBIl121 35S F - FVYSAMS_SRT ¢és pBI121_35S F -

FVSAMDC_SRT primerparok felhasznalasaval (14. abra).
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14. abra: A pGWB405::FVSAMS ¢és a pGWB405::FVSAMDC koloéniakkal inditott kolonia PCR
eredménye.

Bal oldali gélfoto:

16: tires pPGWB405 (negativ kontroll);

17-19: pGWB405::FVSAMS 1-3. koloniak;

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

Jobb oldali gélfoto:

1-7: pGWB405::FVvSAMDC 1-7. koloniak;

8: tires pGWB405 (negativ kontroll);

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

A pozitiv eredményt add kolonidk kozil a pGWBA405::FVSAMS ¢és a
pGWB405::FVSAMDC esetében is a masodik és a harmadik koloniakbdl izolaltunk plazmidot. Az
izolalt plazmidok felhaszndlasaval a pBI121_35S F - FVSAMS_SRT, FvSAMS_SFT -
SGFP_RT_R ¢és a pBIl121 35S F - FVSAMDC_SRT, FVSAMDC_SFT - sGFP_RT_R
ellendriztiik. A gélfoton lathato, hogy a pPGWB405::FVSAMS és a pGWB405::FVSAMDC esetében
is mindkét koloniabdl izolalt plazmid pozitivnak bizonyult. Ezzel parhuzamosan elvégeztiik a
restrikcidos  térképek felhasznalasaval (Melléklet 10.13, 10.14, 10.15) kivalasztott a
pGWB405::FVSAMS esetében a Sdal - Sacl, mig a pGWB405::FVSAMDC esetében a HindlIII -
Sacl restrikcios enzimekkel a plazmidok emésztését. A 15. abran lathat6, hogy a
pGWB405::FVSAMS ¢s a pGWB405::FVSAMDC esetében is mindkét plazmidbdl a megfeleld
méretll fragmentum emészt6dott ki és amplifikalodott fel a PCR soran (fehér nyilakkal jeloltiik).
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15. abra: A pGWB405::FVSAMS és a pGWB405::FVSAMDC plazmidok ellendrzése PCR-rel és
restrikcios emésztéssel.

Bal oldali gélfoto:

1-2: pGWB405::FVSAMS+E. coli JIM109 2-3. koloniakbol izolalt plazmidokkal inditott PCR;

3: tires pGWB405 (negativ kontroll);

6: pGWB405::FVSAMS+E. coli JM109 2. koloniabol izolalt plazmidok restrikcids emésztése;

7: tires pGWB405 plazmid restrikcios emésztése;

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

Jobb oldali gélfoto:
1-2: pGWB405::FYSAMDCH+E. coli IM109 2-3. koloniakbol izolalt plazmidokkal inditott PCR;
3: tires pGWB405 (negativ kontroll);
4: pGWB405::FVSAMDCH+E. coli IM109 2. koloniabol izolalt plazmidok restrikcios emésztése;
5: tires pGWB405 plazmid restrikcios emésztése;
M: Molekulatoémeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagyséaga:
3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;
54 Az  Agrobacterium  tumefaciens GV3101 torzs transzformacidéja a
pGWB405::FVSAMS és a pGWB405::FVSAMDC vektorkonstrukciokkal

A pGWBA405::FVSAMS ¢és a pGWB405::FYSAMDC 2. kol6nidjabol izolalt plazmidokkal
tartalmazo (50 pg/ml) taptalajon felnovo baktériumkolonidkra kolonia PCR-t inditottunk (16.
abra). Mindkét konstrukcid esetén az elsé és a masodik koloniakbdl glicerines torzset

készitettiink, a késObbiekben ezeket a kolonidkat hasznaltuk a stabil transzforméans névények

eldallitasdhoz €s a tranziens expressziods vizsgalatokhoz.
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16. abra: A pGWB405::FVSAMS ¢és a pGWB405::FVSAMDC plazmiddal transzformalt
Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzs koloniaira inditott kolonia PCR eredménye.

Bal oldali gélfoto:

1-7: pGWB405::FvSAMS+Agrobacterium tumefaciens GV3101 1-7. koloniak;

8: pGWB405::FVSAMS plazmid (pozitiv kontroll);

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

Jobb oldali gélfoto:
1-7: pGWB405::FvSAMDC+Agrobacterium tumefaciens GV3101 1-7. koldoniak;
8: pGWB405::FVvSAMDC plazmid (pozitiv kontroll);
M: Molekulatomeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagysaga:
3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;
55 A Nicotiana  benthamiana  modellnévény  Agrobacterium  kozvetitette
transzformacioja és a To vonalak elészelekcioja

Kovetkez6 1épésben elvégeztiik in vitro Nicotiana benthamiana levélexplantumok
tartalmazé (50 pg/ml) MS taptalajon regeneralddd nodvényeket (mivel novények esetében a
kanamicin volt a szelekciés marker) elkiilonitettiik és genomi DNS-t izolaltunk beldliik. A
pBl1121 35S F - FvSAMS SRT ¢és a pBII121 35S F - FvSAMDC SRT primerparok
DNS-ébe (17. abra). A DNS szinten pozitiv eredményt adé vonalakat in vitro klonoztuk,

késébbiekben ezekrdl az in vivo akklimatizalt vonalakrél fogtunk magot.
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17. abra: A pGWB405::FVSAMS és a pGWB405::FVSAMDC vektorkonstrukcidkat tartalmazo
regeneralt To vonalak DNS szintii tesztelése.

Bal oldali gélfoto:

pGWB405::FVSAMS vektorkonstrukciot tartalmazoé To 9-, 10-, 11-, 12-, 13-, 14-, 15-, 16-, 17-, 18-
, 19-, 20-as vonalakbol izolalt DNS;

+: pGWB405::FVvSAMS plazmid (pozitiv kontroll);

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

Jobb oldali gélfoto:
pGWB405::FVSAMDC vektorkonstrukciot tartalmazo To 4-, 6-, 7-, 26-, 27-, 28-, 29-, 30-, 31-, 32-
, 33-, 34-es vonalakbol izolalt DNS;
+: pGWB405::FVSAMDC plazmid (pozitiv kontroll);
M: Molekulatomeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagysaga:
3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp;

A To vonalakat RNS szinten is ellendriztiik, hogy a konstrukciokrol torténik-e transzkripcio.
A DNS szinten pozitiv eredményt adé mintakbol total RNS-t izolaltunk és reverz transzkripcioval
CDNS-t szintetizaltunk Oligo (dT)ig primer felhasznalasaval. A cDNS-ekre FVSAMS_SFT -
sGFP_RT R ¢és Fv'SAMDC SFT - sGFP_RT R primerparokkal PCR-t inditottunk. A vizsgalt 4-
4 vonalbol a FVSAMS vonalak esetében 3 vonal, mig a FVSAMDC vonalak esetében 2 vonal

bizonyult pozitivhnak a RNS szintli ellen6rzés soran (18. abra).

18. abra: A pGWB405::FVSAMS és a pGWB405::FVSAMDC vektorkonstrukciokat tartalmazo
regeneralt To vonalak RNS szintii tesztelése.

Bal oldali gélfoto:
1-4: pGWBA405::FvSAMS vektorkonstrukciot tartalmazo To 10-, 22-, 25-, 32-es vonalakbol izolalt
RNS-bdl visszairt cDNS;
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- WT Nicotiana benthamiana novénybdl izolalt RNS-bol visszairt cDNS (negativ kontroll);

+: pGWB405::FVSAMDC plazmid (pozitiv kontroll);

M: Molekulatdomeg marker, Solis BioDyne — 1kb DNA Ladder, a fragmentumok nagysaga: 10000,
8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 700, 500, 300 bp;

Jobb oldali gélfoto:

1-4: pGWB405::FVSAMDC vektorkonstrukciot tartalmazo To 38-, 73-, 76-, 84-es vonalakbol
izolalt RNS-bdl visszairt cDNS;

- WT Nicotiana benthamiana novénybdl izolalt RNS-bdl visszairt cDNS (negativ kontroll);

+: pGWB405::FVSAMDC plazmid (pozitiv kontroll);

M: Molekulatémeg marker, Solis BioDyne — 1 kb DNA Ladder, a fragmentumok nagysaga: 10000,
8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 700, 500, 300 bp;

crer

kovetden az in vivo akklimatizalt To vonalakrél magot fogtunk. Ezt kdvetden a T1 generacio
hasadasi aranyat hataroztuk meg 50 pg/ml kanamicint tartalmazé 2 MS taptalajon.
Konstrukcionként 6-6 vonalat vizsgaltunk. A FVYSAMS-t taltermeld vonalakbol harom (FvSAMS-
5, FV"SAMS-22, FvSAMS-25), mig a FYSAMDC-t overexpresszald vonalakbdl ketté (FVSAMDC-

crer

(19. abra).

FvSAMS-22 FvSAMS-25 FvSAMDC-73 FvSAMDC-76

|| 20/5 80%1200%) || 197 (73%/27%) 20/6 (77%/23%) [

- A —

21/8 (73%/27%) 20/6 (77%/23%) 2006 (77%023%) [ | 21/6 (78%/22%)
. -

v
|

19. abra: A Ty vonalak hasadasi aranyanak meghatarozasa. A vonal 1 cm-t jel6l.

A késobbi sotoleranciat vizsgalo kisérletbe konstrukcionként 2-2 vonalat allitottunk be
(FVSAMS-22, FYSAMS-25; FYSAMDC-73, FYSAMDC-76). A FYSAMS-22 és FvSAMS-25,
valamint a FvSAMDC-73 és a FvSAMDC-76 vonalakat a kés6bbiekben FvSAMS és FvSAMDC

vonal gylijténéven nevezziik.
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5.6 A hosszutavu sostressz hatasanak vizsgalata a FVSAMS-t, FV'SAMDC-t tultermelé6 és
a vad tipusu Nicotiana benthamiana névények élettani paramétereire
5.6.1 A biomassza produktum
A 2-2 3:1-es szegregaciods aranyt mutato fliggetlen transzgénikus vonal eldszelekciojat MS
taptalajon (50 pg/ml kanamicinnel kiegészitve), a vad tipust Nicotiana benthamiana magok
csiraztatasat antibiotikum-mentes MS taptalajon végeztiik. A 14. napon a csirandvényeket
antibiotikum-mentes Y2-es MS taptalajra, illetve antibiotikum-mentes Y2-es MS kiegészitve 0,58
g/1 (10 mM) NaCl taptalajra helyeztiik (20. abra). A mintakat a vetést kovetd 85. napon gyijtottiik.
A novények sostresszre adott valaszat az ¢€l6tomeg visszatiikrozi, igy a biomassza
vizsgalataval egy skalat lehet képezni a tolerancia szintjének meghatarozasahoz (Sairam et al.,
2002), ezért vizsgaltuk, hogy a hossztavia sostressz miként befolyasolja a FvSAMS, FvSAMDC

vonalak és a vad tipusti novények biomassza produktumat és a hajtasok hosszat.

FvSAMS-22 FvSAMDC-73
%MS-H %MS-H
+50 pg/ml Kan. +50 ng/ml Kan.
FvSAMS-25 FvSAMDC-76
%MS-H ¥%:MS-H
+50 pug/ml Kan. +50 ug/ml Kan.
Vad tipus ¥ad tipug
YiMS-H e

+50 pg/ml Kan.

20. abra: A FYSAMS (A-D) és a FvSAMDC (G-J) T1 vonalak elészelekcidja. A vonal 1 cm-t
jelol.

A kisérletbe allitott transzgénikus Nicotiana benthamiana T1 vonalak fokozottabb hajtas-,
gyokértomeget €s hajtdshosszt produkaltak, mind kontroll, mind 10 mM NaCl stressznek kitett
koriilmények kozott a vad tipushoz viszonyitva. A FVSAMS vonalak kontroll feltételek kozott
~1,5-sz06r nagyobb biomasszat és ~1,4-szer nagyobb szarhosszt, mig sostressz hatdsara ~kétszer
nagyobb hajtastomeget és ~1,6-szor nagyobb hajtashosszt produkaltak a vad tipushoz képest. Ezek
az értékek a FVSAMDC vonalak esetében kontroll korilmények kozott ~1,9-szer nagyobb

biomasszaban és ~1,5-sz06r nagyobb hajtashosszban, mig sostressz esetén ~2,6-szor nagyobb

51



hajtastomeg produktumban és ~1,9-szer nagyobb hajtashosszban realizalodtak a vad tipushoz
viszonyitva (21. abra / a, b, c).

Gong et al. (2014), Kim et al. (2015) kutatasaiban a SAMS-t és Roy és Wu (2002)
publikacidjaban a SAMDC-t taltermeld transzgénikus nodvények esetében is fokozottabb
biomassza termelést figyeltek meg stressz hatasara. Ugyanakkor az antiszensz SAMDC
konstrukciot tartalmazé transzgénikus levéllemezek gyokeresedési erélye jelentdsen csokkent a
vad tipushoz képest (Torrigiani et al., 2005) és a SAMDC csendesitése dohanyban fokozott
sdérzékenységet okozott, de érdekes modon a csendesitett SAMDC, ezaltal a dcSAM deficiencia
pozitivan hatott a kontroll koriilmények kozott a transzgénikus névények biomassza mennyiségére
¢s a szarhosszra (Mellidou et al., 2016). A korabbi tanulmanyokban a kiilonbségek a transzgénikus
¢s a vad tipusu novények esetében foképp stressz hatasara jelentkeztek, mig az eredményeink
alapjan mar kontroll koriilmények kdzott is nagyobb biomassza mennyiséget mértiink a FvSAMS

¢s FvSAMDC vonalakban, mint a vad tipusban.
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21. abra: A kisérletbe allitott transzgénikus vonalak és a vad tipust névények hajtas és gyokér
produktuma kontroll koriilmények kozott (A-T) és 10 mM NaCl stressz hatasara (A’-T’). A képek
a csirazasast koveto 85. napon késziiltek. A vonalak 1 cm-t jeldlnek (a). A hajtasok szaraztomege
(b) és a hossza (c), SD+, n=6 (P<0,001), a ** a kontrollhoz viszonyitva.

5.6.1.1 A niovekedési erély 60 mM NaCl hatasara

Ahhoz, hogy meggy6z6djiink arrol, hogy a nagyobb biomassza produktum és a fokozott
novekedési erély nemcsak alacsony dozisu sostressz (10 mM NaCl) esetében jelentkezik, nagyobb
dozisut 60 mM NaCl stressznek is kitettiik a transzgénikus vonalakat és a vad tipust. Mind a
FVSAMS, mind a FYSAMDC tultermeltetése is fokozta a transzgénikus vonalak novekedési erélyét
60 mM NaCl stressz hatasara, ami a nagyobb biomassza produktumban nyilvanult meg. (22. abra

/a,b).
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(a) A vetést kovetd 30. nap

A vetést kovetoé 60. nap

MS-H+60 mM NaCl

Vad tipus

FvSAMS-22

FvSAMS-25

FvSAMDC-76 || FvSAMDC-73

Bars indicate 1 cm.

MS-H+60 mM NaCl
S D

Bars indicate 1 cm.

A vetést koveto 90. nap

MS-H+60 mM NaCl

Bars indicate 1 cm.

Hajtasok szaraztomege (mg DW)

160
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A vetést koveto 30. nap

WT FvSAMS-22

A vetést koveto 60. nap

A vetést koveto 90. nap

FvSAMS-25 FvSAMDC-73

RELELALILLLLRE:

FvSAMDC-76

22. abra: A transzgénikus vonalak és a vad tipus ndvekedési eré¢lye 60 mM NaCl-t tartalmazé MS
taptalajon (A-J). A képek a csirazast kovet6 30., 60. és 90. napon késziiltek. A vonalak 1cm-t
jelolnek (a). A hajtasok szaraztomege a csirazast koveté 30.-, 60.- és 90. napon (b), SD+, n=6
(P<0,001), a ** a kontrollhoz viszonyitva.

A sostresszt kovetdé 30. napon a biomasszdban mért kiillonbségek még nem voltak

szignifikansan nagyobbak a transzgénikus vonalakban, de a sostresszt kovetd 60. napon a

FVSAMS vonalakban ~1,4-szer, mig a FVSAMDC vonalakban ~1,9-szer nagyobb szaraztomeget

mértiink, mint a vad tipusban. A sostresszt koveté 90. napon a FvSAMS vonalak esetében ~1,6-
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szor, mig a FvSAMDC vonalakban ~2,1-szer nagyobb biomassza produktumot mértiink a vad
tipushoz viszonyitva. A vizsgalat alapjan lathatd, hogy nemcsak a kisebb- 10 mM NacCl, hanem a
nagyobb dozisi 60 mM NaCl stressz esetén is fokozottabb biomasszat produkaltak a transzgénikus

vonalak a vad tipushoz viszonyitva.

5.6.2 A 300 mM NaCl hatasa a transzgénikus és a vad tipusu levélkorongokra

Vizsgaltuk a FvSAMS, a FVSAMDC vonalak és a vad tipusu Nicotiana benthamiana
levélkorongjainak rovid idejii, nagy dozisu sostresszre (300 mM NaCl) adott valaszreakcidjat (23.
abra/ a).

A vad tipusu levélkorongok sejtjei a kezelést kovetd 48 ora elteltével mar szinte teljesen
elpusztultak, mig a FvSAMS és a FvSAMDC levélkorongok sejtjeinél hasonld mértékii elhalas a
kezelést kovetd 96 oraval kovetkezett be. Megfigyeléseinkhez hasonldan, a szegfiit SAMDC-t
taltermeld Nicotiana tabacum levélkorongok is ellenallobbak voltak 250 mM H20. stressz
hatasara (oxidativ stressz), mint a vad tipust explantumok (Wi et al., 2006).

