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1. ROVIDITESEK

ACP — acyl carrier protein, acil-hordozo fehérje

CDNS - mRNS templathoz szintetizalt komplementer DNS
cer — Arabidopsis thaliana (L) Heynh. ,,eceriferum” mutansa
CTAB - cetil-trimetil-ammonium-bromid

ECR- transz-2,3-enoyl-KoA reduktaz

EDTA- etiléndiamin-tetraecetsav

ER- endoplazmatikus retikulum

EST — expressed sequence tag

FAE — fatty acid elongase, zsirsav-elongaz komplex

FAS — fatty acid synthase, zsirsav szintaz komplex

FAT — fatty acyl-thioestherase, zsirsavacil-ACP tioészteraz
FDH - Arabidopsis thaliana (L) Heynh. fiddlehead mutansa
gDNS - genomi DNS

KCR- 3-ketoacil-KoA reduktaz

KCS- 3-ketoacil-KoA szintaz

KoA — koenzim-A

LACS - long-chain acyl-CoA sythase, hosszulanct koenzimA szintaz
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PAS - Saccharomyces cervisiae Phs1p proteinjének Arabidopsis thaliana beli homologja
PCR - polimeréz lancreakcid

RT-PCR - reverz transzkripcio - polimeraz lancreakcid

SDS - natrium-dodecil-szulfat

TBE — Tris-borsav-EDTA oldat

VLCFA- “very long chain fatty acid”, 20 vagy anndl tobb szénatomlancu zsirsav

2. TUDOMANYOS ELOZMENYEK

Kutatdomunkam elézményeként a Novényélettan és Novényi Biokémia Tanszéken mar
régota folytak abiotikus stresszélettani kutatasok. Vizsgaltak tobbek kozott novények nehézfémekre
adott valaszat és a szarazsag hatdsainak megjelenését, valamint, az arra adott ndvényi valaszt, és az
esetlegesen megjelend, vagy mesterségesen kialakitott rezisztenciat.

Dr. Papp Istvan kutatdécsoportjdban szamos kisérletet folytattak a ndvényi szarazsagtirés és
vizvesztés témakdrében. Vizsgaltak tobbek kdzott vad tipusu, mutans vagy genetikailag modositott
paradicsom és ludfii ndvények szdrazsag stresszre adott vélaszait. Buzanal az ezzel, és a hideg
stresszel Osszefliggésbe hozhatd géncsaladok miikodését. Sajat kisérletem el6zményeként pedig
olyan kutikuldris viaszokat alkotd vegyliletek szintéziséért felelds gének miikodését is vizsgaltak

alméban, mely az egyes viaszkomponensek kialakulasanak egy kezd¢ 1épését képviselik.

3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A novényi kutikula szerepe és felépitése

A kutikula egy olyan ndvényi rész, amely rendkiviil valtozatos felépitéssel és sok funkcioval
rendelkezik, a novények foldfeletti részeit boritja. Abbol adédoan, hogy a novényi szoveteket a
kiilvilagtol ez a réteg valasztja el, eldnyds és hatranyos tulajdonsagai mind hatassal vannak az egész
¢lolényre.

A kutikula az epidermiszt borit6 erésen hidrofob réteg. Kémiai 9sszetétele novényfajonként
valtozhat, igy szerkezete is rendkiviil sokféle lehet. Evolucios €s gyakorlati jelentdsége abban 4ll,
hogy az els6 szarazfoldi novények a szarazfoldre vald kilépéskor jelentds vizhaztartast érintd €s
fénystresszt szenvedtek el, igy sziikség volt egy olyan, borszdvetet boritd struktirara, amely az ezek
elleni védelmet nagy biztonsaggal el tudja latni. A szarazfoldon €16 novények egyik alapvetd
feladata, hogy egyenstlyt tartsanak a felvett és leadott viz kozott, ez utobbit a gazcserenyilasok

illetve a kutikula szabalyozzak eltéré utakon (Berend és Fazekas, 2001).
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A kutikula altaldnosan poliszacharid-tartalmua ¢€s lipidekbdl allo rétegekbdl all. Az utdbbi
csoport tovabb bonthatd kutinra, mely enzimes emésztéssel bonthatd, és a masik strukturalis
elemtdl, a kutdntdl, mely enzimesen tovabb nem bonthat6. A lipofil tulajdonsagokért pedig a
kutikularis viaszok feleldsek. Jelenlegi ismereteink a kutinrétegre és a viaszokra terjednek ki, a
kutan réteg a ma alkalmazott eljarasokkal azonban nem vizsgalhat6 (Pollard et al., 2008). A kutin
réteg polimerjei glicerolbol és hozza kovalensen kapcsolddo 16 és 18 szénatomos epoxi- és hidroxi-
zsirsavakbol all, melyek lehetnek telitettek, vagy akar tobbszordsen telitetlenek is, de altalanosan
polimerizalt strukturdban jelennek meg. Az Gsszes transpiracid akar 25%-a is torténhet a kutikula
vizre atjarhatd részein keresztiil. Azonban a lipofil vegyliletek szamara sem atjarhatatlan réteg,
ilyenek lehetnek masodlagos anyagcsere termékek vagy novényvéddszerek (Riederer és Miiller,
2006). Paradicsomnal feltartak, hogy egy kutint tultermel6 fajta, a dfd (delayed fruit deterioriation)
hosszabb pulton tarthatosdgot és nagyobb ellendllosdgot mutatott a kontroll fajtaval torténd
Osszehasonlitasban mikrobialis patogénekkel szemben, még a patogén (Botrytis cinerea) konnyebb
fertdzését elosegitendd mesterségesen eldidézett sériilések esetén is, melynek okaként a dfd
kutikulajanak nagyobb mennyiségii és eltérd Osszetételli viasz és kutin-tartalmat tették feleldssé

(Saladié et al., 2007).

3.2. A novényi kutikula feladatai

A kutikula létrehozasaért a novény epidermisz sejtjei feleldsek, melyek az elsddleges
merisztémakbol kialakult, differencialodott sejtek, csak erélyes kiilsé hatasra dedifferencialodnak.
Allhatnak egy sejtsor vastagon a sejtek, de ha osztodasuk tobb iranyu, akkor akér tobb sejtsor is
képezheti az epidermiszt. A feliiletre merdleges sejtfalak sok esetben lehetnek hullamosak, ezzel
biztositva a nagyobb tapadast egymashoz. Emiatt ennek a szdvetnek a huzasszilardsdga nagyobb,
mint az alatta 1évoké, ezért gyakran konnyen lenytizhatd. A szorosan egymashoz kapcsolodo sejtek
altal alkotott feliiletet gazcserenyilasok szakitjdk meg, amelyek elsddleges feladata a gazcsere
szabalyozasa. Erre azért van szlikség, mert a 1€gzés €s a fotoszintézis soran O, és CO, gazokra van
sziiksége a sejteknek, azonban a novény feliilete korlatlanul nem engedheti at ezek a gazokat.
Masrészt a borszovet a vizvesztést is korlatozza, e nélkiil a parolgasi veszteségek miatt az egész
novény kiszaradna. Hogy a szabalyozéast megoldja a szervezet, sziikséges egy olyan réteg jelenléte,
ami nem engedi at a gdzok nagy részét, és egy olyan Ut is, amely élettani folyamatok altal irdnyitva
oldja meg a szabalyozast. Utobbi szerepét latjak el a sztomak, az el6bbit pedig a kutikula (Riederer
és Miiller, 2006). A kutikula és az érettség szerepét a vizvesztés szabdlyozasaban Diaz-Pérez és
munkatarsai vizsgaltak paprika termések esetén (Diaz-Pérez et al., 2007). Feltartak, hogy a

vizvesztésre nem csupan a fajta lehet hatassal, de a bogyok érettségi allapota és mérete is, amelynek
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az elorehaladasa negativ korrelacioban allt a vizvesztés mértékével. Az elvesztett viz mennyiségét a
kutikulan keresztiil elparologtatott viznek tudtdk be, ugyanis a paprika termése nem rendelkezik
gazcsere nyilasokkal, a kocsanyt pedig vizre atjarhatatlan paraffin olajjal kenték be. Ez az eredmény
azt sugallja, hogy a fiatalabb termések kevésbé védettek a kutikularis parologtatassal szemben az
idosebbekhez képest, a folyamatban esetleges szoveti valtozasok is szerepet jatszhatnak. Alma
esetén is vizsgaltdk a parologtatast szabalyozd faktorokat, ezek fontossagat. Beszamoltak arrdl,
hogy az altermések parologtatasaban lényeges szerepet tolt be a borszovet és a kutikula vizateresztd
képessége, a kutikula 6sszetétele, a parologtatast lebonyolitod felszin mérete €s allapota. A kutikula
vastagsaganak szerepérdl illetéen azonban gyakran egymasnak ellentmondé eredmények sziilettek
(Maguire et al., 2001).

A vizhaztartasban a parologtatason til masként is betolti szerepét a novényi kutikula. A paradicsom
vagy meggy termések esetén példaul a talzott gydkéren keresztiil torténd vagy a termésen at bejutd
viz a termések falat megrepesztheti, jelentds termés mindség romlast, ezzel pedig terméskiesést
okozva (Simon G., 2006).

Biotikus stresszek elleni védelmi funkciojat egyes baktériumok és gombak fertézésekor,
kartevok megjelenésekor tartdk fel. Mai ismereteink szerint egyes korokozok spdrdinak csirdzasat
bizonyos kutikularis komponensek gatolhatjak, de az ezen keresztiil torténé fert6zés is a legtobb
esetben gatolt, a vizre vald atjarhatatlansag miatt (Riederer és Miiller, 2006). Feltartak tovabba,
hogy egyes maszo rovaroknak gatat jelenthet a kutikula a viaszok cstszossaga miatt, de egyes
husevd novények is a bérszovet épp ezen tulajdonsaga miatt tudjak aldozataikat elkapni (Riederer
¢s Miiller, 2006).

A novények feliilletén lathatd hamvassagért az UGn. epikutikularis viaszok a felel6sek. A
kutikula f6 alkotoelemei az alifatikus 20-60 szénatomos zsirsavak, valamint triterpenoidok,
fenilpropanoidok ¢és flavonoidok (Samuels et al., 2008). Megtalalhatok benne tovabba alkoholok,
aldehidek vagy akar ketonok is (Kunst és Samuels, 2009).

A novények fejlodése €s egyes szervek kialakuldsa soran a kutikularis viaszréteg elhatarolo
szerepet tolt be, meggatolja a novekvd részek Osszendvését (Samuels et al., 2008). Ludfi
(Arabidopsis thaliana L. (Heynh.)) mutansokban tartak fel, hogy a viaszok bioszintéziséért felelés
gének abnormalis miikodése szervfuzidkat, torz novényeket eredményezett (Pruitt et al., 2000).

A novényi felszinek sok esetben extrém erds lathatdo fény- és UV-sugarzédsnak vannak
kitéve. Elobbi a fotoszintézisben gatld szerepet tolthet be a fotoinhibicio eldidézése révén az
elektrontranszport-lanc blokkolasa altal (Vass et al., 1992) az UV sugarzas pedig a szoveteket
roncsold hatdsa révén karos az ¢élo szervezetekre. Ennek kivédésére a kutikularis viaszok

jelenthetnek gatat, melyek a beérkezd sugarzas akar 60%-at is visszaverhetik.
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Az eddig felsorolt funkciok mellett a kutikula réteg, és azon beliil is a kutikuléris viaszok
jatszanak jelentds szerepet a ,,Lotusz-effektusnak™ elnevezett jelenségben, mely 1ényege, hogy a
viaszok viztaszito tulajdonsagaik miatt a viz a levél felszinén apré cseppekben Osszegytilve lefolyik

arrol, ekdzben pedig magaval huzza a felszinre keriilt szennyezddéseket (Riederer és Miiller, 2006).

3.3. Kutikularis viaszok anyagcseréje és a kutikularis viaszok bioszintézise

A kutikuldba épiild, illetve annak felszinén megjelend intra- és epikutikularis viaszok
bioszintézisének utja még ma sem teljesen ismert. Szamos olyan molekularis atalakulds van,
amelyet végz6 enzimet eddig nem azonositottak, &m a molekuldk jelenléte miatt valosziniisithetd
ezek kozeljovoben torténd feltardsa. A feltehetden kutikuldris viaszok szintézisében szerepet jatszo

funkciokat és az ezeket ellatod géneket az 1. tablazatban foglaltam Ossze.

I. tabldzat: Kutikularis viaszok szintézisével Osszefiiggésbe hozhatd gének jelenléte ndvényekben

(Beisson et al., 2003)

Funkcio Azonositott gének szama | EST-k szama
Ketoacil-KoA szintaz (KCS) 20 183
Ketoacil-KoA reduktaz (KCR) 2 47
Hidroxiacil-KoA dehidraz (HCD) 0 0
Enoil-KoA reduktaz (ECR) 1 31
Acil-KoA reduktaz 8 8
Viasz szintaz 12 0
Aldehid dekarbonilaz 5 36
Transzkripcios faktor (feltételezett) 3 28
CER3 1 7
Viasz észter w-hidroxilaz 8 51
Acil-KoA reduktaz (aldehid termék) 0 0
Hidroxilaz (mésodlagos alkohol 0 0
termék)

Oxidaz (keton termék) 0 0
ELO-tipusu elongaz 4 10
Plasztidialis hosszu lancu acil-KoA 3 10
szintetaz (LACS)

Nem plasztidialis hosszu lancu acil- 3 53
KoA szintetaz (LACS)

Plasztidialis ABC acil-transzporter 1 1

A plasztiszokban képz6do 16 illetve 18 szénatomos zsirsavlancok szintézise egy ott mikkdo
enzim-komplex, a zsirsav-szintaz (fatty acid synthase, FAS) mikodésével kezdddik. A bioszintézis
soran a létrejovo paros szénatomszamu zsirsavlancok kettesével gyarapitjak szénatomjaik szdmat a
FAS komplex egyes enzimeinek segitségével, melyek csak szubsztrat specifitasukban térnek el
egymastol (Kunst és Samuels, 2003). A 1étrejott acil-csoportok acil-hordozo fehérjéhez (acyl carrier

protein, ACP) kapcsolddnak, majd az endoplazmatikus retikulum membranjdba dgyazott zsirsav
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elongdz komplexek (fatty acid elongase, FAE) végzik a szintetizalt lancok nagyon hosszl szénlancu
zsirsavakka (very long-chain fatty acid, VLCFA) torténd tovabb alakitasat. Erre a helyre torténd
eljutdsukhoz azonban hidrolizalddniuk kell az ACP-rdl egy acil-ACP-tioeszteraz (fatty acyl-ACP
thioestherase, FAT) enzim katalizisével. Novényekben eddig a FATA és FATB enzimek miikodését
irtak le, melyek a FAS enzimkomplex tagjaihoz hasonléan szubsztrat specifitasukban térnek el
egymastol (Jetter és Kunst, 2008). A plasztiszokban szintetizalt telitett lancok posztszintetikus
modositasai, igy példaul a telitetlenné valas, deszaturalés is ebben a sejtalkotoban zajlik.

A plasztiszokbol kikeriilve a létrejott zsirsavak KoA molekula kapcsolodasaval
észteresednek, amit egy hossza lancu acil-CoA szintetaz enzim (long-chain acyl-CoA synthetase,
LACS) katalizal, és bar az enzimcsaldd szamos izoenzimét sikeriilt azonositani és vizsgalni
Arabidopsis thaliana novényekben a reakcid pontos menete maig ismeretlen (Jetter és Kunst, 2008).
Az ¢észteresitett zsirsavlancok ezek utan Iéphetnek be a FAE enzimkomplex lanchosszabbito
folyamataba, melynek eredményei a VLCFA-k lesznek.

A FAE komplex négy reackidt végez el egymas utan, ezek egy kondenzacid, egy redukcio,
egy dehidratacio majd végiil egy ujabb elongacid, melynek eredményeként a bekeriilt lanc két
szénatommal hosszabbodott. A részfolyamatokat katalizald enzimek koziil méra sikeriilt legalabb
egy-egy olyan gént azonositani Arabidopsis modell névényben, melyek bizonyitottan az adott
reakciot katalizaljak. Az els6 elongacios 1épést példaul egy CER6/CUT1 nevil enzim szabalyozza, a
redukcidért a KCR1 enzim, a dehidrataciot egy a pasticcino nevii mutansbol izolalt PAS2 enzim, az
elongacio utolsod 1épését pedig ismét egy eceriferum mutans kapcsan feltart fehérje, a CERI10
katalizalja. Az eceriferum (cer) mutansok vizsgalata mara szamos kutatocsoport fokuszaba keriilt
(Joubés et al., 2008; Aarts et al., 1995; Xia et al., 1997, Rowland et al., 2006), az altaluk katalizalt
reakciok novényélettani szempontbol nélkiilozhetetlen fontos volt emiatt. Ezen mutansok alapjan
olyan enzimeket azonositottak, melyek specifikusan a kondenzacios reakciokat katalizaljak (KCS1-
KCS21), és feltehetden egymas izoenzimeiként funkciondlnak a névényekben. A KCR1 enzimet
Arabidopsisban vizsgalva azt talaltak, hogy ezen enzim hianya embrionalis letalitist okozott a
fejlédés soran, hianya végzetes a fejlédésben 1év6 novények szamara (Beaudoin, et al., 2009). A
dehidrataciot katalizald enzimet a pasticCino mutans ismeretében irtak le, €s ezen enzim
funkcidvesztése szintén embrionalis letalitast valtott ki a ludfii n6vényekben (Bach et al., 2008).

A FAE-komplex tevékenységének eredményeként tehat VLCFA-k jonnek létre, melyek
enzimes atalakitdsokkal alkanokkd, alkoholokka, észterekké, aldehidekké vagy ketonokka
alakulnak, majd transzportfolyamatok révén jutnak ki az epidermalis sejtrétegbdl a kutikulaba. Ezen
enzimek koziil azonban szdmos résztvevd pontos szerepe ugyan feltételezett, de nem bizonyitott.

Bizonyosan elkiilonitik azonban egymastol a két {6 szerves kémiai atalakulasi Gtvonalat, az acil-
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redukcios és a dekarbonilacios utakat (Kunst és Samuels, 2003). Az el6bbiben a primer alkoholok
¢és viasz észter komponensek, utobbi soran pedig az alkanok, aldehidek, szekunder alkoholok és
ketonok szintézise zajlik.

A primer alkoholok VLCFA-kbol valo atalakitasat jelenlegi ismereteink szerint a CER4 gén
terméke szabalyozza. Mivel az anyagcsere-utvonal els6 folyamata ez, az enzim sériilése az utvonal
termékeinek csokkenését eredményezte egy mutans ludfiiben. A viasz észterek pedig a WSDI1
enzim segitségével jonnek Ilétre, mely szubsztratként akar primer alkholokat, akar acil-KoA
molekuldkat hasznalhat fel (Kunst €s Samuels, 2009).

A dekarbonilacios anyagcseretiton a MAH1 enzimet azonositottak résztvevoként, amin kiviil
két eceriferum mutans kapcsan leirt fehérje, a CER3 és CERI1 vallalnak tevékeny szerepet az
alkanok eloallitasaban. Ezek mellett azonban szamos génrdl feltételezhetd, hogy a kutikularis
viaszok bioszintézisében szerepet jatszik. llyenek példaul a WAX2 (Chen et al., 2003), a HTH
(hothead; Krolikowski et al., 2003), a FDH (fiddlehead; Pruitt et al., 2000), a LCR (lacerata;
Wellesen et al., 2001), melyek megvaltozasa vagy sériilése viaszkomponensek mennyiségi és
mindségi elvaltozasaihoz vezetett.

A fent emlitett gének és termékeik mellett azonositottak egy transzkripcios faktort (WIN1),
mely a képz6d6 kutikularis anyagok mennyiségét befolyasolja (Broun et al., 2004). A vizsgalatok
alapjan a lipidek kutikulara valo kijutasban szerepet jatszik egy ABC-transzporter (WBC11; Bird et
al., 2007), és egy LTPG nevii, glikozil foszfatidil-inozitolhoz kapcsolt lipid transzfer protein
(DeBono et al., 2009), melyek sériilése esetén csokkent viaszmennyiséget azonositottak a novényi

felszineken, amibdl a funkcidt valdszintsitették.

3.4. A kutikula vizsgalati lehetdségei

A kutikula vizsgalatara szamos modszer kinalkozik, annak ellenére, hogy a szerkezete elég
komplex. A hagyomanyos fénymikroszkopos vizsgalati modszerekkel vizsgalhato a kutikula teljes
struktardja. Igaz ugyanakkor, hogy a felszin fel¢ torténd sejtfalvastagodasok ezzel a mdodszerrel nem
kiilonithetdek el. A festetlen mintdkon az epidermisz kiilsd felszinén 1évd réteg azonosithato
kutikulaként. Riederer és Miiller ajanlott definicidja szerint ugyanis mindazon réteg a ndvényi
felszinen, amely az elsddleges és masodlagos sejtfalakat is magaba foglalja, és erdsen atszott kutin-
tartalmu régiokkal, ,.kutikularizalt rétegnek™ hivhato (Riederer és Miiller, 2006).