A 23. / a abran lathato levélkorongok relativ klorofill tartalmat a 23. / b diagrammon
abrazoltuk. A levélszovetek relativ klorofill tartalmanak meghatidrozasahoz az Imagel 1.51j8
szoftvert hasznaltuk. A 300 mM NaCl stresszt koveto 24 ora elteltével a klorofill degradacié a vad
tipusban ~44,2%-0s, a FYSAMS vonalakban ~16,4%-os, mig a FvSAMDC vonalakban ~34,4%-
os volt. A kezelést kovetd 48 ora elteltével a klorofill tartalom csdkkenése a vad tipusban ~85,2%-
0s, a FYSAMS vonalakban ~42%-os és a FvSAMDC vonalakban ~51%-os volt. 72 ¢ra elteltével
a klorofill degradacio a vad tipusban ~93%-0s, a FVYSAMS vonalakban ~57,9%-0s, mig a
FVSAMDC vonalakban ~59,1%-os volt. Végiil a kezelést kovetd 96 oraval a klorofill csokkenés
a vad tipusban ~97,6%-0s, a FVSAMS vonalakban ~84,5%-os és a FvSAMDC vonalakban ~86,4-
0s volt. Megfigyelhet6, hogy a kezelést koveté 24 ora elteltével a FVSAMDC vonalak
levélkorongjaiban a klorofill degradaci6 joval nagyobb volt, mint a FYSAMS vonalak esetében,
de a kezelést kovetd 48-, 72- és 96 ora elteltével mar hasonld mennyiségii klorofill tartalmat

mértlink mindkét transzgénikus vonal explantumaiban.
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23. abra: A vad tipusu és transzgénikus levélkorongok nagy doézisu (300 mM NaCl)
sOtoleranciajanak vizsgalata. A vonal 1cm-t jeldl. (a). A levéllemezek relativ klorofill tartalma a
300 mM NaCl stresszt kovetd 24.-, 48.-, 72.- és 96. éraban, SD=+, n=12 (P<0,001), a ** a WT-hez
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viszonyitva (b). A hosszatava 10 mM NaCl stressznek Kkitett transzgénikus vonalak és a vad tipus
Klorofill a és b mennyiségének meghatarozasa, SD+, n=3 (P<0,05), a ** a kontrollhoz viszonyitva

(©).
5.6.3 A Kklorofill a és b tartalom

A klorofill tartalom informaciét ad a novények fiziologiai allapotardl, ezért vizsgaltuk a
hosszatava 10 mM NaCl stressz hatasat a transzgénikus vonalak és a vad tipus Osszklorofill
tartalmara (23. abra/ c).

Kontroll koriilmények kozott mind a FvSAMS vonalak, mind a FYSAMDC vonalak
Klorofill a és b tartalma szignifikansan magasabb volt, mint a vad tipusban. A FvSAMS vonalak
klorofill tartalma ~1,3-szor, mig a FvSAMDC vonalak ~1,6-szor volt magasabb, mint a vad
tipusban a kontroll koriilmények koézott mért mennyiség. A SoOstressz esetén a transzgénikus
vonalakban ¢és a vad tipusban is csokkent a klorofill tartalom, a FvSAMS vonalak esetében ~1,7-
szer, mig a FVSAMDC vonalakban ~1,9-szer nagyobb klorofill tartalmat mértiink, mint a vad
tipusban. A SAMS taltermeltetése a paradicsomban és az Arabidopsis-ban is fokozta az
Osszklorofill tartalmat stressz hatasara (Gong et al., 2014; Ma et al., 2017).

5.6.4 A H20:2 és Oz hisztokémiai detektalasa, a H2O2 relativ mennyisége és a levélkorongok
ionvesztesége

A ROS-0k (a szuperoxid anion /O27/, a hidrogénperoxid /H202/, a hidroxil gyok ((OH) és a
szinglet oxigén /102/) termelédésének az egyik 6 helyszine a kloroplasztisz (Mignolet-Spruyt,
2016). A ROS-ok homeosztazisa megvaltozik a stresszek hatasara, mig nagy koncentracioban
karositjak a sejtet, addig kis koncentracioban szignal molekulaként viselkednek a stresszek
felismerésében és a stresszvalaszokban. A ROS-ok, mint a H20, és az Oy felhalmozddasa a
szovetekben egyenes aranyban all a sejtek stresszeltségi fokaval, ezért hisztokémiai festéssel
vizsgaltuk a szovetek H20, és Oz tartalmat.

A 24./ a abran bal oldalt lathat6 a levelek megfestett H.O» tartalma kontroll és sostressz
esetén. Kontroll koriilmények kozott alig volt detektdlhatdo a H202, mind a transzgénikus
vonalakban (FVSAMS, FYSAMDC), mind pedig a vad tipusban. A sostressz hatasara viszont a vad
tipust levelek mar nagyobb mértékii elszinezddést, ezaltal nagyobb H20- tartalmat mutattak a
transzgénikus vonalakhoz (FvSAMS, FVYSAMDC) képest. A vad tipusban a H2O: eloszlasa
viszonylag homogén volt, mig a F"SAMDC vonalak esetében a levélnyél koriili részekre, addig a
FVSAMS vonalakban a levél peremére koncentralodott H2Oo.

A 24. [ a abran jobb oldalt lathato a levelek Oz hisztokémiai festése kontroll és sostressz
hatasara. A HOz tartalommal ellentétben az O tartalmat mar kontroll koriilmények kozott is
detektaltunk korben a levelek széleinél, mind a vad tipusaban, mind a transzgénikus vonalakban

(FVYSAMS, FYSAMDC). A sostressz hatasara hasonldoan a H2O2-nal kapott eredményekhez, itt is
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a vad tipus levelei szinezOdtek jobban, tehat nagyobb volt az O tartalmuk a transzgénikus
vonalakhoz (FYSAMS, FYSAMDC) viszonyitva. A transzgénikus vonalakban az O>” eloszlasaban
nem volt megfigyelhetd hasonlo eltérés, mint a H2O2 esetében.

A levelek H2O2 és a Oz hisztokémiai festéssel torténé meghatarozasat kovetéen
megmértiilk a transzgénikus vonalak (FvSAMS, FYSAMDC) ¢s a vad tipus leveleinek H20-
mennyiségét kontroll koriilmények és sostressz hatasara (24. / b abra).

A FVYSAMS vonalakban kontroll koriillmények kozott ~1,2-szer kevesebb HoO»-t mértiink,
de a kiilonbség nem volt szignifikans, mig sostressz esetén ~1,4-szer kevesebb H2O2-t detektaltunk
szignifikans kiilonbséggel. A FYSAMDC vonalakban mind kontroll kériilmények kozott (~1,4-
szer), mind a sostressz hatasara (~1,8-szor) szignifikansan kevesebb H202 mennyiségeket
mértiink, mint a vad tipusban. A Korabban leirt publikaciokban a CaSAMDC-t taltermeld
Arabidopsis-ban szignifikansan alacsonyabb ROS felhalmozddast figyeltek meg, mint a vad
tipusban. Hasonloképpen a SISAMS és a BvM14-SAMS?2 tultermeltetése is csokkentette H2Oz és a
02 mennyiségét stressz esetén (Gong et al., 2014; Ma et al., 2017).

A tulzott ROS felhalmozddas oxidativ stresszt valt ki, ami lipidperoxidaciot és a
membranok sériilését, végiil sejthalalt okoz (Biswas és Mano, 2015), ezért a kovetkezd 1épésben
vizsgaltuk a levélkorongok ionveszteségét kontroll koriilmények és hosszutavl sostressz esetén.

Az alacsonyabb ROS szinteket tdmasztjak ald a mérések, mivel mind a FvSAMS, mind a
FVSAMDC vonalakban alacsonyabb ionveszteséget mértiink kontroll és sostressz hatasara is, mint
a vad tipusban. Kontroll koriilmények kozott a FvSAMS vonalakban ~1,3-szor mig a FvSAMDC
vonalakban ~1,8-szor alacsonyabb ionveszteséget tapasztaltunk a vad tipushoz viszonyitva. Ezek
az értekek néttek sostressz hatasara, a FVSAMS vonalkban ~1,4-szer, mig a FVSAMDC
vonalakban ~1,9-szer volt kisebb az ionveszteség, mint a vad tipusban (24. / ¢ abra). Hasonlo
eredményekrél szamolnak be a héstresszelt YSSAMDC-t (y: yeast) tiltermelé paradicsomban is
(Cheng et al., 2009). A SISAMS-t taltermeld paradicsomban NaHCO3 (szodabikarbona) stressz,
mig MfSAMS1-et taltermeld Nicotiana tabacum-ban hideg stressz hatasara detektaltak
szignifikansan alacsonyabb ionveszteséget, mint a vad tipusban (Gong et al., 2014; Guo et al.,
2014).
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24. abra: A H>O (bal panel) és az O»- (jobb panel) immunolokalizaciojanak és relativ
mennyiségének meghatarozasa. A vonal 1 cm-t jelol (a). A transzgénikus vonalak és a vad tipus
H20. mennyiségének meghatarozasa, SD+, n=3 (P<0,05), a ** a kontrollhoz viszonyitva (b). A
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transzgénikus vonalak €s a vad tipusu levélkorongok ionveszteségének meghatarozasa, SD=+, n=3
(P<0,001), a ** a kontrollhoz viszonyitva (C).

Szamos korabbi tanulméany szamol be arr6l, hogy mind a SAMS, mind a SAMDC
tultermeltetése fokozza az antioxidans rendszer enzimeinek aktivitasat a fokozott poliamin
bioszintézisen keresztiil (Wi et al., 2006; Gong et al., 2014; Guo et al., 2014; Wi et al., 2014; Ma
et al., 2017). A poliaminok kétféle modon kontrollalhatjdk a ROS-ok homeosztazisat. Az egyik
utvonal, hogy gatolhatjak a fémek auto-oxidacidjat, ami a ROS-ok generdlodasdhoz sziikséges
elektron mennyiséget csokkenti (Shi et al., 2010). A masik Utvonal kozvetleniil fokozza az
antioxidans rendszer enzimeinek aktivitasat (Shi et al., 2010; Mostofa et al., 2014). Feltételezések
szerint a poliaminok és a ROS-ok kozotti kolesonhatas a plazmamembranon megy végbe, ahol a
poliaminok a pozitiv toltésiik miatt blokkolni tudjak a kationcsatornakat (Williams, 1997,
Dobrovinskaya et al., 1999; Zepeda-Jazo et al., 2008; Bose et al., 2011; Zepeda-Jazo et al., 2011).

Osszefoglalva feltételezhetd, hogy a csdkkent H202 és a O2” mennyiséget, ezaltal a fokozott
membranstabilitist a nagyobb mennyiségli poliaminok okozzak kozvetve a FVSAMS-t és a
FVSAMDC-t taltermel6 vonalakban.

5.6.5 A prolin mennyiség

A ROS-ok mellett a sejtekben felhalmozodo prolin mennyisége is informaciot ad a
novények stresszeltségi fokarol. A prolint egy stresszeltségi allapotot jelzd aminosavnak
tekintenek, mivel szamos névényfajban halmozodik fel kornyezeti stresszek hatasara (Szabados
és Savoure, 2010), ezért vizsgaltuk a kontroll €s a sostresszelt transzgénikus €s a vad tipus
leveleinek prolin tartalmat.

A FVSAMS vonalakban kontroll koriilmények kozott enyhén emelkedett, illetve
megkdzelitdleg azonos prolin mennyiségeket mértiink, mint a vad tipusban, mig sostressz hatasara
prolin tobblet volt kimutathat6 a transzgénikus vonalakban (~1,2-szeres), de a kiilonbség nem volt
szignifikans a vad tipushoz viszonyitva, mig egy korabbi tanulmanyban a BvM14-SAMS2-t
overexpresszalo Arabidopsis-ban fokozott prolin mennyiséget detektaltak sostressz hatasara a vad
tipushoz képest (Ma et al., 2017). A FVSAMDC vonalak esetében kontroll koriilmények kozott
enyhe prolin tobbletet mértiink, mig sostressz hatasara a prolin mennyisége ~4,3-Szorosara
emelkedett a vad tipusu ndvényekben mért értékekhez képest, amelyekben a stressz hatasara csak
enyhén nétt a prolin mennyisége. A fokozott prolin mennyiségnek szamos pozitiv hatasa van az
abiotikus stressztoleranciara és a prolin felhalmozdodés egyenes ardnyban all a nagyobb
Osszpoliamin szintekkel még akkor is, ha k6zds prekurzoron, a glutaminsavon (Glu) osztoznak
(Simon-Sarkadi et al., 2006; Wen et al., 2011; Cvikrova et al., 2012). Eredményeink alapjan a
FVSAMS enyhén, mig a FYSAMDC tultermeltetése jelentés mértékben fokozta a prolin tartalmat
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sOstressz esetén, ami Osszhangban van a FvSAMDC vonalaknal mért nagyobb Ossz szabad
poliamin tartalommal, viszont a FvSAMS vonalaknal mért nagyobb 6ssz szabad poliamin tartalom

sOstressz hatasara nem mutatott pozitiv korrelaciot a detektalt prolin tartalommal (25. / a abra).

5.6.6 A lignin tartalom

A SAM-nak a lignin a legfébb metabolikus fogyasztoja, ezért vizsgaltuk, hogy a ‘SAM
hidny’ és a ‘SAM tobblet” hogyan befolyasolja a ndvények lignin tartalmat kontroll és sostressz
hatasara (25. / b abra).

A lignin a novények egyedfejlédése soran az elsddleges és a masodlagos sejtfal kozott
halmozodik fel és noveli annak szilardsagat, a nagyobb szilardsag pedig fokozza a névények
biotikus és abiotikus stresszekkel szembeni tolerancidjat. Kontroll koriilmények kozott a
transzgénikus vonalakban szignifikdnsan magasabb lignin tartalmat detektaltunk a vad tipushoz
viszonyitva (a FvSAMS vonalakban ~2,8-szor, mig a FvSAMDC vonalak esetében ~1,8-szor volt
magasabb). A sostressz hatasara a vad tipusban és a FvSAMS vonalakban is ndvekedett a lignin
mennyisége, mig a FvSAMDC vonalakban a kontroll koriilményekhez képest is csokkent a lignin
tartalom. A FYSAMS vonalak esetében ~1,7-szer tobb, mig FVSAMDC vonalakban ~1,5-sz6r
kevesebb lignint detektaltunk, mint a vad tipusu hajtasokban sostressz hatisara. Korabbi
tanulmanyokban fokozott lignifikéaciot figyeltek meg a vizhidnyos cirok és a sostresszelt kukorica
ndvényekben, valamint a sostresszelt szoja ndvények gyokereiben (Azaizeh és Steudle, 1991; Cruz
et al., 1992; Neves et al., 2010). Sanchez-Aguayo et al. (2004) eredményei szerint a s6 stresszelt
paradicsomban a nagyobb SAM aktivitas dsszefliggésben volt a sostressz hatasara a vaszkularis
szovetekben felhalmoz6do fokozott mennyiségli ligninnel.

Méréseink alapjan kontroll koriilmények kozott mind a ‘SAM hidny’, mind a ‘SAM
tobblet’ fokozta a lignifikaciot a transzgénikus vonalakban, azonban sostressz hatasara a ‘SAM
hiany’ jelentés mértékben csokkentette, mig a ‘SAM tobblet’ jelentésen novelte a lignin
felhalmozodasat, ami kozvetlen modon fokozhatta a FvSAMS vonalak sostressz elleni

tolerancidjat.

5.6.7 Az etilén és a poliaminok mennyisége

Mivel a SAM kozvetlen prekurzor molekuldja az etilén bioszintézisnek és az etilén szamos
stresszvalaszban jatszik szerepet, ezért vizsgaltuk, hogy a FVSAMS és a FYSAMDC taltermeltetése,
hogyan befolyasolja az etilén mennyiségét kontroll és sostressz hatasara (25. / ¢ abra).

Mind az etilén, mind a poliaminok fontos szabalyoz6 szerepet jatszanak a ndvények
biotikus és abiotikus stresszvalaszaiban (Miiller és Munné-Bosch, 2015; Romero et al., 2018),
szamos korabbi tanulmany szamol be azonban az etilén és a poliamin metabolizmus
antagonisztikus hatasardl kiilonbozé biotikus €s abiotikus stresszek hatdsara (Li et al., 2004;
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Nambeesan et al., 2012; Yu et al., 2016). Eredményeink alapjan a FvSAMS vonalakban mind a
kontroll, mind a sostresszelt novényekben enyhén alacsonyabb etilén mennyiségeket mértiink a
vad tipushoz viszonyitva (mindkét esetben ~1,1-szer alacsonyabbat), hasonloképpen a MfSAMS1
taltermeltetése  Nicotiana tabacum-ban sem okozott szignifikdns valtozast az etilén
mennyiségében (Guo et al., 2014), de a SAMS tualtermeltetése stressz hatasara fokozta az etilén
mennyiségét a paradicsomban €s az Arabidopsis-ban is (Gong et al., 2014; Kim et al., 2015).
Kontroll koriilmények kozott a FVSAMDC enzimet taltermeld vonalakban enyhén tobb etilént
mértiink, mint a vad tipusban (~1,1-szer tobbet), de a kiilonbség nem volt szignifikans, mig
sOstressz hatasara az etilén mennyisége ~1,5-sz0r volt nagyobb, mint a vad tipusban, amelyekben
a sostressz hatdsara enyhe csokkenés volt megfigyelheté a kontroll koriilmények kdzott mért
értékekhez képest. A SAMDC antiszensz gatlasa dohanyban nem okozott szignifikans valtozast az
etiléntermelésben (Torrigiani et al., 2005), de az AtSAMDC tualtermeltetése Arabidopsis-ban
csokkentette az etilén mennyiségét (Hu et al., 2006).

A poliaminok szerepet jatszanak az ozmotikus szabdlyozasban, a membranstabilitasban, a
szabad gyokok eltavolitasaban és a sztomak mozgasanak szabalyozasaban az abiotikus stresszek
alatt (Liu et al., 2007), ezért vizsgaltuk, hogy a FVSAMS és a FVSAMDC taltermeltetése hogyan
befolyasolja az etilén mellett a poliamin mennyiségeket kontroll és hosszitavi sostressz esetén
(25./ d abra).

A putreszcin (Put) mennysiége csak a FvSAMDC vonalakban volt szignifikansan nagyobb
kontroll koriilmények kozott és a sostressz hatasara is. A SAMDC taltermeltetése fokozta a Put
felhalmozodasat a rizsben és a dohanyban is (Roy és Wu, 2002; Waie és Rajam, 2003), azonban
mas tanulmanyokban SAMDC-t tultermeld transzgénikus ndvényekben a Put mennyisége nem
valtozott szignifikansan a stressz hatasara, a spermidin (Spd) és a spermin (Spm) tartalom viszont
fokozodott (Wi et al., 2006; Cheng et al., 2009; Peremarti et al., 2009; Zhao et al., 2010; Wi et al.,
2014). A FvSAMS vonalak esetében stressz hatasara szignifikansan alacsonyabb Put
mennyiségeket detektaltunk, mig a korabbi tanulmanyokban arrél szdmolnak be, hogy a SAMS
tultermeltetése mar kontroll koriilmények kozott is csokkent Put felhalmozodast okozott (Gong et
al., 2014; Ma et al., 2017). A Spd mennyisége mind a FYSAMS, mind a FvSAMDC vonalak
esetében szignifikdnsan nagyobb volt kontroll és sostressz hatdsara is, de nagyobb mértékben a
FVSAMDC vonalakban novekedett. A Spm mennysiége csak a FvSAMDC vonalakban volt
szignifikdnsan magasabb kontroll és sostressz esetén is, mig a FvSAMS vonalak esetében csak
sostressz hatdsdra detektaltunk szignifikdnsan nagyobb Spm mennyiségeket. A korabbi
tanulmanyokban a SAMS ¢s a SAMDC tultermeltetése is fokozta mind a Spd, mind a Spm
mennyiségét (Roy és Wu, 2002; Waie és Rajam, 2003; Wi et al., 2006; Cheng et al., 2009;
Peremarti et al., 2009; Gong et al., 2014; Wi et al., 2014; Maet al., 2017). Az 6ssz szabad poliamin
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(PA) tartalom mind a FYSAMS, mind a FvSAMDC vonalakban szignifikinsan magasabb volt
kontroll koriilmények kozott €s sostressz hatasara is, de a FVSAMDC tultermeltetése jelentdsebb
mértékben fokozta az 6ssz szabad poliamin szintet, mig a “SAM tdbblet” a FvSAMS vonalak
esetében kisebb mértékli felhalmozodast okozott. A korabbi tanulmanyok alapjan az etilén
mennyisége pozitivan korrelal a spermidin és a spermin mennyiségekkel, mig a putreszcinnel
negativ korrelacioban all (Handa és Mattoo, 2010), a FvSAMDC vonalakban mért nagyobb
spermidin és spermin mennyiségek és a fokozott etilén produktum a soOstressz hatdsara
Osszhangban van a korabbi irodalmi adatokkal, ugyanakkor a FvSAMS vonalakban mért nagyobb
spermidin és spermin mennyiségek mellett csokkent etilén termelddést detektaltunk sostressz
esetén. A FYSAMDC vonalakban mért adatok alapjan ugy tiinik, hogy a szabad poliamin szintek
¢s a prolin tartalom, valamint az etilén mennyisége kdzott pozitiv-, mig a szabad poliamin szintek
¢s lignin tartalom kozott negativ korrelacid van sostressz hatdsara. Méréseink alapjan a szamos
korabbi tanulménnyal ellentétben az etilén és a poliamin bioszintézis nem volt antagonista hatassal

egymasra az altalunk vizsgalt kisérleti rendszerben.
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25. abra: A transzgénikus vonalak és a vad tipus prolin tartalmanak meghatarozasa, SD+, n=3
(P<0,1) (a). A transzgénikus vonalak és a vad tipust hajtasok lignin tartalmanak meghatarozasa,
SD+, n=3 (P<0,001) (b). A transzgénikus vonalak és a vad tipusi levélkorongok etilén
termelésének meghatarozasa, SD+, n=3 (P<0,5) (c). A transzgénikus vonalak és a vad tipust
novények szabad poliamin tartalmanak meghatarozasa, SD+, n=3 (P<0,5) (d). A ** a kontrollhoz
viszonyitva
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5.6.8 Az etilén, a poliamin, a nikotin és a lignin metabolizmusaban résztvevo gének relativ
expresszioja

Vizsgaltuk az etilén metabolizmusban [SAM szintaz (SAMS); ACC szintaz (ACS)], a
poliamin metabolizmusban [SAM szintaz (SAMS); SAM dekarboxilaz (SAMDC); spermidin
szintaz (SPDS); spermin szintaz (SPMS)], a SAM reciklizaciojaban [SAH hidrolaz (SAHH)] és két
masodlagos metabolit, a nikotin [putreszcin N-metiltranszferaz (PMT)] és a lignin [fahéjalkohol
dehidrogenaz (CAD)] bioszintézisében résztvevo gének relativ expresszidjat, mivel ezek a gének
olyan metabolizmusokban jatszanak szerepet, amelyek szdmara a SAM szolgal szubsztratként.
(26. abra).

Mind a FvSAMS, mind a FYSAMDC vonalakban a SAMS-nak, a SAMDC-nak, a SPMS-
nak, a SAHH-nak és a CAD-nak szignifikansan nagyobb volt az expresszidja kontroll és sostressz
hatasara is a vad tipushoz viszonyitva. Az ACS relativ expresszidja kontroll koriilmények kozott a
FvSAMS ¢és FVSAMDC vonalakban is alacsonyabb szintet mutatott. A soéstressz hatasara a vad
tipusban és a FVSAMS vonalakban a kontroll koriilmények kozott mért értékekhez képest
alacsonyabb ACS expressziot mértiink (a FYSAMS vonalak esetében a vad tipushoz viszonyitva is
alacsonyabbat), mig a FVSAMDC vonalakban szignifikinsan magasabb ACS expressziot
figyeltink meg, mint a vad tipusban. A SPDS gén esetében kontroll koriilmények kozott a
FVSAMS vonalakban alacsonyabb expressziot, mig a FVSAMDC vonalak esetében enyhén
magasabb expressziot mértiink, mint a vad tipusban, de a kiilonbség nem volt szignifikans. A
SPDS relativ expresszidja soOstressz hatasara a vad tipusban és a FVSAMS, FvSAMDC
transzgénikus vonalakban is novekedett, de a FV'SAMS ¢és a FVSAMDC vonalak esetében
szignifikdnsan magasabb értékeket mértink a vad tipushoz viszonyitva, a FvVSAMS-25
kivételével, ahol a kiilonbség nem volt szignifikans. A PMT szintetizalja a N-metilputreszcint, ami
a kiindulasi szubsztratként szolgal a nikotin bioszintézisében (Sato et al., 2001). A PMT relativ
expresszioja kontroll koriilmények kozott a FYSAMS vonalakban szignifikansan alacsonyabb, mig
a FVYSAMDC vonalak esetében szignifikansan nagyobb volt a vad tipushoz viszonyitva, de
sOstressz hatasara a FvSAMS és a FvSAMDC vonalakban is szignifikansan magasabb értékeket
mértiink, mint a vad tipusban (a FYSAMDC vonalak esetében a PMT relativ expresszidja ~34,9-
szer volt nagyobb). A lignin bioszintézisben résztvevé fahéj-alkohol dehidrogenaz (CAD) relativ
expresszidja a transzgénikus vonalakban kontroll koriilmények kozott a FWSAMDC-76-0s vonal
kivételével szignifikdnsan magasabb volt a vad tipushoz viszonyitva, mig sostressz esetén enyhe
novekedés volt megfigyelhetd a CAD relativ expresszidjaban a vad tipusban és a FVSAMS
vonalakban is. A FYSAMDC vonalak esetében a PMT-hez hasonloan jelentdsen ndvekedett a CAD

relativ expresszioja is, ~5,1-szer volt nagyobb, mint a vad tipusban mért érték, de a FWSAMDC
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vonalakban a CAD magas relativ expresszidja sostressz esetén nem allt pozitiv korrelacioban a
mért lignin mennyiségekkel.

A korabbi irodalmi adatok alapjan a SAMS tultermeltetése a paradicsomban, a dohanyban
¢és az Arabidopsis-ban fokozta a SAMS, a SAMDC, az ACS, a SPDS és a SPMS gének relativ
expressziojat (Gong et al., 2014; Guo et al., 2014; Kim et al., 2015), mig a FVSAMS ttltermeltetése
hasonloképpen novelte a SAMS, a SAMDC, a SPDS, a SPMS, a SAHH és a CAD gének relativ
expressziojat, azonban az ACS expresszioja csokkent értéket mutatott, amit a mért etilén
mennyiségek is igazoltak.

A SAMDC taltermeltetése a dohanyban és az Arabidopsis-ban fokozta a SAMDC és
csokkentette az ACS relativ expressziojat (Wi et al., 2006; Wi et al., 2014), mig nem transzgénikus
rendszerben vizsgalva a rovid idejii sostressz az almaban és az Arabidopsis-ban is fokozta a
SAMDC1, a SPDS1 és a SPMS mRNS mennyiségét (Urano et al., 2003; Liu et al., 2008). A
FVSAMDOC taltermeltetése viszont nvelte a SAMS, a SAMDC, az ACS, a SPDS, a SPMS, a SAHH,

crer
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26. abra: Relativ expresszios mérések, SD+, n=4 (P<0,01), a ** a WT-hez viszonyitva.

5.6.9 A hosszutavu séstressz hatasanak osszesitése a transzgénikus vonalak és a vad tipusia
novények élettani paramétereire

A kontroll koriilmények kozott és a 10 mM NaCl stresszelt FvSAMS-22, FYSAMS-25,
FVSAMDC-73, FvSAMDC-76 transzgénikus vonalakban és a vad tipusban mért novényélettani
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paraméterek Osszesitését a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze. A valtozas mértékét a vad tipushoz

viszonyitva adtuk meg.

3. tablazat: A FvSAMS ¢s a FvSAMDC vonalakban mért ndvényélettani paraméterek 6sszesitd
tablazata a vad tipushoz (WT) viszonyitva. A 1 nyil a ndvekedést, a | nyil az értékek csokkenését
mutatja. A szdmok a ‘szoros’ valtozast jelzik.

FVSAMS | FvSAMDC | FVYSAMS | FYSAMDC
Kontroll kériilmények 10 mM NacCl stressz
(*-os valtozas) (*-os valtozas)

Biomassza produktum/WT ~15() ~1,9(1) ~2(M) ~2,6(1)
Hajtashossz/WT ~14() ~15() ~1,6 (1) ~1,9(1)
Klorofill a és b tartalom/WT ~1,3(1) ~1,6 (1) ~1,7(1) ~19(1)
H202 mennyiség/WT ~1,2(]) ~1,4()) ~1,3()) ~1,8(])
Tonveszteség/WT ~1,3(]) ~1,8() ~1,4(]) ~1,9()
Prolin tartalom/WT ~1,1(M ~1 ~1,2(1) ~43(
Lignin tartalom/WT ~28( ~1,8(1) ~1,7(1) ~15()
Etilén termelés/WT ~1,1() ~1,1(1) ~1,1()) ~15()
Szabad poliamin tartalom

Put/WT ~1,1(]) ~1,3(1) ~12() ~1,2(7)
Spd/WT ~12(1) ~13() | ~13() | ~18(D
Spm/WT ~1.2(1) ~13() | ~13() | ~18(D
Ossz szabad poliamin/WT ~1,1(1) ~1,3(1) ~1,2(1) ~1,7(1)
Relativ expresszios mérések

SAMS/WT ~1,8(1) ~2,0(1) ~39(M) ~24(7)
SAMDC/WT ~1,2(1) ~1,2(1) ~1,2(1) ~1,6(7)
ACS/WT ~1,2(]) ~1,1() ~1,4 () ~2,2(7)
SPDS/WT ~1 ~1,1(1) ~1,2(1) ~1,4(7)
SPMS/WT ~1,2(1) ~14 (1) ~1,2(1) ~15(1)
SAHH/WT ~15(1) ~18(1) ~1,3(1) ~1,3(1)
PMT/WT ~48(]) ~24 (1) ~3,0(1) ~34,9 (1)
CAD/WT ~17() ~1,3(1) ~14 (1) ~51(7)

A mérések alapjan az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a kontroll koriilmények kozott mért
prolin-, valamint a kontroll és a sostressz hatasara mért lignin tartalom kivételével a FVSAMDC
tiltermeltetése kedvezébben befolyasolta a trangénikus vonalak ndvényélettani paramétereit mind

kontroll koriilmények, mind 10 mM NaCl stressz hatasara, mint a FvSAMS overexpresszidja.
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57 A FWSAMS:sGFP ¢és a FvSAMDC::sGFP fazios fehérjék szubcellularis
lokalizaciojanak meghatarozasa és az aminosav szekvenciak bioinformatikai elemzése

Els6 1épésben tranziens expresszioval vizsgaltuk a FVSAMS::sGFP, a FvSAMDC::sGFP,
a FVSPDS::sGFP (nem publikalt, sajat konstrukcio) és a 35Spr0:SGFP (nem publikalt, sajat
konstrukcio) fazidés fehérjék sejten beliili lokalizacidjat (27. abra). A FVSAMS::sGFP, a
FVSAMDC::sGFP ¢és a 35Spro:SGFP konstrukcid tranziens expresszids vizsgalata soran sejtmagi
¢s citoplazmas lokalizacidt, mig a korabbi megfigyelések alapjan mar detektalt FVSPDS::sGFP
fuzids fehérje esetében csak citoplazmas lokalizacidt tapasztaltunk a Nicotiana benthamiana
levelek epidermalis sejtjeiben. A tranziens expresszio soran felfigyeltiink arra, hogy mindharom
(@ FvSAMS::sGFP, a FvSAMDC::sGFP ¢és a 35Spro:SGFP) vektorkonstrukcio mutatott
endoplazmatikus retikulum jelet (28. / a abra), ezért endoplazmatikus retikulum (ER) jelolést
hasznaltunk a CellLight™ ER-RFP alkalmazasaval (28. / b abra). A FVSAMS::sGFP és a
FVSAMDC::sGFP fuziés konstrukcido esetén gyengébb endoplazmatikus retikulum jelet
detektaltunk, mint a kontroll 35Spr::SGFP konstrukcidval. A stabil FvSAMS és a FYSAMDC
transzformansok esetében nem tapasztaltunk hasonl6 jelenséget, ezért azt feltételezziik, hogy az
infiltracié okozta mechanikus és biotikus stresszre adott valaszt figyeltik meg, mivel mind a
biotikus, mind az abiotikus stresszek a kigombolyodott fehérjék felhalmozodasat okozzak, amit az
endoplazmatikus retikulum membranjanak specifikus szenzor fehérjéi érzékelnek. Ezek a szenzor
fehérjek a hésokk- (chaperonok) €s mas fontos fehérjéket kodolo gének expressziojat valtjak ki,
(ERAD). A kigombolyodott fehérjékre adott valasz egy konzervalt stresszreakcié az
eukariotakban, a jelenséget UPR-nek (UPR — Unfolded Protein Response) nevezik, és feltehetéen
figyeltiik meg (Walter és Ron, 2011). Az ER-jeloléshez a levélszoveteket fixaltuk, ami a sGFP jel
gyengiilését okozta, igy vehettiik észre a FVSAMS::SGFP esetében a kiilon sejtmagi és a
sejtmagvacska jelet, amit a stabil transzformansok esetében is lattunk a sejtmagokrol késziilt 3
dimenzids képeken. A SAMS sejtmagvacska lokalizacidjat korabban még nem publikaltak (29.
abra). A 29. abra a paneljében a FVSAMS::sGFP fuzids fehérje tranziens expresszid soran
detektalt, mig a 29. / b 4bran a stabil transzformansokban megfigyelt sejtmagvacska lokalizacio
lathatd. A novényekben a sejtmagvacska harom komponensbdl épiil fel: a fibrillaris centerbdl (FC
- Fibrillar Center), a stirti fibrillaris komponensb6l (DFC - Dense Fibrillar Component) és a
granularis komponensbdl (GC - Granular Component). A 29. / a abra B1 képen megfigyelheto,
hogy a fibrillaris center kivételével vagy a siirli fibrillaris komponensben vagy a granuléris
komponensben vagy mindkettében lokalizalodik a FVSAMS::sGFP. Mindkét sejtmagvacska

komponens a ribdszomak biogenezisében vesz részt, a DFC tartalmazza a fibrillarin fehérjét (Sirri
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et al.,, 2008), ami a riboszomalis RNS-ek (rRNS) érésében jatszik szerepet. A Nicotiana
benthamiana Fibrillarin2 (NbFib2) fehérjén mar azonositottak egy MTaz (AdoMet fiiggd
metiltranszferaz) régiot, ami SAM-kot6 motivumokat tartalmaz és sejtmagvacska lokalizacioval
rendelkezik (Zheng et al., 2016), tehat a FVSAMS: :sGFP sejtmagvacska lokalizacioja a riboszoma
szintézisben valo szerepére utalhat azaltal, hogy in situ allitja el a legfébb metil-csoport donort,
a SAM-ot.

sGFP Kiorofill Egyesitett

Kezeletlen kontroll

35SP,0:
FvSAMS::sGFP

35Spm
vSAMDC::sGFP

35800
FvSPDS::sGFP

358,,,SGFP

27. abra: A FvSAMS::sGFP, a FVSAMDC::sGFP, a FvSPDS::sGFP és a 35Spro:SGFP tranziens
expresszios mintazata az epidermalis sejtekben. A vonal 10 pm-t jel6l.
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28. abra: A FVSAMS::sGFP, a FVSAMDC::sGFP és a 35Spro:SGFP specifikus tranziens
expresszidos mintazata az epidermalis sejtekben (a). Cellight ER-RFP BacMam 2.0 reagenssel
jelolt endoplazmatikus retikulum (bal panel) és sejtmagi sGFP jel (jobb panel) (b). A vonal 10
um-t jelol.
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Klorofill+CellLight™

Egyesitert (b) Egyesitett (3D-ben)

29. abra: A FVSAMS::sGFP jel az epidermalis sejtek sejtmagvacskajaban tranziens expresszioval
vizsgalva (a). A FVSAMS::sGFP sejtmagvacska lokalizacioja a stabil transzformansok 0szlopos
parenchima sejtjeiben 3 dimenzidban (3D) szemléltetve. Az A-A’ és a B-B’ képek ugyanarrol a

sejtmagrol késziiltek (b). Az abran fehér nyilakkal jeloltiik a FVSAMS::sGFP sejtmagvacska
lokalizaciojat. A vonal 10 pum-t jelol.