Elektronmikroszkopos eljardsokkal a kutikularizalt rétegen egy mésik zona kiilonithetd el a
kutikulan belill, ez a ,kutikula anyag”, amely elektronmikroszkopos képeken egy fénylo,
elektrodenz rétegként tiinik fel. Szintén ilyen vizsgalatokkal a kutikularizalt rétegen beliil

megkiilonboztethetjiik az extrakutikularis és az intrakutikularis rétegeket. Az igy definialt rétegekbe
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besorolhatok a kordbban mar taglalt strukturak: az extra- €s intrakutikuléris viaszok, és a kutinréteg
a kutikula anyagba, a kutikularizalt rétegben pedig szintén talalhat6 kutin és intrakutikuléris viasz.
Sajnos azonban a kutan természete miatt annak pontos helyérdl tal sokat nem tudunk (Riederer és
Miiller, 2006; Pollard et al., 2008).

Festetlen mintakat vizsgalva a fénymikroszkdppal sajnos nem kiilonithetéek el a finomabb
kutikularis strukturak, és esetleg a latottak meghatarozasaban is hibakat ejthetiink. Fluoreszcens
jeloléssel azonban lathatova tehetd sok minden, ami a hagyomanyos fénymikroszkoppal nem
vizsgalhat6. Buda ¢és munkatarsai tobb mikroszkopos €s fluoreszcens mikroszkopos festést is
alkalmazott kutikularis struktarak vizsgalatara (Buda et al., 2009). A ,,Nile blue A” festék specialis
jellege miatt alkalmasnak tiint a kutikularis anyagcsere-termékek elhelyezkedésének detektalasara,
¢s igy a kutikula kialakulasanak vizsgalatara. Savas kozegben ugyanis ez a festék kék szind,
apolaris tulajdonsagu vegyiiletekhez kotéskor viszont pirosas-rozsaszines lesz (Buda et al., 2009). A
mar targyalt folyamatokon keresztiil a kutikulara mindazon prekurzor vegyliletek is kitilhetnek,
amely nem észter-tipustiak, mint a viaszok. Igy a zsirsavak, és egyéb savas prekurzorok jelenléte
kékes szinnel, az erésen lipofil vegyiiletek elhelyezkedése pedig pirossal kdvethetdé nyomon.
Sajnalatos modon azonban ez a festék a celluloztartalmu sejtfal komponenseket és a membran
strukturdkat is kékre festi, és €z az erds kék szin zavarhatja a kutikularis komponensek
elkiilonitését, még ha a szerz6k szerint ez a fénymikroszkdpos vizsgalatokra az egyik
legalkalmasabb festés (Buda et al., 2009). A kutikula vastagsaganak meghatarozasara azonban
ajanljak a Szudan IV festést is, mellyel a festék erésen lipofil és vizoldhatatlan tulajdonsaga miatt
az apolaros vegyiileteket tartalmazo szovetek, igy a kutikula is megfesthetd. Annak ellenére, hogy a
sejtekben is taldlhatok ilyen tulajdonsagii komponensek, nem tapasztalhatoé zavaro hattér képzodés a
sejteken beliil (Buda et al., 2009). A fluoreszcens technikak koziil kiemelik az Auramin O és a
Calcofluor White MR2 festékek hasznalatat. Ezek koziil az elobbi a telitetlen, savas viaszok és
kutin prekurzorok festéséért, utobbi pedig a celluloz és karboxilalodott poliszacharidok festéséért
felel6s (Bisio et al., 1999). igy egyiittes alkalmazasukkor a sejtfalakat tartalmazé részek hatterében
jelennek meg a viaszok €s a kutikula egyéb komponensei.

A mikroszképos vizsgalatok mellett a kutikula egyéb moddokon is vizsgélhato.
Vizateresztése és atjarhatdsaga kozvetleniil példaul enzimatikus emésztéssel €és utana vizateresztési
vizsgalatokkal mérhetd (Riederer és Miiller, 2006). Kutikulaval boritott szervrész sotétben torténd
tomegvesztésébdl pedig a perisztomasan elparologtatott viz mennyiségére lehet kovetkeztetni

(Diaz-Pérez et al., 2007).
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4. CELKITUZES

Ismereteink szerint szdmos biotikus és abiotikus stresszre adott valaszban az alma altermését
boritdé kutikula réteg kitiintetett szerepii. Vizsgalataim egyik célja az volt, hogy Malus domestica
Borkh. ’Prima’ ¢és ’Florina’ fajtainak alterméseiben, kiilonosen a kutikula szerkezetében
kiilonbségeket mutassak ki. A héj szovettajat tobbféle modszerrel is vizsgaltam. A szakirodalomban
ismertetett modszereket alkalmazva elemeztem az érés sordn a viaszok mennyiségét és az érett
altermések vizvesztését. Arabidobsis thaliana (L.) Heynh. névényben feltart, viasz bioszintézisben
szerepet jatsz6 gének almabeli homologjainak kifejez6dését is kutattam. A két fajta kozott
feltehetdleg eltérd génaktivitdsok kimutatdsa fOszerepet kapott kisérleteimben. Az eddig emlitett
molekularisnak tekinthetd modszerek mellett a szoveti kiilonbségek feltarasara fény- és konfokalis
pasztazo fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokat is végeztem. Utdbbi eljarast irodalmi ismereteink

alapjan elészor alkalmaztam a két fajtara.

5. ANYAG ES MODSZER

5.1. Novényanyag

A hazankra is jellemz6 mérsékelt égovon legnagyobb mennyiségben elballitott gyiimdlcs az
alma. Vilagviszonylatban a banan, a citrusfélék és a nalunk is termd sz616 el6zi meg. A vilag dsszes
termésmennyisége 65 millid tonna, orszagunk részesedése ebbdl 500-540 ezer tonna. A termesztés
mai gazdasagi helyzetéhez az is szorosan kotodik, hogy az elmult évtizedekben a
termesztéstechnologia sokat fejlodott. Az almatermesztésben jelent meg elsok kozott az intenziv és
integralt termesztés. Ezek alapvetd részei a modern alany és nemes fajtdk, a miitrdgya hasznalat és
talajtani vizsgalatok, korszerli novényvédelmi eljarasok és szerek hasznalata stb. Ennek
koszonhetden, telepitésiik €s fenntartasuk 1s tokeigényesebb lett, valamint a termdre fordult
gyiimolcs6s6k nagyobb értéket képviselnek. A fogyasztok részérdl kifejez0dott egy magasabb
mindségi igény, amely kezd egyre jobban elvalni a feldolgozoipar igényeitél. Igy a termesztésben
egyre nagyobb sziikség van a szakértelemre és az ezt megalapozé kutatdsokra €s tapasztalatokra.

Az altalunk vizsgalt almafajtdk a *Florina’ és a ’Prima’. Rendszertani besorolasuk szerint a
Malus domestica Borkh. fajba, a Rosaceae csalad, Maloideae alcsaladjaba tartozo zarvatermok. Fas
szar, alacsony fa habitusi novények. Altermésiik bogernyd virdgzatuk viragaibol fejlodik.
Alapvetden gdmbhoz hasonlithatd, de a lapitott gdmb és a harang alak kozott igen formagazdag

megjelenésli. Abban egységesek, hogy a kocsany és az éretten elszaradt csészelevelek kissé
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besiippednek az altermés kozepe felé. A vastag gyiimolcshus altalaban 6t magot rejt. Hamvas,
viaszos, gyakran kétszin{i héj boritja. Kornyezeti igényei a mérsékelt égovnek megfeleldek, 9-13°C
évi kozéphomérséklettel €s 600-800mm évi csapadékkal jellemezhetd helyeket kedveli.

Az altalunk tanulmanyozott nyari alma fajta a ’Prima’. Augusztus utols6 €s szeptember elsé
dekéadjaban érnek gylimolcsei. Sziiret utdn csupan egy honapig eltarthatod, beltartalmi értékei
gyorsan csokkennek, igy friss fogyasztasra alkalmas leginkabb. Atlagos gyiimélcsmérete 140-190
g, lapitott gémbolyded, vagy tompa kup alaki. Eretten sarga alapszinii, mosott piros fedészine
pedig feliiletének haromnegyedét boritja. Hsa bdlevii, roppands, mérsékelten savas izli. Bven és
rendszeresen terem. Hazankban eddig varasodasra rezisztensnek bizonyult.

Kutatasunk masodik célfajtaja a *Florina’. Oktober els6 dekadjaban sziiretelhetd téli alma.
Gytimolcse atlagosan 140-180 g, alakja enyhén kupszert, a csészénél erdsen bordazott. Sargaszold
alapszinti, ¢lénkpiros mosott és csikozott feddszinii. Joval hamvasabb, mint a Prima’, és lenticellai
is feltlindbbek. Husa halvany sargas, 1édus és roppands, szilardabb mint a *Prima’-é. Szabalyozott
légterti taroloban akar marcius végéig is eltarthatd. Varasodasra vald érzékenysége igen Kkicsi,
tlizelhalassal szemben is igen ellenallo, lisztharmat toleranciaja kézepes (Toth M., 2009).

A két vizsgalt almafajta f6 jelentdsége, jO értelemben vett atlagos izvilaguk mellett (vasarlok
altal keresettek kozé ill6), hogy az almadlloméanyokat rendszeresen €s nagymértékben sujtd
varasodasra (Venturia inaeuqalis) és lisztharmatra (Podosphaera leucotricha) rezisztensek, illetve
toleransak. A Prima nyari alma, amely nem tarthat6 el hosszt ideig, mig a Florina téli fajta, és tobb
honapig tarolhato. Feltételeztiik, hogy ezek a kiilonbségek a szovetszerkezeti szinten, és az azt
meghataroz6 génmiikodésekben is megjelenhetnek.

A soroksari Kisérleti Uzem és Tangazdasigban miikodd iiltetvénybdl szarmazéd

ndvényanyagot a Gylimolcstermd Novények Tanszék kutatdi biztositottak szamunkra.

5.2. Mintagyiijtés

Tobb 1dépontban is gylijtottiink mintdkat. A két almafajta ugyan egyszerre termékenyiil
meg, fejlédésiik azonban nem egyenld hosszu. Igy azokban a vizsgalatokban, amelyekben tobbszor
is feldolgoztunk ndvényanyagot, ugyanolyan fejlédési fazisban kellett mintakat gytijteniink. A
viaszfedettség méréséhez harom érettségi fazisban gyljtottiink mintakat. Ezt kivéve minden mas
vizsgélatot teljes biologiai érettségli almakkal €s ugyanabban az idépontban szedett levelekkel
végeztiink. A szedések napjait az érettség 62%, 76-80% ¢és 100% allapotaihoz igazitottuk mindkét
fajta esetén (1. abra). Az alterméseket a lehetd legkevesebb megfogassal, litddéssel szallitottuk €s

mértiik. A minta eldkészitési eljarasokat kiilon pontokban, a mérési modszerekkel egyiitt targyalom.
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Prima
VIL 5. Vi 21 Vili. 20
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T
; V. VI VIL. i : VIII. ; IX.
r T T 1
Megtermékenyiilés: IV. 20 75. nap 91. nap 120 nap érés
625 % 75,8% 100%
Florina
VIL. 20. VIii: 20 IX. 15
v v
L 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1
1 T kL 1 T T
\ VI VII. Vil IX.
f } } {
Megtermékenyiilés: IV. 20 100. nap 120. nap 145nap érés
62,1% 82,7% 100%

1. é&bra. Az alma altermések érési tablazata a mintagyiijtések idopontjaival.