\

A stabil transzformansokban is vizsgaltuk a FVSAMS::SGFP ¢s a FYSAMDC::sGFP fuzios
fehérjék lokalizaciojat kontroll koriilmények kozott és sostressz hatasara (30. / a abra). A
tranziens expresszios vizsgalatokhoz hasonloan a FVSAMS::sGFP sejtmagi, sejtmagvacska és nem
homogén citoplazmas, mig a FVSAMDC::sGFP sejtmagi és homogén citoplazmas lokalizaciot
mutatott. A SAMS-t citoplazmas lokalizacioju enzimként jellemzik a névényekben (Schroder et
al., 1997; Ravanel et al., 1998; Hanson és Roje, 2001), de jabb kutatasok szerint a patkany
esetében, mar sejtmagi és citoplazmas lokalizaciorol szamolnak be (Reytor et al., 2009). A vizsgalt
metionin adenozil transzferaz (MAT=SAMS) I/III izoenzimek a legtobb patkanyszovetben mind
sejtmagi, mind citoplazmas lokalizaciot mutattak. A sejtmagi lokalizaciot foként a majon kiviili
szovetekben figyelték meg és bizonyitottak, hogy a fehérje C terminélis doménjének struktiraja
hatarozza meg mind a sejtmagi, mind a citoplazmas lokalizaciot. Reytor et al. (2009) azt is leirjak,
hogy az MATI sejtmagi felhalmozodasa pozitiv korrelaciot mutatott a hiszton H3K27
trimetilezddésével, ami a véleményiik szerint gatolhatja a transzkripciot.

A 30. /a abran lathatd, hogy a kontroll koriilmények kozott és a sostressz esetén is a
FVSAMDC::sGFP gyenge sejtmagi ¢s homogén citoplazmas eloszlast mutat. A korabbi
tanulmanyokban a SAMDC enzim kloroplasztisz, mitokondrilis és citoplazmas aktivitasrol
szamolnak be novényekben (Yamanoha és Cohen, 1985; Torrigiani et al., 1986) és citoplazmas

lokalizaciorol emlésokben (Gritli-Linde et al., 1995). Mivel nem detektaltunk sem kloroplasztisz,
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sem mitokondridlis sGFP jelet, ezért a FvSAMDC aminosav szekvenciat TargetP 1.1
alkalmazassal vizsgaltuk. A szoftver prediktalasa alapjan 7% valoszintiséggel kloroplasztisz, 9%-
kal mitokondrialis és 80%, hogy ’egyéb’ lokalizacioji. Mivel SAMDC inaktiv proenzimként
szintetizalodik és autokatalizissel aktivalodik, tovabba a FVSAMDC::sGFP fuzios fehérjét random
modon tobb tucat preparatumbdl is csak néhany alkalommal sikeriilt megfigyelniink, ezért azt
feltételezziik, hogy ezt a jelenséget a fehérje rovid félélet ideje (Pegg et al., 1986), illetve az enzim
szigort transzlacios és/vagy poszttranszlacios szabalyozasa okozhatja. Korabbi kutatasok mar
bizonyitottdk, hogy a SAMDC szigoruan szabalyozott mar transzkripcios €s poszttranszkripcids
szinten is (Hu et al., 2005).

A stabil transzformansokban megfigyeltiik, hogy a FVSAMS::SGFP sejtmagi szubcellularis
lokalizacidja a citoplazma irdnyaba tolddik el sostressz hatdsara, mig a FY'SAMDC::sGFP fehérje
mennyisége soOstressz esetén egyenes aranyban né mindkét (sejtmag, citoplazma)
sejtkompartmentben, ezért meghataroztuk a sGFP relativ fluoreszcens intenzitasat (30. / b abra).
Ezen az abran szadmszerisitve lathato, hogy a FVSAMS::SGFP kontroll koriilmények kozott
intenzivebb sejtmagi ¢és soOstressz hatasara erdssebb citoplazmds jelet generdl, mig a
FVSAMDC::sGFP intenzitasa sostressz esetén egyenes aranyban fokozddik mind a sejtmagban,

mind a citoplazméban a kontroll koriilmények kdzott mért intenzitdshoz képest.
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30. abra: A FVSAMS::sGFP ¢és a FVSAMDC::sGFP expresszids mintazata a stabil
transzformédnsok oszlopos parenchima sejtjeiben kontroll koriilmények kozott és 10 mM NaCl
stressz hatasara. A vonal 10 pm-t jelol (a). A FVSAMS::sGFP ¢és a FYSAMDC::sGFP fazios
fehérjék relativ fluoreszcens intenzitasa a sejtmagban €s a citoplazméaban kontroll koriilmények

kozott és sostressz hatasara. SD+, n=10 (P<0,001), a ** a kontrollhoz viszonyitva (b).

Korabban mar emlitettiik, hogy a FYSAMS::sGFP a FYSAMDC::sGFP-vel ellentétben nem
¢s a kloroplaszt plazmamembran kornyékén lokalizalodik. Ezt jol szemlélteti a 31. / a abra, amely
a FVSAMS::sGFP ¢és a FVSAMDC::sGFP valamint FvSPDS::sGFP (csak citoplazmas
lokalizacioji, nem publikalt sajat adat) fuzids fehérjék kozotti lokalizaciobeli kiilonbségeket
szemlélteti. A 31. / b abran a 31. /a abra 2 dimenzioés képei lathatéak 3 dimenzioban, ezaltal a

sGFP lokalizacidbeli kiillonbsége még jobban megfigyelhetd.
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31. abra: A FVSAMS::sGFP, a FVSAMDC::sGFP ¢s a FvSPDS::sGFP kiilonb6zd citoplazmas
lokalizacidja az oszlopos parenchima sejtekben (A-D). A vonal 10 pum-t jelol (a). A
FVSAMS::sGFP, a FYSAMDC::sGFP ¢és a FvSPDS::sGFP citoplazmas lokalizacidja és a vad
tipusti 0szlopos parenchima sejtek 3D-ben (A’-D’). A vonal 20 pum-t jeldl (b). Az abran fehér
nyilakkal jeloltik a FVSAMS::sGFP citoplazma plazmalemma kornyéki és kloroplaszt
plazmamembran lokalizaciojat.

A FVSAMS vonalak esetében, arra a jelenségre is figyelmesek lettiink, hogy a
FVSAMS::sGFP fuzios fehérjének a detektalhatdé mennyisége valtozott a kiilonbozo
levélszinteken. Feliilrél a legfelsé levél szinte minden sejtjében észleltiik a FVSAMS::sGFP
fehérjét, lefelé haladva a levélszinteken egyre kevesebb sejtben lattuk a FVSAMS::sGFP
kifejez6dését, mig végiil mar csak a sztomak zardsejtjeiben kaptunk jelet (32. /a abra). Emellett a
FVSAMS::sGFP fuzios fehérjét nemcsak az idésebb levelek, hanem a magoncok szikleveleiben is

csak a sztomak zardsejtjeiben detektaltuk (32. / b, ¢ abra), ezért azt feltételezziik, hogy a sztoma

apparatus szabdlyozdsdban, azaz a sejtlégzésben, a fotoszintetikus gazcserében ¢€s a
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parologtatasban is fontos szerepet tolt be a SAMS enzim. Hasonlo jelenséget a FvSAMDC vonalak

esetében nem figyeltiink meg.
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32. abra: A FVSAMS::sGFP fehérje eltérd expresszidja a kiilonbozo levélszinteken. A vonal 30
um-t jelol (a). A FvSAMS stabil tranformasokban a FYSAMS: :sSGFP kifejez6dése az 6regebb levél
(b), illetve a csirandvény sztomak zarosejtjeiben (C). Az abran fehér nyilakkal jeloltik a
FVSAMS::sGFP sejtmagi lokalizaciojat a sztomak zarosejtjeiben. A vonal 10 pm-t jeldl.

Az iddsebb levelekben a csokkent FVSAMS::sGFP fuziés fehérje jel megértéséhez
vizsgaltuk a FvSAMS transzgénikus vonalak feliilrél az 1.-4. és az 5.-7. levélszintek
FVSAMS::sGFP mRNS mennyiségét. Annak ellenére, hogy a felsébb levélszinteken tobb sejtben
detektaltuk a FVSAMS::sGFP-t, mint az alsobb levélszinteken, a mRNS mennyiségben forditott

eredményt kaptunk, vagyis az alsobb levélszinteken ~2-5-sz6r nagyobb mennyiségli mRNS-t

detektaltunk (33. abra).
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33. abra: A FVSAMS::sGFP relativ expreszidja az 1.-4. és az 5.-7. levélszinteken. SD+, n=4
(P<0,001), a ** az 1.-4. levelekhez viszonyitva.

Hasonlo jelenséget figyeltek meg AtSAMS1-et tiltermeld transzgénikus Nicotiana tabacum
novényekben Boerjan et al. (1994), ugyanis a levélszinteken feliilrél lefelé haladva novekedett az
AtSAMS1 mRNS mennyisége, de az AtSAMS]1 enzimaktivitasa forditott korrelacioban allt a mért
mRNS mennyiségekkel. Késdbb bizonyitottak, hogy az AtSAMS1 mRNS mennyisége és az
enzimaktivitasa kozotti forditott korrelaciohoz az AtSAMSL1 nitrogénoxid (NO) indukalt gatlasanak
van koze, amit cisztein-114 (Cys-114) aminosav S-nitrolizaciojaval magyaraztak. Ez a cisztein
hianyzik az AtSAMS2-ben és az AtSAMS3-ban. Az AtSAMS1 bioinformatikai elemzése azt mutatta,
hogy a Cys-114-et a S-nitrozilaciot elGsegitdé aminosavak hataroljak és a S-nitrozoglutation
(GSNO) gatlo hatasa drasztikusan csokkent, amikor a AtSAMS1 Cys-114-et argininnel (R)
helyettesitették. Mivel a SAMS katalizalja az etilén prekurzor S-adenozil-L-metionin szintézisét,
ezért a NO csokkentheti az etilén termelddését a novényekben, igy ez az enzim jelentheti a
kapcsolatot az etilén és a NO jelatviteli utvonalak kozott (Lindermayr et al., 2006). Mivel a korabbi
tanulmanyokban (Gong et al., 2014; Kim et al., 2015) és az altalunk vizsgalt FY"SAMS aminosav
szekvenciajan a Cys-114 helyén arginin (R) van (34. / a abra), ezért feltételezésiink szerint a S-
nitrolizacion kiviil mas transzlacids és/vagy poszttranszlaciés modifikacid is szerepet jatszik a
SAMS enzim gatlasaban. Egy masik publikacié viszont a SAMS treonin-342 (Thr-342) Protein
kinaz C (PKC) éaltali foszforilaciérol szamol be, ami gatolja a SAMS enzimaktivitast (Pajares et
al., 1994), a FvSAMS esetében a prediktalt foszforilalhato treonin és szerin a Thr-112 és a Ser-
271 (34./ b abra, 36. / a abra), ami megfelel a PKC altal preferalt S/TXK/R (Woodgett et al.,
1986) és a TXRX (Pajares et al.,, 1994) (FVSAMS esetében TKRP és SGK) felismerd
szekvenciaknak, ezért lehetséges, hogy a Thr-112 és a Ser-271 foszforilaciojanak szerepe van a

FvSAMS enzimaktivitasanak PKC altali gatlasaban.
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34. abra: Az AtSAMS1 (NP_171751.1), a FVSAMS (XP_004288342.1), a StSAMS1
(NP_001275609.1), a SISAMS1 (NP_001234425.1) S-nitrolizacios régidja (fekete téglalap)
(Lindermayr et al., 2006 alapjan) és az S-nitrolizacidhoz sziikséges ciszten hianya az altalunk
vizsgalt FvSAMS-ben, a Gong et al. (2014) altal publikalt SISAMS1-ben, a Kim et al. (2015) altal
publikalt StSAMS1-ben (piros téglalap). A pontok az AtSAMS1 szekvenciaval vald egyezést
jelolik (a). A prediktalt Thr-112 foszforilacios hely és a protein kinaz C lehetséges felismerd
szekvencigja (piros téglalap) (b).

A FVSAMDC::sGFP esectében felfigyeltiink arra is, hogy egyidejiileg mutatott kiilén
sejtmagi, kiilon citoplazmas és kiilon sejtmagi-citoplazmas lokalizaciot (35. abra). Mivel a
FVSAMDC::sGFP kiilon-kiilon és egyiitt is adott sejmagi és citoplazmas jelet, ezért feltételezésiink
szerint ez jelentheti a SAMDC proenzim eltéré autokatalitikus aktivalodasat a kiilonbozo
sejtkompartmentekben, illetve feltételezheti az enzim egyiranyl mozgasat is, azonban ennek a
mozgasnak az irdnyat citoplazma—sejtmag vagy sejtmag—citoplazma nem sikeriilt azonositani.
A FVSAMDC::sGFP dualis lokalizaciojat tamaszthatja ala Belda-Palazon et al. (2012) tanulmanya
is, amelyben leirjak, hogy a spermidin szintaz sejtmagi és citoplazmas, mig a spermin szintaz
citoplazmas lokalizaciot mutatott. Belda-Palazon et al. (2012) megfigyelték azt is, hogy exogén
spermidin szintaz jelenlétében a spermin szintaz citoplazmas lokalizacioja a sejtmag felé tolodik,
ami a spermidin és a spermin szintézisének bonyolult és komplex folyamatara utal. Mivel a
SAMDC termeli a dcSAM-ot, ami mind a spermidin szintdz, mind a spermin szintdz szamara
szubsztratként szolgal, azaz biztositja az aminopropil csoportot, igy a SAMDC inaktiv formaban

torténd szintézise, a szigoru transzkripcids és transzlacids szabalyozasa, valamint a rovid félélet

ideje magyarazatot adhat a dudlis lokalizaciora a folyamat komplexitasa miatt.
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35. abra: A FVSAMDC::sGFP kiilonb6z6 sejtkompartmentbeli lokalizaciéja az oszlopos
parenchima sejtekben. A vonal 10 um-t jelol.

A detektalt FVSAMS::sGFP sejtmagi, sejtmagvacska, citoplazma plazmalemma kornyéki
és kloroplaszt plazmamembran, valamint a FvSAMDC::sGFP sejtmagi ¢és citoplazmas
lokalizaciojanak aminosav szintli igazolasdhoz vizsgaltuk a szekvencidkat kiilonbozd
bioinformatikai alkalmazasokkal. A bioinformatikai elemzést a TargetP 1.1 (tranzit peptid
meghatdrozasa) a cNLS Mapper 1.0 (nuklearis lokalizacids szignalok /NLS/ azonositdsa), a
NetNES 1.1 (nukleéris export szignalok /NES/ azonositasa), a PHOSIDA (foszforilacios-,
acetilacios- és SUMOilacios helyek azonositasa), GPS-SNO 1.0 (S-nitrolizacios helyek
azonositasa) és a NOD (Nukleolaris lokalizacidés szekvenciak azonositdsa) alkalmazasokkal
végeztiik (36. abra). A TargetP 1.1 eredményét a Melléklet 10. 16, a cNLS Mapper 1.0 eredményét
a Melléklet 10.17, a NetNES 1.1 eredményét a Melléklet 10.18, a NOD eredményét Melléklet
10.19 és a GPS-SNO 1.0 eredményét a Melléklet 10.20 mutatja. Szamos sejtmagi fehérje
tartalmaz, mind NLS-eket, mind NES-eket, ezek a szignalok koordinaljak a sejtmag-citoplazma
kozotti transzportot, mivel a FVSAMS ¢és a FVSAMDC szekvencidk is tartalmaznak bipartit
(kétrétli) nuklearis lokalizacios- €és nukledris export szignalokat, ezért a prediktalt adatok
alatamasztjak mindkét enzim sejtmagi és citoplazmas lokalizacigjat. Reytor et al. (2009) szerint a
SAMS enzim szubcellularis lokalizaciojat C-termindlis doménjének strukturdja hatarozza meg,

ennek alapjan a FYSAMS enzim esetében a Lys-335, 360, 364 acetilacioja és a Lys-387
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SZUMOilacidja szabalyozhatja az enzim szubcelluléris lokalizaciojat. Ezt a hipotézist korabbi
tanulmanyok is alatamaszthatjak, mivel a human SAE (SUMO Activating Enzyme Subunit 1)
enzim NLS-ének SZUMOilacidja az enzim sejtmagi- (Truong et al., 2012), mig a human RhoA
GEF NetlA (RhoA guanine nucleotide exchange factor neuroepithelial transforminglA) NLS-
ének acetilacioja a citoplazmas felhalmozodast fokozza (Song et al., 2015). A SAMDC fehérje
esetében nem all rendelkezéslinkre adat az enzim szubcellularis lokalizacigjat meghatarozo
poszttranszlacidos modositasrol, ezért a prediktalt adatok alapjan a Ser-25, 37, 39, 203, 204, 212,
316, 317 foszforilacoja, a Lys-199 acetilacidja, a Cys-312 S-nitrolizacioja és a Lys-334
SZUMOilacidja johet szamitasba a poszttranszlacidos modositasok koziil, mivel mar szamos
korabbi tanulmany szamolt be arrdl, hogy a NLS-ek foszforilacidja, acetilacidja, S-nitrolizacoja,
SZUMOilacidja szabalyozhatja az enzimek szubcellularis lokalizacidjat (Harreman et al., 2004;
Hara et al., 2005; Truong et al., 2012; Song et al., 2015).

(a)
FvSAMS
) * * *k
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*
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RVHTVLISTQHDETVINDEIAADLKEHVIKPVVPEKYLDEKTIFHLNPSGRFVIGGPHGDAG
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36. abra: A FVSAMS (a) és a FYSAMDC (b) aminosav szekvencidk bioinformatikai elemzése a
cNLS Mapper 1.0, a NetNES 1.1, a NOD, a PHOSIDA ¢s a GPS-SNO 1.0 alkalmazasok
felhasznalasaval. Jelolések: a prediktalt bipartit NLS (piros betii), a prediktalt S-nitrozilacios hely
(sarga kiemelés, ahol atfedés van dolt, nem félkovér betli), a prediktalt foszforilacios hely
(tiirkizzel kiemelve), a prediktalt acetilacios hely (kék betil), a prediktalt SZUMOQilacios hely
(zolddel kiemelve), a prediktalt NLS-ek és a poszttranszlacios modositdé helyek egybeesése
(csillag). A FVSAMS esetében a N-terminalis domént (kék nyil), Centralis domént (fehér nyil) és
a C-terminalis domént (piros nyil) jelli az UniProtKB - Q96551 alapjan.
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5.8 Uj tudomanyos eredmények

1.

Bizonyitottuk, hogy a FaSAMS és a FaSAMDC valtozo expressziot mutat a Fragaria

x annanassa Duch. cv. Asia szamoca gylimolcs érése soran.

Bizonyitottuk, hogy a FVSAMS ¢és a FVSAMDC tultermeltetése fokozta a transzgénikus

Nicotiana benthamiana vonalak sotoleranciajat a vad tipushoz képest.

A FvSAMDC vonalakban mért adatok alapjan megallapitottuk, hogy a szabad poliamin
szintek és a prolin tartalom, valamint az etilén mennyisége kdzott pozitiv-, mig a szabad

poliamin szintek és a lignin tartalom kozott negativ korrelacid van sostressz hatasara.

Az egy kisérleti rendszerben torténd vizsgalat alapjan mi irjuk le elészor, hogy a
kontroll koriilmények kdzott mért prolin-, valamint a kontroll és sdstressz hatdsara mért
lignin tartalom kivételével a FVSAMDC tultermeltetése kedvezObben befolyasolta a
trangénikus vonalak novényélettani paramétereit kontroll koriilmények és 10 mM NaCl

stressz hatasara is, mint a FVSAMS overexpresszioja.

Novényekben mi irjuk le elészor, hogy a FYSAMS::sGFP sejtmagi, sejtmagvacska
citoplazma plazmalemma kornyéki és kloroplaszt plazmamembran szubcelluléris
lokalizaciot mutat, ami arra utal, hogy a SAM szamos bioszintézishez in situ termelddik
(pl.: a genomi DNS, RNS, fehérjék metilalasahoz; a kloroplaszt DNS, RNS, RUBISCO

enzim metilalasdhoz; a lignin bioszintézishez és a riboszomak bioszintéziséhez).

Mi irjuk le eldszor a FVSAMDC::sGFP sejtmagi lokalizacigjat.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Bizonyitottuk, hogy a FaSAMS ¢és a FaSAMDC valtoz6 expresszidt mutatott a szamoca
gylmolcs érése soran, ami az érésben betdltott szerepét tdmasztja ald, tovabba a FVSAMS ¢és a
FVSAMDC tultermeltetése fokozta a transzgénikus vonalak sotoleranciajat is a vad tipushoz
képest, ami a soOtolerancia kialakitasaban betoltott funkciojat bizonyitja. Feltehetéen mind a
FvSAMS, mind a FYSAMDC tultermeltetése csokkenti a Na* toxicitasat és fokozza a membranok
stabilitasat, mivel korabbi publikdciokban leirjak, hogy a poliaminok a pozitiv toltésiik miatt
blokkolni tudjék a kationcsatornakat. Feltehet6en a csokkent H,O2 és O2” mennyiséget is a nagyobb
mennyiségli poliaminok okozhattdk kozvetve a FVSAMS és a FYSAMDC taltermelé vonalakban,
mivel kordbbi irodalmi adatok alapjan a poliaminok fokozzak az antioxidans rendszer enzimeinek
aktivitasat. A FvSAMDC vonalakban mért adatok alapjan gy tiinik, hogy a szabad poliamin
szintek ¢és a prolin tartalom, valamint az etilén mennyisége k6zott pozitiv-, mig a szabad poliamin
szintek és a lignin tartalom kozott negativ korrelacid van sostressz hatasara. A méréseink alapjan
kontroll koriilmények kozott mind a ‘SAM hidny’, mind a ‘SAM tobblet’ fokozta a lignifikaciot a
transzgénikus vonalakban, azonban sostressz hatasara a ‘SAM hiany’ jelentds mértékben
redukalta, mig a ‘SAM tobblet’ jelentdsen fokozta a lignin felhalmozdodasat, ami kdzvetlen modon
novelhette a FVSAMS vonalak sostressz elleni tolerancidjat. Szamos korabbi tanulmannyal
ellentétben az etilén és a poliamin bioszintézis nem volt antagonista hatassal egymasra az altalunk
vizsgalt kisérleti rendszerben. Feltételezésiink szerint a nagyobb mértékii sotoleranciat a FvSAMS
vonalakban az emelkedett 6ssz szabad poliamin tartalom és a fokozott mennyiségii lignin, mig a
FvSAMDC vonalak esetében a jelentdés mértékben emelkedett 6ssz szabad poliamin és a nagyobb
etilén tartalom okozta. Ezt tdmaszthatja ald a 300 mM NaCl stressznek kitett levélkorongok
esetében kapott relativ klorofill tartalom is, ugyanis a stresszt kovetd 24 ora elteltével a FvSAMS
vonalakban a klorofill degradacié fele akkor volt, mint a FYSAMDC vonalakban, amit
feltételezeéslink szerint a FVSAMS vonalak fokozott lignin tartalmanak mechanikai védelme
okozta. Ezek az értékek a kezelést kdvetd 48-, 72- és 96 ora elteltével kiegyenlitédtek, ami a
FvSAMDC vonalak esetében feltételezésiink szerint a fokozott poliamin tartalommal volt
osszefliggésben. Osszeségében megallapithatd, hogy a kontroll kériilmények kdzott mért prolin és
a kontroll és sostressz hatdsara mért lignin tartalom kivételével, a FVSAMDC taltermeltetése
kedvezdbben befolyasolta a transzgénikus vonalak élettani paramétereit a kontroll koriilmények
kozott €s a sostressz hatasara is, mint a FVSAMS overexpresszidja.

A FVSAMS::sGFP sejtmagi, sejtmagvacska, citoplazma plazmalemma kornyéki és
kloroplaszt plazmamembran szubcellularis lokalizacioja arra utal, hogy a SAM szamos

bioszintézishez in situ termelddik (pl.: a genomi DNS, RNS, fehérjék metilalasahoz; a kloroplaszt
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DNS, RNS, RUBISCO enzim metilalasdhoz; a lignin bioszintézishez és a riboszomak
bioszintéziséhez).

A megfigyeléseink alapjan csokkent a detektalhato FVSAMS::sSGFP mennyisége az alsobb
levélszinteken, ugyanakkor a FVYSAMS mRNS mennyisége ~2-5-sz6r nagyobb volt az alsobb
levelekben, ezért bioinformatikai moddszerekkel vizsgaltuk a FvSAMS poszttranszlacios
modositasaban szerepet jatszo aminosav szarmazékokat. Egy korabbi tanulmanyban a SAMS
enzim S-nitrolizacio altali gatlasarol szamolnak be, de a FVSAMS aminosav szekvenciajan
hianyzott a S-nitrolizacidhoz sziikséges cisztein-114, ezért feltételezésiink szerint a S-nitrolizacion
kiviil mas transzlacids €és/vagy poszttranszlacios modifikacio is szerepet jatszik a SAMS enzim
gatlasaban. Egy masik publikacio alapjan, a Thr-342 Protein kinaz C (PKC) altali foszforilacidja
gatolja a SAMS enzimaktivitasat, a FvSAMS esetében a prediktalt foszforilalhato treonin €s szerin
a Thr-112 és a Ser-271, ami megfelel a PKC altal preferalt S/TXK/R és a TXRX (FvSAMS
esetében TKRP és SGK) felismerd szekvencidknak, ezért feltételezésiink szerint a Thr-112 és a
Ser-271 foszforilacidjanak szerepe lehet a FvSAMS enzimaktivitasanak PKC éaltali gatlasaban.
Ennek bizonyitasdhoz olyan delécids vektorkonstrukciokat kellene 1étrehozni, amik pontmutaciot
tartalmaznak a Thr-112 és a Ser-271 aminosav helyén, ezaltal aminosav valtast okoznak. Ezek
specifikus primerek tervezésével megoldhatok, igy protoplaszt rendszerben tranziens
expresszioval €s a foszforilacid indukélasaval vizsgalhat6 lenne, hogy valdban ezek az aminosav
szarmazékok jatszanak-e szerepet a FVSAMS enzim poszttranszlacios gatlasaban.

A FVSAMS::sGFP fuzios fehérjét az idésebb levelekben és a magoncok szikleveleiben is
csak a sztomak zarosejtjeiben detektaltuk, ezért azt feltételezziik, hogy a SAMS enzim fontos
szerepet tolt be a sztobma apparatus szabalyozasidban, azaz a sejtlégzésben, a fotoszintetikus
gazcserében €s a parologtatasban.

Korabbi tanulméanyok alapjan a SAMS enzim szubcelluléris lokalizacidjat C-terminalis
doménjének struktirdja hatdrozza meg, a bioinformatikai elemzés alapjan a FVSAMS enzim
esetében a Lys-335, 360, 364 acetilacidja és a Lys-387 SZUMOilécidja jatszhat szerepet az enzim
szubcellularis lokalizaciojaban. Ennek bizonyitdsdhoz hasonlo delécios vektorkonstrukcidkat
kellene eldallitani, mint a FvSAMS enzim gatldsdban szerepet jatszo aminosav szarmazékok
esetében, igy vizsgalhato lenne, hogy valoban ezek az aminosavak felelések-e a FVSAMS enzim
szubcellularis lokalizacidjaban.

A FvSAMDC::sGFP esetében felfigyeltiink, hogy egyidejiileg mutatott kiilon sejtmagi,
kiilon citoplazmas, kiilon sejtmagi és citoplazmas lokalizaciot egyszerre. Mivel a
FVSAMDC::sGFP kiilon-kiilon és egylitt is mutatott sejmagi és citoplazmas lokalizaciot, ami
jelentheti a SAMDC proenzim eltéré autokatalitikus aktivalodasat a  kiilonbozo

sejtkompartmentekben, illetve az enzim egyiranyu mozgésat is feltételezheti, azonban ennek a
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mozgasnak az iranyat citoplazma—sejtmag vagy sejtmag—citoplazma nem sikeriilt azonositani.
A FVSAMDC::sGFP dualis lokalizaciojat tamaszthatja alad egy korabbi tanulmany is, amelyben
leirjak, hogy a spermidin szintdz sejtmagi és citoplazmas lokalizaciot, mig a spermin szintdz
citoplazmas lokalizaciot mutatott. Ebben a tanulmanyban azt is megfigyelték, hogy az exogén
spermidin szintaz jelenlétében a spermin szintaz citoplazmas lokalizacioja a sejtmag felé tolodott,
ami a spermidin és a spermin szintézisének bonyolult és komplex folyamatara utal. Mivel a
SAMDC termeli a dcSAM-ot, ami mind a spermidin szintdz, mind a spermin szintaz szamara
szubsztratként szolgal, azaz biztositja az aminopropil csoportot, igy a SAMDC inaktiv forméban
torténd szintézise, a szigoru transzkripcios €s transzlacios szabalyozasa, valamint a rovid félélet
ideje magyarazatot adhat a dualis lokalizéciora a folyamat komplexitasa miatt. Ennek a vizsgalata
torténhet protoplaszt rendszerben tranziens expresszidoval, exogén spermidin és spermin
adagoldsaval, ami magyarazatot adhat a FvSAMDC dudlis lokalizacigjara, illetve

indukélhatosagéra vagy gatlasara.
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7. OSSZEFOGLALAS

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a FaSAMS és a FaSAMDC véltozo expressziot
mutatott a szamodca gyiimolces érése soran és a FVSAMS, FV'SAMDC enzimek taltermeltetése
novelte a transzgénikus Nicotiana benthamiana vonalak sotoleranciajat a vad tipushoz képest.
Mind a FYSAMS, mind a FYSAMDC fokozta kontroll kériilmények kozott és a sostressz hatasara
is a transzgénikus vonalak biomassza produktumat, a novekedési erélyét €s szarhosszat. Mindkét
konstrukcio fokozta a nagy dozisi sostressznek kitett levélkorongok  sejtjeinek
ellenalloképességét, a sejt membranok integritdsat, amely az alacsonyabb ionveszteségben
nyilvanult meg mind kontroll, mind séstressz hatasara. A FVYSAMS ¢és a FVSAMDC tultermeltetése
is novelte a klorofill a és b tartalmat, redukalta a ROS-ok koziil a H202 és a Oz mennyiségét
sostressz hatasara. Nagyobb prolin felhalmozodas volt megfigyelhetd sostressz hatasara mindkét
konstrukcio esetében, de a FYSAMDC vonalakban a kiilonbség szignifikansan nagyobb volt.
Fokozott lignin tartalmat detektaltunk kontroll kériilmények k6zott mind a FYSAMS, mind a
FVSAMDC vonalak esetében, mig sostressz hatasara mar csak a FVSAMS vonalakban volt
megfigyelheté nagyobb lignin felhalmozodas. Megallapitottuk, hogy sem a FVSAMS, sem a
FVYSAMDC taltermeltetése nem okozott kontroll koriilmények kozott jelentds eltérést az etilén
mennyiségében, de sostressz hatasra a FVSAMDC vonalakban szignifikansan nagyobb etilén
mennyiségeket detektaltunk, mig a FVSAMS vonalak esetében a vad tipussal megegyezd
mennyiségeket mértiink. Meghataroztuk a transzgénikus vonalak ¢€s a vad tipus szabad poliamin
tartalmat. Az 6ssz szabad poliamin (PA) tartalom mind a FvSAMS, mind a FvSAMDC vonalak
esetében szignifikdnsan magasabb volt kontroll és sostressz hatdsara is, de a FVSAMDC
tultermeltetése jelentésebb mértékben ndvelte az Ossz szabad poliamin szintet, mig a “SAM
tobblet” a FvSAMS vonalakban kisebb mértékii felhalmozodast okozott. A FVSAMS
tultermeltetése fokozta a SAMS, a SAMDC, a SPDS, SPMS, SAHH, PMT és a CAD gének relativ
expresszidjat, azonban a ACS expresszidja csokkent értéket mutatott, mig a FvSAMDC
tultermeltetése novelte a SAMS, SAMDC, ACS, SPDS, SPMS, SAHH, PMT és a CAD expressziojat
sOstressz hatasara.

A lézerletapogatasu konfokalis mikroszkoppal meghataroztuk a FVSAMS::sGFP és a
FVSAMDC::sGFP lokalizaciojat tranziens expresszioval vizsgalva és a stabil transzformansokban
IS. A FVYSAMS::sGFP esetében sejtmagi, sejtmagvacska, citoplazma (plazmalemma kornyéki) €s
kloroplaszt plazmamembran, mig a FVSAMDC::sGFP esetében sejtmagi és homogén citoplazmas
eloszlast detektaltunk. Korabbi tanulmanyokban a SAMS enzimet citoplazmas, mig a SAMDC

enzimet mitokondrialis-, kloroplasztisz- és citoplazmas lokalizaciojuként irtak le névényekben.
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Megfigyeltiik, hogy a FYSAMDC::sGFP esetében mind a sejtmagi, mind a citoplazmas jel
aranyosan fokozodott, mig a FVSAMS::sGFP-nél forditott aranyban tolodott el a sejtmagi jel a
citoplazma iranyaba sostressz esetén.

A FVSAMS::sGFP sejtmagi, sejtmagvacska, citoplazma (plazmalemma kornyéki) és
kloroplaszt plazmamembran lokalizacioja alapjan azt feltételeziik, hogy a SAM szamos biokémiai
reakciohoz in situ termelédik (példaul: a riboszoma és a lignin bioszintézishez; a DNS, a RNS és
a fehérjék metilacidjahoz a sejtmagban ¢€s a plasztidokban).