5.3. Oldatok, reagensek

10x TBE

1 liter 10x TBE készitéséhez sziikséges hozzavalok:
108 g Tris (Trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan)

55 g bérsav

40 ml 0,5M EDTA pH 8.0

1 liter végtérfogatoz sziikséges desztillalt (DNS-hez) vagy MilliQ (RNS-hez) viz

Solution 1:
85% etanol
0,1% SDS
0,1% Na-tioszulfat

1 literre kiegészitve MilliQ vizzel.

Solution 2:

75% etanol

0,1% SDS

0,1% Na-tioszulfat

1 literre kiegészitve MilliQ vizzel.
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Extrakcios puffer:
100 MM Tris-HCIpH 8,0 5 ml

20 mM EDTA pH 8,0 2ml
2% Béta-merkaptoetanol 1ml
2% CTAB 19

1,4 M NaCl 419

MilliQ vizzel 50 ml-re toltjiik fel

1,2%-o0s agaroz gél DNS-ek futtatisahoz:
112,5ml 0,5% TBE
1,4 g agar6z
5 ul ethidium-bromid

1,5%-os agaroz gél RNS-ek futtatasahoz:
112,5ml 0,5% TBE
1,7 g agardz
5 ul ethidium-bromid

Auramin O oldat:
0,05 M Tris HCl-ben (pH 7,2) Auramin O port oldunk fel 0,01 w/v% koncentracioban.

Szuddan 1V oldat:
0,1% v/v torzsoldatot készitettem izopropil alkohollal, majd a kapott torzsoldatot 3:2
aranyban higitottam MilliQ vizzel. A kapott oldatot 30 percig szobahdmérsékleten allni hagytam,

majd ALBET 400 sziir6papiron keresztiil lesziirtem a fel nem oldott festékszemcséket.

Fenol készitése

A novényi RNS kivonasahoz fenolra is sziikségiink volt. A fenol szilard, tliszerli
kristalyokba rendez0dd sarga anyag, mely felhasznéalasa folyadék formdjéban torténik megfeleld
pH-n. Ennek elkészitésekor fokozott eldvigyazatossdggal jartunk el, ugyanis a fenol erdsen

korroziv, mar6 anyag, a bdrrel valo érintkezéskor sulyos €s lassan gyogyulo égési sériiléseket okoz
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a fehérjék elroncsoldsa miatt, karcinogén hatdsa is ismert. Epp emiatt volt sziikséges
védoszemiiveg, dupla kesztyii, kopeny ¢€s elszivofiilke hasznalata az eljaras soran.

A fenolt ekvilibralas (a pH beallitasa) elott felolvasztjuk, ezt 68 °C-ra vald6 melegitéssel
érjik el. A folyékony fenolhoz 0,1%-o0s végkoncentracioban hidroginolint adunk, mely vegytilet
antioxidans kapacitasa révén gatolja a fenol oxidaciojat, fémvegyliletekkel gyengén kelatokat
képez.

A folyékony fenolt ezutan 0,5 M Tris-HCl (pH=8,0) pufferrel, 1:1 térfogataranyban
vegyitjiik, és 15 percig magneses keverdn keverjiik. A vizes és a szerves fazis teljes szétvalasa utan
eltavolitjuk a vizes fazist, majd Gjabb 1:1 aranyban elegyitjiik a fenolt, eztttal 0,1 M Tris-HCI-t
hasznalva (pH=8,0). Ujabb 15 percig kevertetjiik magneses keverén, és eltavolitjuk a vizes fazist.
Ezt a legutobbi 1épést mindaddig ismételjiik, amig a fenol fazisanak pH-ja (pH papirral mérve) 7,8
folé keriil. Ekvilibralast kdvetden az utolsd vizes fazist eltavolitjuk, és 0,1 tarfogatnyi 0,1 M-0s
Tris-HCI-t (pH=8,0) adunk a fenolhoz, mely 0,2% B-merkatoetanolt tartalmaz. Az igy eléallitott
fenol 100 mM-os Tris-HCI (pH=8,0) folyadékréteg alatt sotét tivegben tarolhato 4 °C-on (Sambrook
etal., 1989).

5.4. Alma méret meghatarozas

Minden érettségi fazisban gyijtott altermés tomegét és ,,atmérdit” lemértiik. Az almak
tomegeit egy SARTORIUS MCI1 Analytic AC 210 P mérleggel hatdroztuk meg. Az almak
felszinének meghatarozasahoz a kovetkez6 modszert alkalmaztuk. Tolomérdvel lemértiik az alméak
szélességét, a csészelevelek helye és a kocsany altal kijelolt tengelyre merdlegesen. Ezutan 90°-al
elforgattuk az almékat a tengely koriil és ismét lemértiik a szélességiiket. Az altermések magassagat
1s meghataroztuk, az alma talppontjatol a hus legtdvolabbi pontjaig. Az almak alakjat gombnek
tekintettiik. A harom atmérot atlagoltuk €s ezzel az értékkel szamoltunk gombfelszint, az *A’ képlet

alapjan, tovabbi kalkulacioinkban ezekkel a feliiletnagysagokkal dolgoztunk.

5.5. Vizvesztés meghatarozas

Az altermések tomegét a szedést kdvetden folyamatosan mértiik. Az elvesztett tdmeget az
elparologtatott viznek tudtuk be, ezért ezeket az értékeket a tovabbiakban vizvesztésként
szerepeltetjiik. Az altermések vizvesztését a kezdeti, szedés utani tomeg fokozatos csokkenésébdl
szdmitottuk ki. Egy honapon keresztiil mértiikk a mintdink tdmegét, a mérés soran, az almakat egy
talcan, laboratoriumi koriilmények kozott, 22°C hdomérsékleten, 60-65% relativ paratartalmu
helyiségben taroltuk. A keveredés elkeriilése érdekében az almékat cimkéztiikk, szamozott

papirtablat (2 x 1 cm) kotottiink a kocsanyokra, valamint a kocsanyokat vazelinnel kentiik be, ezzel
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megakadalyozva, hogy a kocsdnyon keresztiil veszitsenek vizet. Csupan kivalo egészségi allapota
novényanyaggal dolgoztunk, a sériilt, beteg almakat az elsd tiinetek jelentkezésénél kizartuk a
vizsgalatokbol. Ezt a méréssorozatot csak a 2011-es mintakon végeztiik el. Minden alma esetén
feljegyeztiik a napi tomegvesztéseket (Wy), majd ezeket szazalékosan kifejeztiik az els6é napi mérés
eredményéhez képest (Wo) a DL=W,/W*100 képlet segitségével. Ezutan minden napi vizvesztési
szazalékot az el6zO6bol rendre kivonva kaptuk a napi vizvesztés aranyat (WLR) a WLR=DLy-1-DLy
képlettel szamolva. Ez a WLR mutat6 adja meg, hogy egy-egy fajta vizvesztése milyen tendenciat
mutatott a vizsgalat alatt, valamint a mérések kozti valtozasok alakulasa is megmutathaté (Diaz-

Pérez et al., 2007).

5.6. Kutikularis viaszok leoldasa és vizsgalata

Vizsgalataink soran elsddleges célkitlizésiink az alma altermések kutikuldjanak vizsgalata
volt, amire tobb lehetdség is kinalkozott. Ahogyan azt az irodalmi attekintés soran mar bemutattam,
a novényi kutikula to6bb komponensbdl felépiild struktira, és szamos elsddleges funkciodjat apolaris
részei toltik be. Ezért a kutikulan belill is az azt részben felépitd viaszokra fokuszaltunk. A kutikulat
alkotd viaszréteg vizsgalhatd példaul a kutikula enzimes izoldldsaval (Riederer és Miiller, 2006)
vagy szerves oldoszerbe martassal is Kioldhatoak a kutikulabdl a viaszalkotok (Millar et al., 1999).
Mi az utdbbi modszert valasztottuk, mely soran elsé 1épésben meghataroztuk az altermések
felszinét, a késébbi feliiletegységre jutd viaszréteg kiszamitasdhoz, majd kloroformba martva az
almakat beoldottuk az oldoszerbe a viaszokat. Ezt az oldatot beparolva azutan szaraz tomegként,
mérhetd forméaban visszanyertiik a kutikularis viaszokat. Minden szedéskor a fajtadkrol szedett
mintakat harom parhuzamos csoportra osztottuk, a statisztikai 0sszehasonlithatosag érdekében, az
almak viasztomegét is csoportonként hataroztuk meg. Az almék érettségi fazisaval egyiitt jard
méretkiilonbségekbdl addddéan, hogy minél kevesebb, de az almak befedéséhez elegendd
kloroformot hasznaljunk, 250, 300, 350 milliliter olddszert toltttem egy-egy fézOpoharba. Az
almakat egyenként, egy percen keresztiil, lassi mozdulatokkal martogattam, a kloroformot
csoportonként cseréltem. A bemartas befejezésekor 5 gramm vizmentes NaSO, adtam az
oldatokhoz, hogy az esetlegesen bekeriilt polaris alkotoelemeket megkdssem. Ez az anyag ugyanis
erds vizmegkotd képességgel rendelkezik, vizzel vald érintkezéskor jol lathatd volt allaganak
megvaltozasa. Albet 400 tipusu sziirOpapirral szlirve, zarhaté lombikokba toltottem a f6zOpohar
tartalmat. Az eredmény atlatszo, lathatd szennyez6déstol és felszinen lebegd vizeseppektdl mentes,
de id6énként enyhén szinezett oldat volt. Mivel a halogénezett szénhidrogének, igy a kloroform géze
is feltehetden rakkeltdek, a kloroform emellett kiszaritja a nyalkahartyat és boditd hatasu is, tobb

biztonsagi ovintézkedést is szigoruan be kellett tartani. A leoldést csak jol mikodd elszivofiilke
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alatt végeztiik, dupla gumikesztytiben, kopenyben és maszkban, figyelve az ezekkel az eszkdzokkel
kapcsolatos munka soran betartandé minden biztonsagi intézkedésre.

A kloroformba oldott viaszok beparlasat és tomegének mérését a BCE Alkalmazott Kémia
Tanszékén Gyepes Attila végezte. Roto Vapor késziilékkel vakuum koriilmények k6zott 40°C-on az
oldodszer elparolog a mintabol és csak az abban oldott anyag marad az edényben. A viaszok tomegét
a parologtatas utani tdmeg és a tisztdra mosott, szdraz lombikok tomegeinek kiillonbségébdl lehet
meghatarozni. Igy kapjuk meg a mintagyiijtéskor kialakitott csoportok Gsszes viasztomegét és ebbél
tudtunk meghatarozni feliiletegységre jutd viasztomeget. A vizsgalatokat a 2010-es és a 2011-es

mintakon is elvégeztiik.

5.7.Alkalmazott statisztikai modszerek

5.7.1 Egytényezds varianciaanalizis

Vizsgalataim ellenérzésére egytényezds varianciaanalizist (One-Way ANOVA) végeztem a
PASW 18.0 program segitségével. Ez a mddszer akkor haszndlhatd, ha egy faktort leszamitva a
kisérleti teriilet teljesen homogénnek tekinthetd. Ezen a modellen beliil is a teljesen véletlen
elrendezést (1TV) valasztottam, mert szabalyossag, szandékossag nem volt a mintavételezések
soran. Az analizis soran arra keressiik a valaszt, hogy a k darab fliggetlen, véletlen mintank alapjan
elfogadhaté-e az a feltételezésiink, hogy a k darab minta k darab azonos varhato értékii
alapsokasagbol szarmazik. Mas megfogalmazasban ez azt jelenti, hogy a kérdésiink arra iranyul,
hogy a mintdink elemzésébdl megerdsithetd-e, hogy a mintacsoportok kozotti valtozas a véletlen
mive-e. Nullhipotézisként ezt allitjuk, ellenhipotézisként pedig azt, hogy a kiilonbség a csoportok
kozott szignifikdns. Az analizis kiértékelése a szamitott értékekbdl késziilt ANOVA tabla
segitségével valdsithatdo meg (Harnos és Ladéanyi, 2005).

A kutikula vastagsiganak mikroszkopos meghatirozésara soran tobb alkalommal is
megmértiilk a kutikula vastagsagat kiilonbozé metszetek eltérd pontjain, majd az ezekbdl felallo
alapsokasagon (51 ’Florina’, 31 ’Prima’ minta) végeztiik el az analizist. Az egyetlen faktor ebben az
esetben a fajta maga lett. A kiértékelés soran figyelembe kellett vennem, hogy a mintaink normalis
eloszlasuak-e, ezt Kolmogorov-Smirnov probaval (K-S teszt) ellendriztem.

Az adatsoroknal megtortént, hogy az adatok szorasat egyes kiugrd értékek miatt
homogenizalni kellett, erre a logaritmizalas eljarasat valasztottam. Ennek 1ényege, hogy az a mért
adat 10-es alapu logaritmusat kiszamolva azzal folytatjuk az elemzést. A moddszer azért
alkalmazhatd nagy biztonsaggal, mert nem valtoztat a végeredményen: a logaritmus fliggvény

ugyanis monoton. Kisebb értékekbdl még kisebbekké, a nagyobbak még nagyobbakka
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transzformalodnak, tehat szignifikans kiilonbség is csak akkor kaphat6 a logaritmizalt eredmények

kozott, ha az eredetik kozott is volt.

5.7.2. Linearis regresszio

Ezt a statisztikai modszert, a vizvesztéses mérések értékelésére hasznaltuk. Az altalanos
regresszids modell abbol az alapfeltételezésbdl indul ki, hogy az Y valosziniiségi valtozé egy ,,f°
fliggvénnyel leirhaté modon fiigg az X valoszinliségi valtozotol, valamint kapcsolatuk véletlentdl is
fliggd. Egyvaltozos, vagyis linearis regressziorol akkor beszEliink, ha az ,,f” fliggvény linearis. A
modell 4ltaldnosan igy irhat6 le: ¥ = Da + by £ + & | ahol by és by valos szamok és ,,e” a hiba. Ez
az egyenlet egy egyenest ad meg, mely altaldban nem illeszkedik pontosan a mérési eredményekre,
csupan kozelitd értéket ad. Végtelen sok ilyen gorbe adhaté meg, ezek koziil ki kell valasztani a
mérési pontokra legjobban illeszked6t. Az egyenes meredekségét és zérushelyeit a by és by értékek
szabjak meg, ezek becslésére a legkisebb négyzetek elvét hasznaljak. Az illeszkedés josagat ebben a

lineéris esetben a korrelacios egyiitthatoval jellemezhetjiik. A korrelacids egyiitthatd becsiilhetd a
Porer = Eg!:i[xf —X)= ["-‘:' - "_J

YL I TEY T g , . ST T . , ’
mintabol: (n—1)s5; =5y ahol, x; és yi a minta elemei, ¥ és ¥ a minta atlagok, sy és

Sn = H—I*Z[}::_ﬂz
sy pedig a tapasztalati szorasok ( =t

. Az egyiitthato értékei linearis
Osszefliggés esetén 0 és 1 kozott lehetnek €s minél nagyobb ez az egyiitthatd, annal jobb a
modellvalasztdsunk (Harnos, Ladanyi, 2005). A statisztikai modszereket szamitdsait €és az

egyenesek illesztését a Micrsoft Excel 2010 programmal végeztiik el.

5.8. Genomi DNS izolalas

Molekularis vizsgalataink soran azt vizsgaltuk, hogy a feltehetden viasz-bioszintézissel
kapcsolatos génjeink kifejezodnek-e. Az izolalt RNS mindségének ellendrzésekor sziikség volt arra,
hogy eldonthessiik, vajon a kiilonb6z6 szovettajakbol kinyert RNS mintak tartalmaznak-e genomi
eredetli DNS szennyezddést (gDNS) (Albert et al., 2011). Ehhez kontrollként ,.tiszta* alma genomi
DNS-t kellett izolalnom, melynek kinyeréséhez a DNeasy Plant Mini Kit-et (QIAGEN)
valasztottuk, amivel viszonylag gyorsan lehet novényi szovetekbdl tiszta DNS-t kinyerni. Az igy
kinyert DNS-t kontrollként hasznaltuk vizsgalatainkban, a reverz transzkripcioval eldallitott
termékek amplifikalasa soran nyert specifikus termékek genomi DNS-hez torténd hasonlitdsahoz. A

kivonast barmiféle valtoztatas nélkiil, a kitben leirt protokoll alapjan végeztiik.
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5.9. RNS izolalas

Mindharom altalunk vizsgalt szovettajbol egy etanolos kicsapasi moédszerrel vontunk Ki
RNS-t, amely modszert Asif és munkatarsai tették kozé (Asif et al., 2006). A BCE soroksari
Kisérleti Uzem és Tangazdasigbol begyijtott mintainkat a Novényélettan és Novényi Biokémia
Tanszékre torténd szallitasat kovetden azonnal feldolgoztuk. A levélmintakat a helyszinen 50 ml-es
Falcon csévekbe helyeztiik, feliratoztuk, majd folyékony nitrogénben szallitottuk be az egyetemre.
Az altermés szovettdjakat mar az egyetemen dolgoztuk fel, ahol elészor a héjat és a hust
elkiilonitettiik egymastol. Ugyeltiink arra, hogy a héj szdvettdjaba maximum csak kevés hus
keriilhessen, forditva azonban ez ne legyen igaz, vagyis a hus szdvettdjaba ne keriilhessen héj
eredetll minta. A felszeletelt mintdkat azutdn 50 ml-es Falcon csévekbe, majd -80 °C-os hiitdbe
helyeztiikk, hogy a mintdk bomléasat, az RNS-ek karosoddsat megeldzziikk. A héj szdvettd
elkiilonitésére mikroszkdposan is megvizsgaltuk a fent leirt modon végzett metszésiinket a *Prima’
fajtan, és ez alapjan elmondhatjuk, hogy az RNS kivonashoz a kutikula, az epidermisz sejtrétege és
az alatta talalhato 6-10 parenchimalis sejtsor szolgéltatott mintat, ennek hdrom reprezentativ képe
az 2. abran lathato. A mintédkat itt festés és fixalas nélkiil vizsgaltuk, a mikroszkopos vizsgalatok

alatt leirtak szerint.

2. abra. A ’Prima’ fajtan végzett mikroszkdpos ellenérzés a héj szovettaj vastagsaganak meghatarozasahoz.

Az RNS kivonas 1épéseinél kovettiik Asif és munkatarsai modszerét. A szdvetmintainkat
Solution 1 oldattal kevertiik, majd centrifugaltuk. A csapadékot Solution 2 oldattal ismételten
feloldottuk, majd centrifugaltuk. A csapadékhoz extrakcios puffert adtunk, majd a mintat ismét
homogenizaltuk. Az oldatot kloroform:izoamil-alkoholt (24:1) eleggyel extrahaltuk, majd az RNS-t
10M LiCl-al kicsaptuk. Centrifugalas utan a csapadékot MilliQ vizben oldottuk, és ismételten
extrahaltuk. A feliiliszobdl natrium-acetat és etanol segitségével csaptuk ki a tisztitott RNS-t. A

csapadékokat tartalmazd Eppendorf-csoveket levegdn szaritottuk, majd RNaz -mentes vizben
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oldottuk. Az RNS kivonas sordn végig nagyon fontos volt a steril, RNaz mentes koriillmények
biztositésa.

Az igy kinyert RNS-t a reverz transzkripcidig -20°C-on taroltuk, azutdn -80°C-ra helyeztiik,
hogy minimalizaljuk az RNS-ek bomlasat. Minden tovabbi RNS-t érintd vizsgalatot ezekkel a

mintakkal végeztiink.

5.10. NanoDrop, spektrofotometria

A spektrofotometria olyan kolorimetrids analitikai mddszer, amely egy mintdn athalado
fénynyalab intenzitasanak valtozasat méri. Alaptérvénye a Lambert-Beer torvény 4 = a@=l=c  Ez
a torvény a legtobb anyagra jellemzd a megfeleld koncentracidtartomanyban. Az alfa egy anyagra
jellemzd allando, az ithossz nem valtozik a mérés soran, igy az abszorbancia egyenesen ardnyos a
koncentracioval. Egy ismert higitdsi sor alapjan felvett kalibracidos gorbe alapjan a mért
abszorbancidkbdl tudunk a koncentracidra kovetkeztetni. Ezzel mennyiségi meghatarozasra van
lehetdségilink. Anyagi jellemzd a teljes spektrumon vett fényelnyelés. Ha két mintdnak azonos az
abszorpcids spektruma, akkor a mintdkban egyezd mindségii anyagok talalhatoak. Az abszorpcios
spektrum felvétele altalaban lathato és UV tartoméanyba esé fénnyel torténik, tobb hullamhosszon.
A fényintenzitas valtozast a hullamhosszak fliggvényében abrazolva kapjuk meg az abszorpcids
spektrumot, ez képezi a kvalitativ vizsgalatok alapjat. Az abszorpcidos gdrbe maximumahoz tartozo
hullamhosszon mérhetiink a legnagyobb érzékenységgel kvantitativan. Figyelembe kell azonban
venniink, hogy a szennyezd anyagok abszorpcidja zavarhatja méréseink pontossagat, ezért olyan
hullamhosszt kell valasztanunk, amely a mérendd anyagra jellemzd, és a lehetd legkisebb az atfedés
a szennyez® anyagok és a mérendd anyag abszorpcios spektrumai kozott. A kinyert RNS-t, a
koncentracio-kiegyenlitett RNS-t, majd a késdbbiekben a szintetizalt cDNS-eket is megmértiik
NanoDrop késziilékkel, €és leolvastuk a 260 nm-hez tartoz6 abszorbanciat. A kivonas soran zavar6
lehet a szintén kinyert szennyezd fehérjék (280 nm), illetve a kivonaskor hasznalt szerves
oldoszerek 230 nm kornyékén torténd elnyelése. Mintdinkban ezek nem voltak zavaroak, ezért nem

mutatjuk be ezen adatokat.