Megfigyeltiik azt is a FVSAMS::sSGFP esetében, hogy a fiatal aktivan osztodd sejtekben
intenzivebb fehérje expressziot mutatott, mig a szeneszcencia eldrehaladtaval ez az expresszio
csokkent, és végiil mar csak a sztomak zarosejtjeiben detektaltuk a SGFP jelet, ami feltételezésiink
szerint a SAMS enzim sztoma apparatus szabalyozasaban betoltott szerepére utalhat. Korabbi
tanulmanyokhoz hasonléan nagyobb FVSAMS expressziot detektaltunk az iddsebb levelekben a
csokkent fehérje expresszid ellenére, azonban a FYSAMS enzim aminosavszekvencidja nem
tartalmazta a korabban leirt S-nitrolizaciohoz sziikséges ciszteint, ami fontos szerpet jatszik a
SAMS enzim gatlasaban, ugyanakkor mas tanulmany alapjan a Thr-112 ¢és a Ser-271
foszforilacigja szerepet jatszhat a SAMS enzim aktivitdsanak PKC altali gatlasaban.

Korabbi tanulmany alapjan a FVSAMS::sGFP enzim szubcellularis lokalizaciojaban
feltételezéstink szerint a C-termindlis domén Lys-335, 360, 364 acetilacioja és a Lys-387
meghataroz6 poszttranszlacidos modosulasokrol nem all rendelkezésiinkre adat, de a prediktalt
adatok alapjan a szubcelluléris lokalizaciojaban a Ser-25, 37, 39, 203, 204, 212, 316, 317
foszforilacidja, a Lys-199 acetilacidja, a Cys-312 S-nitrozilacidja és a Lys-334 SZUMOilacioja is

szerepet jatszhat.
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8. SUMMARY

In summary, it can be concluded that FaSAMS and FaSAMDC showed a various expression
in the strawberry fruit ripening and the overproduction of FYSAMS and FYSAMDC increased the
salt tolerance of transgenic Nicotiana benthamiana plants, which manifested itself in a higher than
average stem length, growth vigour, biomass production as well as elevated levels of chlorophyll
aand b contents, smaller amount of H202, O.” and lower rates of electrolyte leakage. Higher levels
of proline accumulation could be observed in both transgenic lines particularly in the case of
FVSAMDC lines grown in a medium supplemented with salt. The overexpression of FYSAMS and
FVSAMDC resulted in increased lignification, but only the lignin content of FYSAMS lines rose
significantly as a consequence of salinity stress. The ethylene release of FvSAMS and FvSAMDC
lines was found to be similar in the control environment, but showed increased amounts in the salt
stressed FYSAMDC in contrast to FYSAMS lines. The overexpression of FY'SAMDC resulted in
elevated levels of total polyamines, whereas the “SAM surplus” produced lower rates of polyamine
accumulation in FVSAMS. It can be concluded that FVSAMS overproduction does not influence
ethylene release but increases polyamine levels, while FY'SAMDC overexpression up-regulates
both ethylene and polyamine production under stress conditions. It follows therefore, that in
contrast to several earlier studies no antagonistic effect between ethylene and polyamine
biosynthesis was observed in our experimental system. Based on the data measured in the
FVSAMDC lines there appears to be a positive correlation between the free polyamine levels and
the proline content as well as the amount of ethylene, while there is a negative correlation between
the free polyamine levels and the lignin content when the plants are exposed to salt stress. The
overproduction of FVSAMS increased the relative expression rates of genes SAMS, SAMDC, SPDS,
SPMS, SAHH, PMT and CAD and decreased those of ACS under stress condition. Furthermore,
the overexpression of FYSAMDC increased the rate of expression of genes SAMS, SAMDC, ACS,
SPDS, SPMS, SAHH, PMT and CAD in response to stress. The prolonged survival and increased
salt tolerance of the FvSAMDC lines can be explained by the higher level of polyamines produced,
while in the FYSAMS lines elevated lignin contents and high level of polyamines were among the
contributing factors.

We determined the subcellular localization of FVSAMS::sGFP and FvSAMDC::sGFP
fusion proteins. In the case of FVSAMS::sGFP nuclear, nucleolar, cytoplasmic (near tot he
plasmalemma) and plastid membrane, whereas in FYSAMDC::sGFP nuclear and homogeneous
cytoplasmic localization of the two enzymes was detected. Therefore, SAM is assumed to be

produced in situ for numerous biochemical reactions (e.g. ribosome biosynthesis, methylation of
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DNA, RNA, proteins in nucleus and plastid; lignin biosynthesis). In addition, the nucleolar
localization of the FYSAMS::sGFP was also observed, which was not reported in earlier studies.

Our results showed that in the stable transformants the subcellular localization of
FVSAMS::sGFP protein was displaced from nucleus in the direction of the cytoplasm, while the
quantity of FVSAMDC::sGFP protein showed a parallel increase in both cellular compartments
(nucleus, cytoplasm) in response to salt stress.

High rates of FVSAMS::sGFP protein production could be observed in the young dividing
cells followed by a gradual decrease in their numbers as senescence progressed until finally the
signal could only be detected in the guard cells of stomata, which may highlight the role of SAMS
enzyme in the regulation of stomata, respiratory and photosynthetic gas exchange as well as
evaporation. Similarly to earlier studies, higher FVSAMS transcription rates were measured in the
older leaves in spite of the lower levels of detectable FVSAMS::sGFP protein, although the amino
acid sequence of the enzyme examined contained no cysteine residue required for S-nitrosylation,
which plays a crucial role in the inhibition of SAMS enzyme. However, according to other studies
the phosphorylation of Thr-112 and Ser-271 can possibly play a role in the inhibition of the enzyme
SAMS through PKC.

We assume that the subcellular localization of the enzyme FVYSAMS can be regulated by
the acetylation of Lys-335, 360, 364 and the SUMOylation of the Lys-387 in the C-terminal
domain. No data is available concerning the post-translational modifications determining the
subcellular localization of the SAMDC. However, the possible post-translational modifications
based on the predicted data include the phosphorylation of Ser-25, 37, 39, 203, 204, 212, 316, 317,
the acetylation of Lys-199, the S-nitrosylation of Cys-312 and the SUMOylation of Lys-334.
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10. MELLEKLETEK

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

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

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

- Ezutan a mintdkat atmérjikk egy sziirgvel ellatott kolumnaba (QIAshredder Mini spin
column), amelyet egy 2 ml-es gylijtécsébe helyeziink, majd 2 percig 11000 g
fordulatszamon centrifugaljuk.

- Az aluluszot atmérjiik uj Eppendorf csébe €s az atmért mennyiséghez mérten 1,5-Sz6ros
AW1 puffert adunk a lizatumhoz, majd 6sszeszuszpendaljuk.

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

- Kovetkez6 1épésben hozzaadunk 500 ul AW2 puffert és 1 percig 6000 g fordulatszdmon
centrifugaljuk, az aluliiszot kiontjiik és a 1épést megismételjiik.

- A DNeasy Mini spin kolumnat egy tiszta 1,5 ml Eppendorf csdbe helyezziik és kozvetlentil
a membranra 100 ul AE puffert pipettazunk, 5 percig szobahdmérsékleten inkubaljuk,
majd 1 percig 6000 g fordulatszamon centrifugaljuk.

- A nagyobb DNS koncentracioé elérése érdekében a leoldd puffer mennyisége
csokkenthetd.

(NanoDrop Technologies, USA) ellendrizziik.

- A DNS-t -20 °C-on taroljuk.

10.2 Plazmid DNS izolalasa Escherichia coli sejtekbél (PureYield™ Plasmid Miniprep
System, Promega, Madison, USA)
DNS tisztitas centrifugalassal:
- Meérjiink Ki 600 ul baktériumkultarat egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe és adjunk hozza 100
ul sejtlizis puffert (Cell Lysis Buffer), majd keverjiik 6ssze a cs6 fel-le forgatasaval.
- Adjunk hozza 350 pl hideg (4-8°C-0s) semlegesito oldatot (Neutralization Solution), majd
keverjiik Ossze forgatassal és centifugaljuk 11000 g fordulatszamon 3 percig (lizatum

készités).
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10.3

A leiilepedett sejttormelék felkavarasa nélkiil mérjiik at a feliiliszot (kb. 900 ul) egy
gyijtécsébe helyeztt PureYield™ membranra, majd 11000 g fordulatszamon 15
masodpercig centrifugaljuk.

Az aluliszot ontsiik ki, a membranra mérjiink ra 200 ul endotoxin semlegesitd oldatot
(Endotoxin Removal Wash) és 11000 g fordulatszamon 15 masodpercig centrifugaljuk.
Az aluliszot ontsiik ki, a membranra mérjiink ra 400 ul membranmosoé oldatot (Column
Wash Solution) és 11000 g fordulatszamon 30 masodpercig centrifugaljuk (mosas).
Helyezziik at a membrant egy tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csébe, és mérjiink a
membranmatrixra 30 ul leoldé puffert (Elution Buffer) vagy nukleaz-mentes vizet.
Hagyjuk szobahdmérsékleten 1 percig allni, majd 11000 g fordulatszamon 15 masodpercig
centifugaljuk az izolatumokat, hogy leoldjuk a membranrdl a plazmid DNS-t.

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

A plazmid DNS-t -20°C-on taroljuk.

Total RNS izolalas (Total RNA Mini Kit Plant Geneaid®, New Taipei City, Taiwan)
Elporitunk 100 mg ndévényi mintat folyékony nitrogénben, az elporitott mintdkat egy 1,5
ml-es Eppendorf csébe helyezziik, 500 ul RB puffert és 5 ul B-merkaptoetanolt adunk
hozza (lizis), majd VORTEX-szel homogenizaljuk.

A mintdkat 60°C-on 5 percig inkubaljuk, majd a gyiijtécsobe helyezett sziirds kolumnaba
(Filter Column) pipettazuk és 1 percig 1000 g fordulatszdmon centrifugaljuk.

Az aluluszéhoz, az aluliszohoz mérten fél mennyiségli abszolut etanolt adunk,
Osszerdzzuk, majd ezt egy masik sziirével ellatott oszlopra (RB Column) atpipettazuk és
14000-16000 g fordulatszamon 1 percig centrifugaljuk (RNS megkotése).

Az aluliszot kiontjiik, a sziirds oszlopra 80 pl DNé&z-t pipettazunk és 15 percig
szobahdmérsékleten inkubaljuk, majd 400 ul W1 puffert adunk hozza, végiil 14000-16000
g fordulatszamon 30 masodpercig centrifugaljuk.

Az aluliiszot kiontjiik és a sziirGs oszlopra 600 ul mosé puffert (Wash Buffer) (etanollal
kiegészitett) pipettazunk, majd 14000-16000 g fordulatszdmon 30 masodpercig
centrifugaljuk (mosas).

Az aluluszot kiontjiik és az lires RB oszlopot 3 percig 14000-16000 g fordulatszdmon
centrifugaljuk.

A RB oszlopot 1,5 ml-es Eppendorf cs6be helyezziik, 50 ul RNaz mentes vizet pipettazunk
az oszlop matrixara és minimum 2 percig allni hagyjuk, végiil 1 percig 14000-16000 g

fordulatszdmon centrifugaljuk (leoldas).
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A RNS koncentraciojat és tisztasagat NanoDrop ND-1000 UV/Vis spektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies, USA) ellendriziik.
Az RNS-t -80°C-on taroljuk.

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

10.5

A kovetkez0 reagenseket 0sszemérjiik egy steril, nukleaz-mentes cs6be, jégen dolgozva.

total RNS 0,1 ng-5 pg
Templat RNS vagy poly(A) mRNS 10 pg- 0,5 ng
vagy specifikus RNS 0,01 pg- 0,5 pg
oligo (dT)1s primer 1l
Primer vagy random hexamer primer 1 ul
vagy génspecifikus primer 15-20 pmol
Steril bidesztviz 1-12 ul
5X Reakci6 puffer 4 ul
RiboLock RNéz Inibitor (20 u/ul) 1 ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV Reverz Transzkriptaz (200 u/pl) 1 ul
Teljes térfogat: 20 ul

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

A reakci6 leallitasahoz 5 percig 70°C-on inkubaljuk a mintakat.

A PCR reakcioelegy osszetevoi

PCR reakcitelegy Osszetevéi a plazmid, a genomi DNS és a cDNS esetén (20 ul
végtérfogathoz):

14 ul steril desztillalt viz;

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

0,8 ul MgCl2 (25 mM) (elétte VORTEX-elni);

crer

crer

1 ul dNTP (2 mM);

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

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

Kolonia PCR esetén fogvajohegynyi baktériumkoloniat teszink a PCR mixbe és

mintanként 0,5 pl-rel noveljiik a steril desztillalt viz mennyiségét.
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10.6

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

Clean-Up System, Promega, Madison, USA)

DNS tisztitas centrifugalassal:

10.7

Elektroforézist kovetden Kivagjuk a DNS fragmentumot az agaroz gélbol és egy 1,5 ml-
es Eppendorf csébe helyezziik.

10 pl/10 mg gél mennyiségli membrankotd oldatot (Membrane Binding Solution) adunk
a mintakhoz, majd 50-65°C-on addig inkubaljuk, amig a gél teljesen felolvad.

Tegylik a SV membrant egy gylijtdcsObe és mérjliik a membranra a felolvadt gélkeveréket,
majd szobahémérsékleten 1 percig inkubaljuk.

Ezutan a mintakat 1 percig 16000 g fordulatszamon centrifugaljuk, az aluliiszot Kiontjiik
(DNS megkotése).

Mérjiink a membranra 700 pl etanollal kiegészitett membranmosoé oldatot (Membrane
Wash Solution) és 16000 g fordulatszamon 1 percig centrifugaljuk, majd az alulaszot
ontstik ki.

Ismételjiik meg az 1626 1épést 500 pul membranmosé oldattal és 16000 g fordulatszamon
5 percig centrifugaljuk.

Ontsiik ki az aluliszét, majd nyitott tetdvel 16000 g fordulatszamon 1 percig
centrifugaljuk a mintakat, hogy a maradék etanol is elparologjon (mosas).

Tegyiik at a membrant egy tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csébe és mérjiink ra 50 ul nukleaz-
mentes vizet, szobahémérsékleten 1 percig inkubaljuk, majd 16000 g fordulatszamon 1
percig centrifugaljuk (leoldas).

UV/Vis spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, USA) ellendrizziik.

A DNS-t -20 °C-on taroljuk.

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

A reakcioelegy 6sszetevoi:

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

- 1 pl s6oldat;

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

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

- Ezutan a reakcidelegyet 0sszeszuszpendaljuk €és 30 percig szobahdmérsékleten inkubaljuk.
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10.8

10.9

Az inszertek ligalasa a pGWB405 binaris vektorba LR Klonaz enzim alkalmazasaval

(Invitrogen™ Gateway™, ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

1,5ml-es Eppendorf cs6be a kovetkezo reakcioelegyet mérjiik Gssze:

- a megfelel6 konstrukciot tartalmazo pENTR/D-TOPO vektorbol 2 ul (50-150 ng);

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

- TE pufferbdl (pH 8) 5 pl,

- Ezutan a kiolvasztott és a VORTEX-szelt LR Klonaz enzim mixbdl 2 pl-t adunk hozza,
majd 1 oran at 25°C-on inkubaljuk, végiil 1 ul Proteinaz K-t mériink a mintdkhoz és 10

percre 37°C-ra fokra helyezziik, ezzel inaktivaljuk a reakciot.

A kompetens Escherichia coli sejtek transzformalasa

Kompetens E. coli JM109-es torzsbél kimériink 50 pl-eket, majd a bejutatni kivant
plazmidokbol hozzdadunk 2 pl-eket és fél 6raig jégen inkubaljuk.

Ezutan a baktériumoszuszpenziot 45-50 masodpercre 42°C-os vizfiirdébe helyezziik, majd
egybdl visszatessziik 2 percre a jégre.

2 perc elteltével hozzaadunk 250 ul SOC (Melléklet 10.11) folyékony taptalajt a mintakhoz
¢s masfél-két orara 37°C-os razogépbe helyezziik.

Az 1d0 leteltével a mintakat 11000 g fordulatszamon 5 percig centrifugaljuk, a feliiliszobol
150 pl-t Kipipettazunk és a maradék 100 pl-t Osszeszuszpendaljuk a letapadt
baktériumkoloniakkal és ebbdl a baktériumszuszpenziobol vesziink ki 50 ul-t, majd a

konstrukcionak megfeleld szilard antibiotikumos LB taptalajra szélesztjiik.

10.10 Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzs transzformacioja binaris vektorral

A szilard YEP vagy LB + rifampicin (50 mg/l) taptalajon kiszélesztett Agrobacterium
tumefaciens GV3101 baktériumtorzsbol fogvajonyit helyezziink 5 ml YEP vagy LB + 10
ul rifampicin (50 mg/l) folyékony taptalajba és *overnight’ 28°C-on razatjuk.

Masnap a folyékony térzstenyé€szetbdl 2 ml-t kimériink €s hozzaadjuk 50 ml folyékony
YEP vagy LB + 100 pl rifampicin (50 mg/l) taptalajhoz, majd 4 6ran at inkubaljuk 28°C-
on.

Az inkubacid utan a kultarat 10 percre jégre tessziik, majd szétmérjikk 10 ml-erekre és a
4°C-ra hiitott centrifugéban 5 percig 5000 g fordulatszdmon centrifugaljuk.

A feliiluszot ledntjiik, a baktériumokat dsszeszuszpendaljuk 10 ml jéghideg 20 mM-0s

CaCl>-dal és az el6z6 pontban leirt kondiciokkal Gjracentrifugaljuk.
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A feliiluszot ismét ledntjiik és a baktériumokat Gjraszuszpendaljuk 1 ml jéghideg CaClo-
dal, ezutan jégen dolgozva 150 ul-eket pipettazunk Eppendorf csovekbe (attol fiiggden,
hogy mennyi plazmiddal akarunk transzformalni).