5.11. DNaz kezelés

Az altalunk valasztott RNS izolalasi modszer nem biztos, hogy szigortian szelektiv az RNS-
re nézve, igy megeshet, hogy valamennyi gDNS is lesz a mintdinkban. Ezért sziikséges a DNaz
kezelés, mellyel a genomidlis DNS eltavolithaté a mintdinkbol. A DN&z (dezoxiribonukledz) egy

olyan enzim, amely képes hidrolizalni a dezoxiribonukleinsavak foszfodiészter kotéseit, ezaltal a
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DNS-t mono- és oligonukleotidokra darabolni. Az altalunk hasznalt Fermentas kit olyan DNazt
tartalmaz (DNéz I), amelynek miikddéséhez Ca** ionokra van sziikség, és aktivatora a Mg?*.

A recept szerint az enzim egy mikroliterje 10 perc alatt 1 pg DNS-t bont el 37°C-on. Azt
feltételeztilk, hogy a mintdink 1:1 aranyban tartalmaznak RNS-t és DNS-t, ez a feltételezés
tapasztalataink alapjan tulmutat a varhatdé DNS koncentracion, igy varhatdan a jelenlévé DNS-ek
megemésztddnek a kezelés végére. Az eldzetes nukleinsav koncentracié mérések alapjan az eredeti
receptet gy modositottuk, hogy annyi enzimet adtunk a mintdkhoz, hogy a feltételezett DNS
mennyiséget teljesen elbontsak 30 perc alatt. Az inkubacioé utan, az enzim aktivitasat le kell allitani,
a DNaz I fehérjét ki kell csapni ¢€s ki kell vonni a mintdbol. Ez az RNS izolalas utolso 1épéseihez
hasonldan tortént.

A DNaz I eltavolitasahoz minden mintadhoz 200 pl fenolt adtunk, és 10 percen keresztiil
10000g-n centrifugaltunk. A feliilisz6t leszivtuk és hozzdadtunk 24:1 aranya kloroform:izoamil-
alkoholt. 10 percen keresztiil 10000g-n centrifugaltunk. A vizes fazis kinyerése utan 1/10 rész 3 M
Na-acetatot és 3/10 rész etanolt adtunk hozza. Egy oran at inkubaltuk -20°C-on, ezutan 4°C-on
centrifugaltunk 20 percig 14500g-n. A kovetkezd 1épésben a feliiluszot ontottiik le és a csapadékot
1 ml 70%-o0s etanollal mostuk, majd az el6z6 pontban emlitett moédon centrifugaltuk. Ismét
leontéttiik a feliiluszot és a csapadékot MilliQ vizben oldottuk.

A kivonds eredményeként Iétrejott oldatokban az RNS koncentracido kiillonbozo, ezt
spektrofotométerrel mértiik. Ez alapjan végeztiik a reverz transzkripcidt. A cDNS eldallitas utan a
tobbi oldat koncentraciojat. A mérések helyességét szemikvantitativ. moddon, agardz
gelelektroforézissel ellendriztik. Addig igazitottuk a koncentraciokat, amig a gélképeken kozel
egyenld nagysagl savokat mutatott minden szovettaj, egy 30 ciklusos PCR utan egy housekeeping-
gén masolatainak mennyiségének tiikrében. Housekeeping-gén miikodést mutatott tavalyi
vizsgalataink soran az ubiquitin és a tubulin. Az ilyen tulajdonsagu génekre jellemzd, hogy minden
szovetben folyamatos a kifejezddésiik, intenzitasuk allandonak vehetd.

A koncentracid kiegyenlitésre azért van sziikség, hogy a gének aktivitasat Gssze tudjuk
hasonlitani egymadssal szovettdjanként. Azonos cDNS koncentraciordl feltételezhetd, hogy a

nukleinsavak reprezentaljak a sejtek fehérje alapt folyamatait, a mintagytjtés idopontjaban.

5.12. Reverz transzkripcio, cDNS szintézis
A reverz transzkripcio lényege, hogy egy RNS molekula alapjan DNS molekulat allitunk
eld. A reverz transzkripciot a retrovirusok kapcsan fedezték fol, amikor azt tapasztaltdk, hogy egyes

RNS virusok képesek genetikai allomanyukat beépiteni gazdasejtek DNS-be. Ehhez sziikséges a
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ribonukleinsav transzformalasa dezoxiribonukleinsavva. Ezt a reverz transzkriptdz enzim teszi
lehet6vé, a folyamatot pedig reverz transzkripcionak nevezziik.

Vizsgalataink soran a gének kifejezodését vizsgaljuk, amit az mRNS szintek vizsgalataval
ériink el. A hirvivd RNS-ek ugyanis primer informaciot tartalmaznak az adott DNS szakaszrol, és
ha sikeriil izoldlnunk a vizsgalt gén szakaszt mRNS szinten, akkor kijelenthetjiik, hogy az a gén
mikddik, és az informacio atirodik rola RNS-sé. Mivel azonban késébbi vizsgalataink soran
problémas lenne tovabb dolgoznunk az RNS-ekkel, ezért lényeges, hogy DNS molekulakka
alakitsuk oket.

A cDNS szintézis lehetévé teszi a fehérjéket kodold6 mRNS-ek alapjan DNS molekulak
eléallitasat. Az mRNS molekuldk a transzkripci6 soran allitddnak eld. Az mRNS-ek érése soran az
intron szekvencidk kivagodasa mellett tobb valtozas is bekovetkezik. A cDNS szintézis
szempontjabol fontos valtozas a molekuldk kiegészitddése egy poliadenin farokkal. Hogy a teljes
RNS populéciobol szelektalni tudjuk a fehérjekodold6 mRNS molekulékat és biztositsuk az enzim
mitkodéséhez sziikséges duplaszala tapadasi helyet minden molekulan, egy oligotimin (oligo dT)
primert hasznalunk, amely a vele komplementer poliadenin szakaszokra tapad be. Innen tudja
elkezdeni a mésolést az enzim az 5°-3‘irdnyban.

Fontosnak tartom megemliteni, hogy a hasznalt RNS izolalasi modszer nem szelektiv a
ribonukleinsavak kozott. A RNS-ek sejten beliil betoltott szerepiik szerint lehetnek tobb fajtak,
tRNS, rRNS, mRNS, stb. Vizsgalataink soran azokkal az RNS-ekkel foglalkozunk, amelyek
fehérjéket felépitd informacidkat hordoznak,. ezeket a tobbitdl a cDNS szintézis modszere valogatja
ki. Mint azt mar emlitettem, mindegyik mRNS rendelkezik egy poliA farokkal, amely egy tucatnal
1s tobb adenin bazis egymasutanja a lanc végén. Erre tapad be primerként az oligo dT primer, amely
18 timin bazist tartalmaz egymas utan. Ez a primer a hasznalt cDNS kit része. Igy az alkalmazott
PCR eljarés soran csak olyan CDNS molekuldk lesznek templatok, amelyek megfeleltethetéek az
almak olyan génjeinek, amelyekrdl érett mRNS (és igy valoszintileg fehérje) allitodik eld.

Az reverz transzkriptdiz enzim mikodéséhez a Kkitben hasznalt pufferrel készitett
reakcioelegy sziikséges. A DNS molekula felépiiléséhez sziikség van tovabba mind a négy
nukleotid trifoszfat jelenlétére. Az mRNS molekuldkrol a szintetizalt cDNS polimerek 70°C
hatdsdra denaturalodnak, azaz a templdt és a masolat szétvalik egymastol. A folyamat
végeredménye az MRNS populacionak megfeleld cDNS populaci6. A cDNS az intronmentes
genomi szekvencianak megfeleld bazissorrenddel rendelkezik. Ez teszi lehetové, hogy templatként
hasznaljuk polimeraz lancreakcidoban, amely soran DNS-ket tudunk felszaporitani.

A cDNS szintézishez a RevertAid M-Mulv RT. Kit-et hasznaltam. A kit protokollként

javasolt 1épéseit az alabbiak szerint mddositottuk:
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1. Jégen 6sszemértiik a kovetkezdket: a) 0,5 ug RNS
b) 1 ul oligo(dT)1g primer
¢) MilliQ vizzel feltoltottik 12 pl-re
Ovatosan kevertiik, centrifugaltuk 3-5 méasodpercig.
2. Inkubaltuk 70°C-on 5 percig, ezt kdvetden azonnal jégen hiitottilk €s par masodperc
centrifugalas kovetkezett.
3. Jégen tartva hozzédadtuk a kovetkezdket: a) 4ul 5x reakcids puffer
b) 1 ul RiboLock ribonukleaz
¢) 2 ul 10mM dNTP mix

Ovatos keverést kovetéen, centrifugaltuk 3-5 masodpercig.

4. Inkubaltuk 37°C-on 5 percig.

5. 1 ul RevertAid M-Mulv Reverse Transcriptase-t adtunk hozza a reverz transzkripcid
megkezdéséhez.

6. Inkubaltuk 42°C-on 66 percig.

7. A reakciot 10 perces 70°C hokezeléssel allitottuk le. Ezutan jégre helyeztiik.

5.13. Polimeraz lancreakcio (PCR)

tobbféle kifejez6dési szinten is vizsgalhatjuk. Minden fehérje eldallitdsdhoz sziikséges mRNS, igy
az mRNS populaciéo vizsgélataval kovetkeztetéseket tudunk levonni egyes (fehérjék altal
miikodtetett) sejtfunkciok meglétérdl és intenzitasarol. Az mRNS-r6l cDNS-t allitottunk eld, de
onmagukban ezek csekély koncentracidjuk miatt a rendelkezésiinkre 4ll6 eszkozokkel
detektalhatatlanok. A polimerdz lancreakci6 Iényege, hogy a sejtekben osztodaskor és
génkifejezédéskor zajlo nukleinsav masolast megvaldsitd polimerdz enzim miikodését €16 sejteken
kiviil, ellen6rzott koriilmények kozott megvaldsitsuk tetszélegesen sokszor, az €16 szervezet nélkiil
(Hajosné 1999).