A 150 ul mennyiségekre szétporcidzott baktérium-szuszpenzidhoz hozzaadunk 5-10 ul
(0,5-1ug) plazmidot, Osszerazzuk ¢és azonnal folyékony nitrogénbe helyezziikk az
Eppendorf cséveket 1 percre.

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

Masnap a baktériumkultarat 5000 g fordulatszamon 10 percig centrifugaljuk, a feliiliszot
ledntjiik, majd a maradék feliiliszoval Osszeszuszpendaljuk a baktériumokat €s szilard
YEP vagy LB + a konstrukcionak megfeleld antibiotikumot tartalmazoé taptalajra

sz€lesztjiik a baktérium-szuszpenziot.

10.11 Felhasznalt taptalajok

YEP taptalaj (1 literhez):

10 g pepton;

1 g cukor;

5 g éleszt6 kivonat;

0,5 g MgSO4*7 H20;

15 g bakterologiai agar hozzaadésa, ha szilard taptalajt akarunk készitent;

Antibiotikum hozzéadasa a koriilbeliil 45-50°C-ra visszahiitott taptalajhoz.Az optimalis
pH: 7,2.

MS taptalaj (1 literhez):

100 ml MS makro (Osszetevok: 1900 mg/l KNOsz; 1650 mg/l NHsNOs; 440 mg/l CaCl*2
H20; 370 mg/l MgSO4*7 H20; 170 mg/l KH2POu);

1 ml MS mikro (Osszetevék: 22,30 mg/l MnSO4*4 H,0; 8,60 mg/l ZnSO4*7 H20; 6,20
mg/l H3BOg; 0,83 mg/l KJ; 0,25 mg/l Na2M0O4*2 H»0; 0,025 mg/l CuSO4*5 H20; 0,025
mg/l CoCl>*6 H20);

5 ml Fe-EDTA;

100 mg inozit;

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

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

500 pl nikotinsav (0,5 mg/1);

2 ml glicin (2 mg/l);

Cukor 30 g;
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- Hormonok hozzdadasa a dohany esetében 1 mg/l benziladenin (BAA) és 0,2

naftilecetsav (NAA);
- 7 gndvényi agar hozzaadasa, ha szilard taptalajt akarunk késziteni;
- Antibiotikum hozzaadasa a kortilbeliil 45-50°C-ra visszahttott taptalajhoz.

- Az optimalis pH dohany esetében: 5,6-5,8.

LB taptalaj (1 literhez):

- 5 g élesztOkivonat;

- 10 g tripton;

- 10 g NacCl;

- 15 g bakterologiai agar hozzdadasa, ha szilard taptalajt akarunk késziteni;
- Antibiotikum hozzédadasa a kortilbeliil 45-50°C-ra visszahitott taptalajhoz.

- Az optimalis pH: 7.

S.O.C. taptalaj (1 literhez):
- 20 g tripton;

- 5 élesztokivonat;

- 50 mg NaCl;

- 186 mg KClI;

- 952 mg MgCly;

- 1,29 MgSOy;

- 3,6 g gliikoz;

- Az optimalis pH: 7.

10.12 A pENTR-D-TOPO restrikcios térképe:

Enzyme Recognition frequency Positions

AclI AA'CG_TT 1 365

Af1II C'TTAA G 1 555

Af1TIII A'CryG T 3 231, 1879, 2575
AhdI GACnn n'nnGTC 1 550

AlwIl GGATCnnnn'n 5 1262, 1657, 1931, 1929, 2017
AlwNI CAG nnn'CTG 1 2166

Apal G _GGce'c 1 568

Apall G'TGCA _C 1 2261

Apol r'AATT y 2 1013, 1197
AscI GG'CGCG_CC 1 698

Asel AT'TA AT 3 167, 226, 1599
AsiST GCG_AT'CGC 1 1400

Aval C'yCGr_G 1 561

BanII G rGCy'C 2 568, 1055

BbsI GAAGACnn'nnnn_ 1 438

BceAI ACGGCnnnnnnnnnnnn'nn 5 336, 562, 1719, 1856, 2075
BciVvI GTATCCnnnnn _n' 1 2377

BfrBI ATG'CAT 2 1248, 1514
Bmel580I G kGCm'C 2 568, 2265

BmrI ACTGGGnnnn_n' 2 436, 518

BmtI G_CTZ—\G'C 2 244, 510
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BpulOI
BpuEI
BsaHI
BsaJI
BsaWI
BsaXI
BsaXI
BseMITI
BseYI
BsiEI
BsiHKAI
BsmI
BsmAT
BsmBI
BsmFI
Bspl2861I
BspCNI
BspHI
BsrBI
BsrDI
BsrFI
BsrGI
BssHII
BssSI
BstYI
Btgl
BtsI
DrdI
Eael
Eagl
EarI
EcilI
Eco571
Eco57MI
EcoNI
Eco01091
EcoRV
Fall
Faul
Haell
Hgal
Hin4dI
Hin4dI
HincII
Hpal
Hpy81I
Mlul
MlyI
MspAlI
Nhel
NlalvVv
NotI
Nrul
NsiI
NspI
Pcil
Pf1MI
PleI
PsiI
PspOMI
Pvul
Pvull
SacII
SapI
SfcI
SmlT
Sspl
StyI
TagII
TatI

CC'TnA GC
CTTGAGnnnnnnnnnnnnnn_nn'
Gr'CG_yC

C'CnnG_G

w'CCGG w
ACnnnnnCTCCnnnnnnn_nnn'
GGAGnnnnnGTnnnnnnnnn_nnn'
CTCAGnnnnnnnn nn'
C'CCAG C

CG ry'CG

G wGCw'C

GAATG Cn'

GTCTCn'nnnn
CGTCTCn'nnnn
GGGACnnnnnnnnnn'nnnn__

G dGCh'C
CTCAGnnnnnnn_nn'
T'CATG A

CCG'CTC

GCAATG nn'

r'CCGG y

T'GTAC A

G'CGCG C

C'ACGA G

r'GATC y

C'CryG G

GCAGTG nn'

GACnn nn'nnGTC

y'GGCC r

C'GGCC G

CTCTTCn'nnn__
GGCGGAnnnnnnnnn nn'
CTGAAGnnnnnnnnnnnnnn_nn'
CTGrAGnnnnnnnnnnnnnn_nn'
CCTnn'n nnAGG

rG'GnC Cy

GAT'ATC

AAGNNNNNCTTnnnnnnnn nnnnn'

CCCGCnnnn'nn__
r_GCGC'y
GACGCnnnnn'nnnnn__

GAynnnnnvTCnnnnnnnn_nnnnn'
GAbnnnnnrTCnnnnnnnn_ nnnnn'

GTy'rAC
GTT'AAC
GTn'nAC
A'CGCG T
GAGTCnnnnn'
CmG'CkG
G'CTAG C
GGn'nCC
GC'GGCC_GC
TCG'CGA

A TGCA'T

r CATG'y
A'CATG T
CCAn_nnn'nTGG
GAGTCnnnn'n
TTA'TAA
G'GGCC_C

CG AT'CG
CAG'CTG

CC GC'GG
GCTCTTCn'nnn__
C'TryA G
C'TyrA G
AAT'ATT
C'CwwG_G
GACCGAnnnnnnnnn_nn'
w'GTAC w
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1417
1951,
328
670,
1535,
157
127
412,
707,

85, 676,

2265
1284,
883,
1416
1851
568,
411,
924,

2192,

688,
2222,

1271,

445,
2271

1431,
1400,
1361
1416

2265
1430,

1055,
446,
1851

66, 377

633,
1354
652,
698
2402
1649,
670
215,
2473
156,
673
112,
399,
2033
2033
1312
565
818
732,
155,
125,
317,
536,
536,
502
502
411,
231,
105,
175,
240,
566,
673
1057
1250,
2579
2575
1663
104,
639,
564
1400
175,
673
112
824,
555,
1325
688

743, 898

718

1923,
1261, 1348
547, 673

1213
2519

244,
2373,

764
197,
2335
1870,
568,
568,

317,

1885,
1073,
1073,

502, 2263
1879
840,
672,
506

567,

1633,
813,

668,

1516

839,
735

1632,

813

2119,
1930,

2310
2207,

99, 1654

652,

718

2490

2369

1934

1673,

1883,

2241

1884,

344

2463
1105,
1105,

2199

1992,

2508,

2199

2469

2415

2292

2293

1615
1647

2237

2547



TspGWI ACGGAnnnnnnnnn_nn' 3 268, 1209, 1221

10.13 A pGWB 405 restrikcios térképe:

Enzyme Recognition frequency Positions

AccI GT'mk AC 4 764, 2172, 2767, 8393
AclI AA'CG TT 3 1725, 5752, 10452
Af1II C'TTAA G 2 3686, 4309

Agel A'CCGG T 1 8880

Alel CACnn'nnGTG 3 2943, 3093, 3270

A1wNI CAG nnn'CTG 4 2417, 7754, 10574, 10642
Apal G GGCC'C 1 4465

ApalI G'TGCA C 4 2538, 6755, 7849, 8347
AscI GG'CGCG_cCC 1 4069

BamHI G'GATC C 3 1388, 2091, 2907

BanII G rGCy'C 3 3645, 4465, 5037

BbeI G _GCGee'c 2 5399, 8593

BbsI GAAGACnn'nnnn_ 4 803, 1028, 1031, 12294
BbvCI CC'TCA GC 1 2363

BcglI CGAnnnnnnTGCnnnnnnnnnn_nn' 5 3037, 6437, 9086, 9173,
Bcgl GCAnnnnnnTCGnnnnnnnnnn nn' 5 3003, 6471, 9052, 9139,
BciVvI GTATCCnnnnn_n' 4 5180, 5583, 7965, 9448
BclI T'GATC A 2 6194, 6678

BfrBI ATG'CAT 3 3775, 4224, 7443

BlpI GC'TnA GC 2 5706, 6789

BmtTI G CTAG'C 2 5649, 9378

BplI GAGnnnnnCTCnnnnnnnn_ nnnnn' 2 4715, 4747

BpulOI CC'TnA GC 5 1411, 2363, 3516, 3534,
Bsal GGTCTCn'nnnn 3 397, 2647, 8971

BsaBI GATnn'nnATC 5 2522, 3720, 4279, 5539,
BseRI GAGGAGnnnnnnnn nn' 4 838, 1017, 2943, 9103
BsiWI C'GTAC G 1 9490

BsmBI CGTCTCn'nnnn 3 1862, 8520, 11358
BspEI T'CCGG_A 3 838, 1634, 3920

BspHI T'CATG A 1 5839

BsrGI T'GTACZA 4 1187, 2482, 2884, 3622
BssSI C'ACGA G 5 999, 3093, 4676, 4802, 7
BstAPI GCAn _nnn'nTGC 3 6075, 8346, 9926

BstBI TT'CG_AA 1 4714

BstEII G'GTnAC_C 1 6640

BstXI CCAn_nnnn'nTGG 1 2626

Bstz171 GTA'TAC 2 2173, 8394

Bsu361I CC'TnA GG 1 5661

Clal AT'CG AT 1 9296

Dral TTT'AAA 5 15, 93, 1558, 1897, 8818
Dralll CAC nnn'GTG 2 6617, 7237

DrdI GACnn_nn'nnGTC 4 760, 5373, 8061, 8474
EcoICRI GAG'CTC 1 3643

EcoNI CCTnn'n_nnAGG 1 9064

Eco0109T rG'GnC Cy 2 319, 654

EcoRI G'AATT C 3 1638, 4083, 5846

EcCoRV GAT'ATC 3 1065, 4400, 4526

Fsel GG _CCGG'CC 3 9726, 11305, 11831

FspIl TGC'GCA 3 161, 5296, 9161

HincII GTy'rAC 5 738, 2230, 2768, 10413,
HindIII Z—\'AGCT_T 1 302

KasI G'GCGC_C 2 5395, 8589

Mfel C'AATT G 1 809

Mme I TCCrACnnnnnnnnnnnnnnnnnn_nn' 5 1054, 7197, 7770, 7954,
NarI GG'CG_CC 2 5396, 8590

Ncol C'CATG_G 4 629, 1939, 2911, 4962
Ndel CA'TA TG 2 8342, 10832

NheT G'CTAG C 2 5645, 9374

NotI GC'GGCC_GC 3 8676, 9966, 11499

NsiT A TGCA'T 3 3777, 4226, 7445

Pcil A'CATG T 5 3766, 4229, 8163, 8871,
Pf1MI CCAn_nnn'nTGG 3 1870, 9709, 10574

Pmel GTTT'AAAC 1 93

Ppil GAACnnnnnCTCnnnnnnnn_nnnnn' 3 2919, 3237, 7457
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Ppil GAGnnnnnGTTCnnnnnnn_nnnnn' 3 2951, 3269, 7489
PpuMI rG'GwC Cy 2 319, 654

PshATI GACnn'nnGTC 1 974

PspOMI G'GGCC_C 1 44601

PsrI GAACnnnnnnTACnnnnnnn_nnnnn' 1 709

PsrI GTAnnnnnnGTTCnnnnnnn_nnnnn' 1 677

PstI C TGCA'G 3 318, 2764, 5349

Pvul CG AT'CG 4 182, 3659, 4342, 686l
Pvull CAG'CTG 3 211, 1538, 5292

RsrII CG'GwC _CG 1 4879

SacI G AGCT'C 1 3645

SacII CC _GC'GG 1 5733

Salrl G'TCGA C 1 2766

Sapl GCTCTTCn'nnn 4 4841, 5051, 8280, 8755
SbfI CC_TGCA'GG 1 318

Scal AGT'ACT 3 531, 2055, 12351
SexAI A'CCwGG_T 4 9539, 9689, 10049, 10813
Sfil GGCCn_nnn'nGGCC 5 9719, 10031, 11298, 11307,
Sfol GGC'GCC 2 5397, 8591

Sgral Cr'CCGG_yG 1 8592

Smal CCC'GGG 1 2509

SphI G CATG'C 3 312, 4997, 12386

SrfIl GCCC'GGGC 1 2509

SspI AAT'ATT 2 1950, 5640

TthlllT GACn'n nGTC 3 5279, 6040, 8419

Xbal T'CTAG A 3 1167, 2085, 2901

XcmI CCAnnnn_n'nnnnTGG 2 10821, 11976

XhoI C'TCGA G 1 1312

Xmal C'CCGG_G 1 2507

XmnI GAANnn"'nnTTC 4 730, 1025, 3916, 3928
10.14 A FvSAMS OREF restrikcios térképe:

Enzyme Recognition frequency Positions

Af1IT C'TTAA_G 1 629

Af1III A'CryG T 1 375

AlwI GGATCnnnn'n_ 3 976, 991, 1065

Apal G _GGCC'C 1 907

BanII G rGCy'C 4 302, 793, 907, 945
BbsI GAAGACnn'nnnn 2 686, 1097

BbvI GCAGCnnnnnnnn'nnnn__ 4 304, o607, 853, 1084
Bcgl CGAnnnnnnTGCnnnnnnnnnn_nn' 1 889

Bcgl GCAnnnnnnTCGnnnnnnnnnn_nn' 1 923

BclI T'GATC A 1 1041

BglII A'GATC T 1 66

Bmel580I G kGCm'C 1 907

BpmI CTGGAGnnnnnnnnnnnnnn_nn' 1 116

BpulOI CC'TnA GC 3 312, 419, 939

BpuEI CTTGAGnnnnnnnnnnnnnn_nn' 2 1046, 1142

Bsal GGTCTCn'nnnn 3 487, 922, 956

BsaBI GATnn'nnATC 1 1046

BseMII CTCAGnnnnnnnn_nn' 5 326, 396, 482, 651, 930
BseRI GAGGAGnnnnnnnn_nn' 1 362

BseYI C'CCAG C 1 585

Bsgl GTGCAGnnnnnnnnnnnnnn_nn' 1 932

BsmATI GTCTCn'nnnn__ 5 122, 487, 590, 922, 956
BsmFI GGGACnnnnnnnnnn'nnnn__ 3 54, 641, 920

Bspl286I G _dGCh'C 4 302, 793, 907, 945
BspCNI CTCAGnnnnnnn_nn' 5 325, 397, 483, 652, 931
BspMI ACCTGCnnnn'nnnn__ 2 731, 904

BsrI ACTG _Gn' 2 754, 979

BssSI C'ACGA G 1 908

BstEII G'GTnZ—\C_C 1 362

BstF5I GGATG nn' 2 679, 1126

BstXI CCAn _nnnn'nTGG 2 800, 1054

BstYI r'GATC y 4 66, 981, 996, 1057
Btgl C'CryG G 2 322, 793

Cac81I GCn'nGC 3 91, 864, 898

DralIIl CAC nnn'GTG 1 560

124

11741



Ecob7I CTGAAGnnnnnnnnnnnnnn_nn' 2 480, 1012

Eco57MI CTGrAGnnnnnnnnnnnnnn_nn' 3 116, 480, 1012
EcoNI CCTnn'n_ nnAGG 2 98, 911

Eco0l109I rG'GnC Cy 5 103, 274, 820, 903, 904
FokI GGATGnnnnnnnnn'nnnn__ 2 686, 1133

FspI TGC'GCA 1 484

Haell r GCGC'y 1 343

Hgal GACGCnnnnn'nnnnn__ 2 83, 762

Hin4I GAynnnnnvTCnnnnnnnn_nnnnn' 4 85, 744, 776, 932
Hin41I GAbnnnnnrTCnnnnnnnn_nnnnn' 4 53, 744, 776, 964
HincII GTy'rAC 2 34, 283

HindIII A'AGCT T 1 440

Hpy8I GTn'nAC 4 34, 283, 565, 835
Hpyl88III TC'nn GA 5 254, 466, 813, 1063, 1087
HpyF10VI GCn_nnnnn'nGC 1 903

MboII GAAGAnnnnnnn n' 4 211, 481, 691, 1102
MslI CAynn'nnrTG 3 152, 735, 798
MspAlT CmG'CkG 1 1097

MwoI GCnn_nnn'nnGC 1 902

Ncol C'CATG G 2 322, 793

NlalIv GGn'nCC 5 105, 552, 790, 822, 905
NspI r CATG'y 4 135, 219, 379, 641
Pcil A'CATG T 1 375

PpuMI rG'GwC Cy 3 103, 274, 820
PshATI GACnn'nnGTC 1 369

PspOMI G'GGCC_C 1 903

PvulI CAG'CTG 1 1097

Scal AGT'ACT 2 81, 668

SfaNI GCATCnnnnn'nnnn_ 4 76, 247, 402, 727
SmlI C'TyrA G 3 629, 1061, 1157
Styl C'CwwG_G 5 177, 322, 367, 793, 828
TaqgIl GACCGAnnnnnnnnn nn' 1 940

TaqgII CACCCAnnnnnnnnn_nn' 2 60, 599

TatI w'GTAC w 2 79, 666

TspDTI ATGAAnnnnnnnnn_nn' 2 411, 549

TspGWI ACGGAnnnnnnnnn nn' 1 197

TspRI _nnCAsTGnn' 3 397, 463, 574
Xbal T'CTAG A 1 253

XcmI CCAnnnn n'nnnnTGG 1 145

10.15 A FVSAMDC OREF restrikcios térképe:

Enzyme Recognition frequency Positions

AccI GT'mk AC 1 537

AlwI GGATCnnnn'n_ 3 80, 524, 643
AlwNI CAG nnn'CTG 2 617, 662

ApalI G'TGCA C 1 154

Apol r'AATT y 1 906

Aval C'yCGr G 1 434

Bael ACnnnnGTAyCnnnnnnn_nnnnn' 2 328, 922

Bael GrTACnnnnGTnnnnnnnnnn_nnnnn' 2 361, 955

BbsI GAAGACnn'nnnn 2 95, 759

BbvI GCAGCnnnnnnnn'nnnn_ 4 456, 604, 626, 960
Bcgl CGAnnnnnnTGCnnnnnnnnnn_nn' 1 284

Bcgl GCAnnnnnnTCGnnnnnnnnnn_nn' 1 250

BciVvI GTATCCnnnnn _n' 2 29, 923

BglII A'GATC T 1 326

BlpI GC'TnA GC 1 610

Bmel580I G _kGCm'C 1 158

BplI GAGnnnnnCTCnnnnnnnn_nnnnn' 2 325, 357

BpmI CTGGAGnnnnnnnnnnnnnn_nn' 2 384, 884

BpuEI CTTGAGnnnnnnnnnnnnnn_nn' 1 983

Bsal GGTCTCn'nnnn__ 1 320

BsaJIl C'CnnG_G 4 361, 543, 576, 655
BseMII CTCAGnnnnnnnn_nn' 4 494, 624, 816, 996
BseRI GAGGAGnnnnnnnn_nn' 1 971

BseYI C'CCAG C 1 123

BsiHKAI G wGCw'C 2 158, 370

BslI CCnn_nnn'nnGG 1 755
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BsmI
BsmATI
BsmFI
Bspl2861I
BspCNI
BsrI
BsrBI
BsrDI
BssSI
BstF51I
BstYI
Bstz171I
EarT
Ecob571
Eco57MI
Faul
FokI
Hgal
Hin4dI
HindI
HincII
HphI
Hpy81I
Hpyl88III
HpyF10VI
MlyI
MmeI
MslI
MspAlI
MwoTI
NlalvVv
NspI
Plel
Pvull
SfaNI
SmlT
Stul
StyI
TaqgII
TatI
TspDTI
XcmI

GAATG Cn'
GTCTCn'nnnn__
GGGACnnnnnnnnnn'nnnn__
G _dGCh'C
CTCAGnnnnnnn_nn'
ACTG _Gn'

CCG'CTC

GCAATG nn'
C'ACGA G

GGATG nn'
r'GATC y
GTA'TAC
CTCTTCn'nnn__

CTGAAGnnnnnnnnnnnnnn_nn'
CTGrAGnnnnnnnnnnnnnn_nn'

CCCGCnnnn'nn
GGATGnnnnnnnnn'nnnn_
GACGCnnnnn'nnnnn

GAynnnnnvTCnnnnnnnn nnnnn'
GAbnnnnnrTCnnnnnnnn nnnnn'

GTy'rAC
GGTGAnnnnnnn n'
GTn'nAC

TC'nn GA

GCn nnnnn'nGC
GAGTCnnnnn'

TCCrACnnnnnnnnnnnnnnnnnn_nn'

CAynn'nnrTG
CmG'CkG
GCnn_nnn'nnGC
GGn'nCC

r CATG'y
GAGTCnnnn'n
CAG'CTG
GCATCnnnnn'nnnn
C'TyrA G

AGG'CCT

C'CwwG G
CACCCAnnnnnnnnn_nn'
w'GTAC w
ATGAAnnnnnnnnn_nn'
CCAnnnn_ n'nnnnTGG
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126

59,
169,
271
158,
493,
565,
722
627
342,
136,
326,
538
172,
111,
111,
4
143,
425
208,
176,
190
310
156,
83,
18,
185,
1025
879
127,
17,
976,
494
185,
127,
512,
998
1010
576
452,
987
211,
124,

712
320

370
623,
817

953
639
648

224,
314
314,

626

1049,
1017,

190,

89, 292,

516,
218

617
515,
995

217

617
648

959

343,
959

817, 997

936

384, 884

1055
1055

339, 538
938,
876, 885

1000

875, 884

719, 903



10.16 TargetP 1.1 Server alkalmazassal végzett tranzit peptidek prediktalasa a FvSAMS

és g FYSAMDC aminosav szekvenciakon

FvSAMS FvSAMDC

\TERFO TargetP 1.1 Server - prediction results TargetP 1.1 Server - prediction results

CAL Q
ENCE 'Cfés Technical University of Denmark

Technical University of Denmark

### targetp vl.1 prediction results #i## targetp vl.1 prediction results #

Number of guery sequences: 1 Humber of guery sequences: 1

Cleavage site predictions not included. Cleavage site predictions not included.

Using PLANT networks. Using PLANT networks.

Hame Len cTP mIP SP| other JLoc R¢C Hame Len TP mTP SPJ other fLoc RC
Sequence 393 0.128 0.113 0.149) 0.869 | 2 Sequence 359 0.070 0.093 0.141§ 0.804 | 2
cutoff 0.000 0.000 0.000§ 0.000 cutoff 0.000 0.000 0.000§ 0.000

Explain the output. Go back. Explain the output. Go back.

TargetP 1.1 szekvenciaanalizis eredménye: Len: length (hossz); ¢TP: chloroplast transit peptide
(kloroplasztisz tranzit peptid); mTP: mitochondrial targeting peptide (mitokondridlis target
peptid); SP: secretory pathway signal peptide (apoplaszt szignal peptid); Loc: localization
(lokalizaci¢); RC: Reliability class (a prediktalds megbizhatdsaga) (1-5 pontoz, az 1 jeloli a
megbizhatd prediktalast). Lokalizacio: FVSAMS (0.869 other-egyébb lokalizacio, RC: 2);
FVSAMDC (0.804 other- egyébb lokalizacio, RC: 2).

10.17 c¢NLS Mapper alkalmazassal prediktalt Nuklearis Lokalizaciés Szignalok (NLS)

FvSAMS FvSAMDC
cNLS Mapper Result cNLS Mapper Result
Predicted NLSs in query sequence Predicted NLSs in query sequence
METFLFTSESVNEGHPDKL CDQISDAVLDACLEQDPDSKVACETCTKTINM 50 MSMAGSATGFEGYEKRLE IAFFEPSVFRDPEGRGLRSL SKSQLDEFLGQA 50
VMVEGEITTKANVDYEKIVRD TCRNIGFVSDDVGLDADNCKVLVNIEQQS 100 ECTIVSSLSNDDVDSYVLSESSLFIYSYKLITKTCGTTKLLLAIPPILKL 100
PDIAQGVHGHE TKRPEE 1 GAGD QGHMF GYATDE TPELMPLSHVLATKLGA 150 AESIGLTVRSVRY TRGSF IFPGAQSFPHRNF SEEVSTLDAYFGKLGGGSR 150
KLTYEVRENGT CAWLRPDGKTQVIVEYHNEGGAMVPLRVNTVLISTQMDET 200 AYMMGGSAGP QKWHVY SASAEPANLVDPVY TLEMOMTGLDRAKASVEYKT 200
VTNDEIAADLKEHV IKPVVPEKYLDEKT IFHLNPSGRFVIGGPHGDAGLT 250 VISSAAAMTHDSGIRKILPGSDICDFEFDPCGYSHNATEGAAISTIHVTIP 250
GRKIXIDTYGGWGAHGGGAF SGKDP TKVDRS GAY IVRQAAKS IVANGLAR 300 EDGESYASFESAGYDFNELNLNQLAERVLACFKPSEFS IAVHADVAVKSL 300
RALVQVSYAIGVPEPLSVEVETYGTGKIPDKE ILKIVKENFDFRPGMITI 350 QQICSLDLKGYCREESSHEEL RMGGS IVQYRFLKTEACGSPRSTLKGCWK 350
NLDLKRGGHNKRFLKTAAYGHF GRDDPDF TWEVVKPLKWEKPQS 393 EEDEDYESS 359
Predicted monopartite NLS Predicted monopartite NLS
Pos. | Sequence | Score Pos. | Sequence | Score

Predicted bipartite NLS Predicted bipartite NLS
Pos. Sequence Score Pos. Sequence Score
;2 ﬁiﬁﬁgﬁﬁsgizgggﬁgﬁcmggzﬁﬁxgiz1 ig 11 |EGYEKRLEIAFFEPSVFRDPEGRGLRSLSK | 2.5
147 | KLGAKLTEVRKNGTCAWLRPDGKTQVT 2.7 g;o gnx:;.x;ﬁ;:;.:;assm:;\slﬁzzgs 2:‘,’
327 | KIPDKE ILKIVKENFDFRPGMIT INLDLKRG 2.3 507 AR AR =
335 | KIVKENFDFRPGMIT INLDLKRGGNKRFLKT 3.8 sascdoiSiaudetdiciiaaodalsiuleis bzl Bl

356 | RGGNKRFLKTAAYGHFGRDDPDFTWEVVKP 3

356 | RGGNKRFLKTAAYGHFGRDDPDFTWEVVKPLK 3.6
356 | RGGNKRFLKTAAYGHFGRDDPDFTWEVVKP LKWE 4.5
356 | RGGNKRFLKTAAYGHFGRDDPDFTWEVVKP LKWEK 2.7
356 | RGGNKRFLKTAAYGHFGRDDPDFTWEVVKPLKWEKP | 3.6

,Cut-off” pont: A magasabb pontok a nagyob NLS aktivitast jelolik. A 8, 9, 10 pontos NLS-ek
kizarolag a sejtmagban, a 7, 8 pontosak részben a sejtmagban, a 3, 4, 5 pontos NLS-ek a
sejtmagban és a citoplazmaban is lokalizdlodnak, mig at 1, 2 pontosak csak a citoplazmaban

lokalizalédnak. Forras: http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cqi-bin/NLS Mapper help.cqi
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10.18 Prediktalt Nuklearis export szignalok (NES) a FvSAMS és a FY'SAMDC aminosav

szekvenciakon

FvSAMS

>Sequence — NetNES 1.1 prediction

NetNES 1.1: Predicted NES signals in Sequence

20 Threshold r
NN
HMM
NES Score
o
<
8 11 L
= ]
I
Y | }
a T T T T T - _._J"
a 50 1049 158 200 250 300 350
Sequence Position
#Secg—-Pos—-Residue AT HMM NES Predicted
e e e e e e
Sequence-3435-1 0.093 0.922 0.633 Yes
Sequence-349-T 0.077 0.922 0.620 Yes

Sequence-350-1 u} u] o
Sequence-351-N u} 0 u]
Secquence-352-L 0.135 0.916 0.652 Yes
Sequence-353-D 0 u} u}
Sequence-354-L u} u} u]

FvSAMDC

>Sequence - NetNES 1.1 prediction

NetNES 1.1: Predicted NES signals in Sequence

1 1 1 1 L 1 1

29 Threshold r
NN
HMM
NES Score
[0
“
8 1 L
w
I |
4 HWi { ‘AF % b ﬁ
9 = T L T T T T T
9 58 160 158 {1 258 300 350
Sequence Position
#Seg-Pos—Residue AT HMM NES Predicted
e e S S
Sequence-99-K 0.312 0.404 D%:254 -
Sequence-100-L 0.653 0.457 0.812 Yes
Sequence—-101-4 0.085 0.445 0.398 -

Forras: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/
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10.19 Nucleolar Localization Sequence Detector (NoD) alkalmazassal prediktalt
Nukleolaris Lokalizacios Szignalok (NoLSs) hidnya a FvSAMS és a FVYSAMDC

4

aminosav szekvenciajan

NoL S predictions for protein FvSAMS
{these predictions are based only on sequence)

This protein has no predicted NoLS.

NoLS predictions per residue

1.009~
0.95
0.90
0.85
0.80
0.75
0.70
0.65
0.60
0.55
0.50
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

Score

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375
Position

NoLS$S predictions for protein FvSAMDC
{these predictions are based only on sequence)

This protein has no predicted NoLS.

NoLS predictions per residue

1.007
0.95
0.90
0.85
0.80
0.75
0.70
0.65
0.60
0.55
0.50
045
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

Score

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350
Fosition

Forras: http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-nod/index.jsp
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10.20 GPS-SNO 1.0 alkalmazassal prediktalt S-nitrolizacios helyek

FVSAMS:
Predicted Sites
Position I Peptide Score Cutoft Cluster
FR/SAMS (XP_004288342.1)
20 EGHPDKLCDQISDAV 1,634 0,797 Cluster A
ki SDAVLDACLEQDPDS 1,246 0,797 Cluster A
78 EKIVRDTCRNIGEVS 1,044 0,797 Cluster A
EALSAMS1 (NP_171751.1)
20 EGHPDEKLCDQISDAV 1,634 0,797 Cluster A
31 SDAVLDACLEQDPDS 1,246 0,797 Cluster A
73 EKIVRDTCRAIGEVS 0,995 0,797 Cluster A
114 VHGHFTKCPEEIGAG 4,962 2,443 ClusterB
FSISAMS1 (NP_001234425.1)
20 EGHPDELCDQISDAV 1,634 0,797 Cluster A
N SDAVLDACLEQDPES 1,432 0,797 Cluster A
73 EKIVRDTCRNIGFVS 0,878 0,797 Cluster A
FStSAMS1 (NP_001275609.1)
20 EGHPDELCDQISDAV 1,634 0,797 Cluster A
31 SDAVLDACLEQDPES 1,432 0,797 Cluster &
73 EKIVRDTCRNIGEVS 0,878 0,797 Cluster A
FVSAMDC.:
Predicted Sites
Fosition _]_ Feptide Scare Cutoff Cluster
PRSAMDC (XM_011464655.1)
52 EFLGQAECTIVSSLS 22,058 20,743 Cluster C
a5 ¥KLIIKTCGTTKLLL 1,339 0,797 Cluster A
185 PVITLEMCMTGLDRA 2,978 2,443 Cluster B
304 VKSLQQICSLDLKGY 20,871 20,743 Cluster C
312 SLDLKGYCREESSHE 0,82 0,797 Cluster A
FAtSAMDC1 (NP_001154585.1)
a0 EILTPAACTIVISLS 21,893 20,743 Cluster C
a3 ¥KVIIKTCGTTKLLL 112 0,797 Cluster A
174 SAQDISNCNNNVITL 3,723 2,443 Cluster B
FSISAMDC (NP_001234699.1)
A4 EILGPAECTIVDNLS 20,92 20,743 Cluster C
a7 ¥KIIIKTCGTTKLLL 1,448 0,797 Cluster A
187 PVYTLEMCMTGLNRE 2,924 2,443 Cluster B
283 LVERVLACFEPAEFS 2,734 2,443 Cluster B
306 TKLLEHVCSVDVKGY 21,796 20,743 Cluster C
350 PKSVLKGCWKEEEKE 0,989 0,797 Cluster A
PStSAMDC (AAB32507.1)
54 EILGPAECTIVDNLS 20,92 20,743 Cluster C
a7 YKIIIKTCGTTKLLL 1,448 0,797 Cluster A
187 PVYTLEMCMTGLDRE 3,446 2,443 Cluster B
283 LVERVLACFEPAEFS 2973 2,443 Cluster B
306 TKLLERTCSVDVKGY 22,854 20,743 Cluster C
350 PKSVLKGCWKEEEKE 0,913 0,797 Cluster A
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nyujtott elméleti és gyakorlati segitségiiket.

Koszonom tovabba a Genetikai, Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Intézet 6sszes volt és
jelenlegi munkatarsdnak a munkdm tamogatésat.

Végiil koszondm a csaladomnak, hogy tiirelmiikkel, szeretetiikkel és folyamatos
biztatasukkal timogattak a munkam megvalositasa soran.

A kutatast az OTKA K101195, a TAMOP-4.2.2.B-10/1 , A tehetséggondozas és
kutatoképzés komplex rendszerének fejlesztése a Szent Istvan Egyetemen”, a SZIE MKK Kutatd
Kari Kivalosagi Tamogatas - 1476-4/2016/FEKUT) és az Emberi Er6forrasok Minisztériumanak
UNKP-16-2 Uj Nemzeti Kivalosag Programja, valamint a a EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00008
szamu projekt tdmogatta. A projekt az Eurdpai Unid tamogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap

tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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