A polimeraz masoldsdhoz sziikséges egy templat DNS szakasz, amelyrdl a masolat késziil,
két primer reakcionként, amelyek a masolas kezdeti helyeit jelolik ki az enzim szamadra. Specialis
puffer és MgCl; biztositja a megfeleld kémiai kdrnyezetet a mitkodéshez. Az elegynek tartalmaznia
kell szabad nukleotidokat is, amelyek beépiilhetnek a templat molekulak monomerjeivel szemben, a
primerek ¢és egymds mellé. A bazisparosodds szabdlyainak megfeleléen és a természetes
folyamathoz hasonléan, itt is szemikonzervativ modon épiilnek fel a molekulak. fgy egy reakcid

végére kétszeres DNS mennyiség érhetd el a kiindulasihoz képest. Ezt megfelelé mennyiségi
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crer

koriilmények kozott szaporitunk kiilonboz0 nukleinsavakat, feltételezhetd, hogy szamuk
novekedése hasonld tendencia szerint torténik. Ha a detektalasi hatar folé jutunk, és a kiillonb6z6
felszaporitott DNS-ek kiilonb6z6é mennyiséget mutatnak, akkor feltételezhetjiik, hogy a sejtben, a
kivonas el6tti pillanatokban az mRNS-ek koncentracid aranyai hasonloak voltak a lancreakcio
végén tapasztaltakkal. Hogy teljes képet kapjunk az amplifikacid kinetikajarol, un. real-time PCR-t
kell futtatnunk, egyébként kis ciklusszam mellett szemi-kvantitativ PCR-t végezhetiink. A teljes
ciklusszammal végzett hagyomanyos PCR modszerek kvalitativ vizsgalatok.

Az Osszehasonlitani kivant gének kivalasztdsat a primerek végzik. A bazisparosodas
szabalyai szerint tapadnak be a templatokra. Ugy kell kivélasztani a primereket, hogy annyi bézist
tartalmazzanak, hogy a betapadasi hely specifikus legyen a felszaporitani kivant génre nézve. 18-22
bazis hosszii primereket vélasztottunk, mert ez a hosszusdg mar statisztikailag biztositja a
specifitast, az ennél hosszabb primerek mar akadalyozhatjak a PCR gyors és helyes lefutasat.

A reakci6 végrehajtasdhoz a Promega GoTaq Flexi DNA Polymerase kit-et hasznaltam a
gyart6 eldirasai szerint. Minden eljaras soran 30 ciklus futott le.

A protokoll a kovetkez6 volt:

Inicializalas: 95°C 2 perc 30 masodperc

A 30-szor ismételt ciklus:

a) Denaturacio 95°C 30 masodperc
b) Primer betapadas 55°C 30 mésodperc
c¢) Lanchosszabbités 72 °C 1 perc

3. Végso lanchosszabbitas 72°C 7 perc

4. 4°C-ra hités

A mintakat az alabbiak szerint készitettem el:

1. cDNS I

2. forward és reverse primer 3-3ul
3. 5x GoTaq Puffer 10 pl

4. 25mM-o0s MgCl, 3ul

5. 2,5mM-0s dNTP 3ul

6. GoTaq Flexi DNA polimeraz 0,25 ul
7. MilliQ viz 25,75 ul
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5.14. Agaroz gélelektroforézis

A gélelektroforézis modszerek toltéssel rendelkezd makromolekuldk méret szerinti
szétvalasztasara alkalmasak. A modszerek lényege, hogy homogén elektromos térbe helyezve a
molekuldk atlagsebessége jellemz6 lesz méretiikre, alakjukra és toltésiik nagysdgara, egy adott
kozegben. A kozegnek vezetnie kell az aramot, a molekuldknak pedig egységesen pozitiv vagy
negativ toltéstinek kell lenniiik, hogy egy azonos potencidlil helyrdl azonos irdnyba vandoroljanak,
a toltésiikkel ellenkezd toltésti elektrod felé. A kozegbe helyezett gél, amelyben a mintdinkat
futtatjuk, semleges tOltésli, pordzus szerkezetli, igy molekulasziiréként szolgal. A porusokon a
nagyobb molekulak lassabban, a kisebbek gyorsabban haladnak at. A géleletroforézis alkalmas
nukleinsavak ¢és fehérjék méret szerinti szétvalasztisara is (Hajosné, 1999). A gélelektroforézis
modszerek egyik fajtaja az agardz gélelektroforézis. A gél f6 alkotdja az agardz, amely tengeri
algdkbol kinyert heteropolimer és meleg vizben jol oldodik. Kihiilve a linedris polimerlancok
hidrogénhid kotésekkel kapcsolodnak egyméshoz, igy makropdrusos, részlegesen kristalyos
szerkezetet képeznek. Az elektromos tér hatdsara megtett Uthosszt befolyasolja a gél agardz
tartalma. Két azonos méretii molekula egységnyi id6 alatt ugyanakkora utat tesz meg a gélben, ez
lehetdvé teszi, hogy ismeretlen hosszusdgi mintakat ismertekkel egyiitt futtatva meghatarozzuk
azok nagysagat (Hajosné, 1999).

Vizsgalataink soran Invitrogen agardzt hasznaltunk. Nukleinsav mintdink gélben torténd
jelolésére 1 pg/ml ethidium-bromid koncentraciot hasznaltunk. Ha ez a fluoreszcens jel6ld festék
beépiil a nukleinsavakba, akkor UV-fény hatasara fluoreszcenciaja tobbszorosére emelkedik, €s ez
segit szabad szemmel detektdlni a nukleinsavakat. Géljeink receptjeit az Oldatok és reagensek
pontban leirtak szerint készitettem. Géljeinket a BCE Genetika és Novénynemesités Tanszéken a
GelDoc rendszerrel fényképeztiik és a hozza tartozd program segitségével analzialtuk (Quantity

One 4.6.9. verzid). A gélbdl sziikség esetén a DNS fragmenseket GFX kittel izolaltok (Amersham).

5.15. Primer tervezés és adataik
A polimeraz lancreakciokhoz sziikséges forward és reverse primereket az alma genom

szekvenciabol  (http://www.rosaceae.org/projects/apple_genome) kivalasztott géneken Primer

Premier programmal terveztiik és megrendelésiinkre a Sigma Aldrich Kft. készitette el mindegyiket.
A primerek adatai az alabbi II. tablazatban lathatoak. A gének megnevezései a baloldali oszlopban,
az EST adatbazisbeli azonositojuk a masodik oszlopban talalhatoak. A tervezett forward és reverse
szekvenciai 5° végiiktol kezdve a harmadik és az altaluk kozbezart amplifikdtumok hossza a

negyedik oszlopban szerepelnek.
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II. tablazat. A PCR reakciokhoz hasznalt primerek tablazata.

Gének nevei Szekvep I,Cla Forward és reverse primerek szekvenciai Terme:k'
azonositd hosszlisag
5’ AGTCCACTCTCCATTTGGTGTT
UBQ11 DQ438989 370 bp
5° CCTTCCTTGTCCTGAATCTTAG
5’GTGCGAAAACACGTAAAAACCA
TUA 1
UAS 60555180 S CCATCAAGACCAAGAGGACAAT | S0 PP
5 GCTCAAGGCTGAGCGTGAACGT | 398 bp /
EF1 AJ223969
5’CAGAAATGGGGACAAAGGGGAT | 600 bp
5’ ACCCAGGCGGAGCAACCAATGT
KCS 4/2 CN880605 364 bp
5’ ATTACGCCTGCTACCGCCCGCC
5’"CCCTAAAAACCAACATCACCAC
KCS7/2 GO504155 464 bp
5’ AGGCACCTCTACAGGAAACTCA
"CCACTCGTCCT TTTA
KCS 14 GO522441 SCCACTCGTCCTGCCGTTTACCG | o0, 1
5’"GCCCCTCCCAACCCGACCTTTC
, SCAGCTCCTCTTCTTTGCCA ro3t
FDH DR99390 5TTCACCTTCTCTTTCGCCT 93bp
5’ CTAAGAATCAAACAACCAA
HTH GO546350 459 bp
5 TGTAGTTTGTGAAATGTTC
en 631308 5GGCTTTACCCTTCTGTTCC .
SATCGACGTCTTCTTTTCCG P
5’ ACTGAAGAGAAGGGTGTGG
WIN1 GO498143 285 bp
5’CATCTCCATCCATGACCTG
5’ CTTGGAAGCTTTAAGCATGTGG
CERL CN879307 450 bp
5’GGAGGAATGGTGATGTGAGTGG
cero cs789985 SCTTCTGCTTTTAATGGTCTTG .
SGAAATGTATGCGTCTTCGTCT P
SCTCTCAATACTTTGGGAGC o5t
CER4 CN860441 5AGTTTTTCTTGGAGCAGCC 05 bp
SAATGTCCACCACAATGCTA 2t
CERS CN948649 5CTCAATCTCCCTCCTAAAG 323 bp
"AAGAAAAACACAAA
CER7 GO556217 SAAG CACAAAGGGGG 379 bp
5’GAGTCTATTCTTGCCTTGG
5GACGATGAAGGTGACCGTAGTTT |
CER10 60497697 5TTGTCTGAGTTTCCGCTGATGTA | 2o/ bP
, 5GACCTGCCAAGAATCTCAAAAAG | "
KCRL 60523303 5 AATCAAAAGTCCCACATCCAACC | 281 PP
5'CTCCCACAAGAAAAAGCAGCACC
LACS?2 GO503886 337 bp
SCTCTCAGGCAAATCTCTCCACGG
SAAATGATTGCGGTGTTGTT
LTPG1 60524970 5TCCAGTAGTGGGAGTTGCT 261 bp
5’ ATTCCATCTTACACACAAAACCG
PAS2 60566542 S"GCAGTGTTGCTGTTATTGGAGAT | 22+ PP
SCCTTTATATTACTGGGTGC
WAX2 DR997009 413 bp
STTTGCGTTTAGTGTCTTCC
WECLL CNBB052 5ATCAATGGGCATAAACAAG 499 bp
SCAGAAGCAGGACCAAAATA
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5.16. Szekvenaltatas
A PCR soran amplifikalt termékeinket a BIOMI Kft-vel szekvenaltattuk a hozzajuk tartozé

primerek segitségével.

5.17. Metszet készités

A kutikula mikroszképos vizsgéalatdhoz a lehetd legvékonyabb héjmetszeteket kellett
késziteniink. Az altalunk valasztott mdodszer a krioszekcionalds, azaz fagyasztott metszetkészités.
Ennek a lényege, hogy egy rogzitett szdvetdarabot jégbe agyazunk, és egy éles pengével a
jégtombbel egyiitt metssziik el, ezaltal lehetové valik, hogy a minta, torés és sériilés nélkiil keriiljon
metszésre. A jégtombbe rogzités igen vékony, minimum 8 pm vastagsagih metszetek készitését teszi
lehetdvé. Az altalunk valasztott szoveteket nem kell kiilon dehidratdlni, vagy barmilyen mdédon
elokésziteni, roncsolni, rogton a friss ndvényanyagot a megfeleld méretre vagas utan lehet metszeni.

A modszer kivitelezésére a BCE Novénytan Tanszékén, Dr. Erés-Honti Zsolt segitségével
volt lehetdségiink egy Leitz Wetzlar kriosztaton. A gép -25°C-os homérsékletre hiitott és tartott egy
kb. 7x7 cm-es acéllapot. Almainkon 1-2 cm?-es rést vagtunk, errdl levalasztottuk a héjat, az
epidermisz sériilése nélkiil, a lehetd legkevesebb parenchimadlis ,,szennyezddéssel. Ezeket
merdlegesen egy vékony szlirOpapir alatéttel raktuk az acéllapra. A hdelvonast kdzvetito kozeg egy
viz alapu gél a Shandon Cryomatrix volt. A metszést akkor kezdtiik, amikor teljesen korbevette a
megfagyott gél a mintat. A penge vagasmagassaga mikrométerenként allithatd. A levagott mintakat
azonnal szobahdmérsékletli vizbe, a jég elolvaddsa utan targylemezre helyeztiik. 10 pm vastagsagu

metszeteket vagtunk, ezek megfelelonek bizonyultak a tovabbi mikroszkdpos vizsgalatokhoz.

5.18. Fénymikroszkopos vizsgalatok

Célunk a fénymikroszkopos vizsgalatokkal az alapvetd szoveti kiilonbségek kimutatasa,
sejtek, szovetek, rétegek méreteinek meghatarozasa volt.
A mikroszkép egy Osszetett lencserendszer, melynek alkatrészei Gsszehangolt finommechanikai
elemekkel mozgathatoak. A legtobb mikroszkop alapveté miikodési elve, hogy a targylemezre
homogén, egy pontba (igen kis terililetre) fokuszalt megvilagitds érkezik, mely a mintan
keresztiilhaladva, vagy visszaverddve, objektiven keresztiil, a detektal6 objektumban képet alkot.
Az egyenletes fénysiirliségért egy kondenzor felel. A targyasztal vagy a targylemez mozgathato,
hogy a minta egészét tudjuk felmérni. A fokuszsik magassadganak allitdsaval élesithetjiik a képet,
illetve a minta rétegeit vizsgalhatjuk. A nagyitdson, ami az alapvetd célunk a mikroszkopos

vizsgalatoknal, a kiilonb6z6é objektivek megvalasztasdval tudunk allitani. A képet irdnyithatjuk
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szemiinkbe, fényképezOdgépbe, egyéb digitalis képfeldolgozdba. A képalkotast egy vizsgalat soran a
megvilagitas és a fokusz beallitasa befolyéasolja legjobban. A maximalishoz kozeli kontraszt elérése
Iényeges, ez az egymas mellett 1év0 kiilonbozo fényintenzitast pontok intenzitasbeli kiillonbségének
novelését jelenti, igy jobban elkiilonithetéek lesznek (Lovas, 1984).

Az egyes szovet—, illetve sejtkomponensek eredetileg csekély fénytorés kiilonbségeit meg
kell novelni a preparatumban, hogy az egyes alkotorészek jol felismerhetok, egymastol
elkiilonithetk legyenek. Ezt a célt a fénymikroszkopiaban kiilonbozo szinti festékekkel érik el. A
fénymikroszkopos festés elvi alapja az, hogy a kiilonb6z6 szinii vegyiiletek meghatarozott sejt—,

illetve szovetkomponensekhez kotddnek.

5.19. Fixalas

A mikroszkopizalashoz sziikség volt a vizsgalt szovettdjak rogzitésére és jelolésére, ez a
fixalas. A -20°C-os hiitében tarolt mintakat dvatosan oOralivegre helyezziik, MilliQ vizben aztatjuk
5-10 percig. Ezt kdvetéen 40%-os glutaraldehid oldatba helyezziik 1 percre, majd MilliQ vizben

oblitjiik egy masik oraiivegen, késébb targylemezre helyezziik egy csepp 60%-0s glicerolban.

5.20. Szudan festés

A krioszekcionalt €s fixalt metszeteket azonnal MilliQ vizbe helyeztiik, majd oraiivegben a
Szudan IV festékben allni hagytuk szobahdmérsékleten 10 percig. El6szor 50%-0s izopropil-
alkoholban, majd MilliQ vizben mostuk. A metszeteket targylemezre helyeztik egy MilliQ
cseppben. A feddlemez széleit koromlakkal fedtiik le. A lemezeket a lakk szaradasa utan azonnal
megvizsgaltuk egy Leitz Labovert mikroszkoppal. A metszeteket 10x €s 20x nagyitdsban vizsgaltuk
¢és egy Olympus E-450 fényképezdgéppel képeket készitettiink roluk. A Quickphoto camera 2.3
program segitségével dolgoztuk fel a képeket.

5.21. Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis mikroszkop fluoreszcensen jelolt mintdk vizsgalatara alkalmas. A mikroszkop
onmagaban nem képes képalkotasra, pontonként mér fényintenzitast, és ebbdl rakja dssze a képet
egy szamitogép. A mintaknak nemcsak a felszinén képes mérni, hanem belsé pontjaiban is, par szaz
mikrométeres vastagsagig. Igy tetszoleges szeleteket valaszthatunk ki a mintabol, vagy akar
haromdimenzios képet is alkothatunk.

A konfokalis képalkotas soran a detektor csak a fokuszsikbol érkezo fényt detektalja. Ennek

az oka, hogy a lencséken keresztiil érkezé fénynyalabokat sziiri egy konfokalis rés. Igy érhetd el,
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hogy a minta egy Kkiterjedt feliiletérdl érkezd, egymast zavard, lencsékkel nem egészen
szétvalaszthat6 jeleket nem kell egyszerre feldolgozni. A hagyoményos mikroszkopok viszont egy
kiterjedt teriiletet ért megvilagitast detektdlnak. Az eldbbi esetben képalkotds csak akkor valdsul
meg, ha a gerjesztd fénnyel végigpasztazzuk a vizsgalt feliilet egészét €s igy allitunk Ossze képet.
Az egymas mellett 1év0, de kiilonallé pontok szdma hatarozza meg a képek €lességét és felbontasat,
ez ennél a technologiandl jobb, mint a hagyomanyos mikroszképiaban. A konfokalis mikroszkdp
altal érzékelt kép nem szint €s intenzitdst, csupan intenzitdst mér. A gerjeszté fény egy
monokromatikus fényt ado 1ézerbdl érkezik, ennek hatidsara a fluoreszcens festékek hosszabb
hullamhossz fényt bocsajtanak ki, mint a beérkez6 fény. A mintdinkat tobb jelolo festékkel is
ellathatjuk, ha az eszkoziink tobb detektorral és sziirdvel rendelkezik. A detektalasnal szlirni kell a
gerjesztd hullimhosszokat, mert tobb fluoreszcens altal kibocsajtott spektrum lefedheti dket. Ez
lehetéséget ad a fluoreszcencidk egyidejii és fiiggetlen vizsgalatara. Igy olyan szoveteket és
szovetrészleteket tudunk vizsgdlni amiket egyszerre tobb fluoreszcens alkalmazéasaval tudunk jol
megfigyelni. Zavarhatja azonban a detektdlast az, hogy a fluoreszcens valasz nem egy
meghatarozott hulldamhosszon érkezik, hanem a festékekre jellemzdé spektrumokon. Ezek
maximuma kozelében érdemes mérni, ekkor a legnagyobb az érzékenység, de figyelniink kell arra,
hogy tobb festék esetén a mért tartomanyok egybeesése esetén fals, OsszegzOdott intenzitds
értékeket kapunk. Szamunkra a BCE Novényélettan és Novényi Biokémia Tanszéken 1évé Olympus
Fluoview FV1000 konfokalis 1ézerpasztdzd mikroszkdp esetén két hullimhossz (405 nm, 458 nm)
all rendelkezésre, és ezekkel csak bizonyos kromoférok gerjeszthetdek megfeleléen, igy nem
hasznalhattunk barmilyen fluoreszcens festéket.

A képalkotas soran a szamitdogép €s a kezeld program lehetdséget ad zajsziirésre (zavaro,
kismértékben eldforduld intenzitdsi pontok intenzitdsanak moddositasa), kontrasztvaltoztatasra,
jelerdsitésre, stb. Az észlelt jelet barmely szin arnyalataiként megjelenthetjiik, s6t az arnyalatoknak
megfelelden szinskaldkat is bevezethetiink a jobb szemléltetés érdekében. A kordbban emlitett
pasztazast a féligattetszd, par szdz mikrométeres metszetek esetén a minta ,teljes térfogataban‘
elvégezhetd, a mikroszkop felbontdsi keretein beliil. E technika segitségével haromdimenzios
testként tudjuk rekonstrualni a mintat és a testnek barmely altalunk vett sikkal valé metszetét, mint
képet elemezhetjiik.

Két festéket alkalmaztunk vizsgélataink soran. A Calcofluor White M2R a celludz tartalmu
szoveti részeket festi, ez foként a sejtfalakra jellemzd. Gerjesztése 405 nm-en tortént, emisszidja
415-448 nm kozotti. Az Auramin O, a kutikuldt festi, 458 nm-es hullamhosszi fénnyel
gerjesztettilk. Emisszidja 491-563 nm tartomanyu (Buda et al. , 2009).
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5.22. Auramin O festés

A fixalt 10 um-es metszeteket 15 percig sotétben aztatattuk Auramin O oldatban
targylemezen. Ezutan MilliQ desztillalt vizzel mostuk. 60%-os glicerol oldatot adtunk hozza,
feddlemezzel lefedtiik, majd koromlakkal rogzitettiik 1égmentesen a fedlemezt a targylemezen.
Mikroszképizalas eldtt megszaritottuk €s meggy6zodtiink rola, hogy nem mozognak vagy

eresztenek-e a mintak.

5.23. Calcofluor White festés

A fixdlt 10 pm-es metszeteket 5 percig sotétben aztatattuk Calcofluor oldatban
targylemezen. Ezutan MilliQ-val mostuk. 60%-os glicerol oldatot adtunk hozza, fed6lemezzel
lefedtiik, majd koromlakkal rogzitettik Iégmentesen a feddlemezt a targylemezen.
Mikroszkopizalds eldtt megszaritottuk és meggydzddtiink rola, hogy nem mozognak vagy
eresztenek a mintak. Ha mindkét festéket hasznaltuk, akkor a 60%-0s glicerol oldat hozzaadasa

elott végeztiik el a festéseket egymads utan, a Calcofluort kdvetden az Auramin O-t.

6. EREDMENYEK
6.1. Vizvesztés

A vizvesztéses vizsgalatainknal mindkeét fajtat 100%-os érettségben vizsgaltuk. A ’Prima’
fajta vizvesztését 2011.08.22-én kezdtilk el mérni. Hisz darab altermést vizsgaltunk. El8szor
meghataroztuk a felsziniik nagysagat harom kiilonbozd atmérdjiik segitségével. Ezutan lemértiik a
tomegiiket, kezdetben naponta, majd a nem tul jelentds csokkenések miatt késdbb csak 3 naponta. A
"Florina’ fajtat 2011.09.16-an vontuk be, huszonnyolc mintaval. Ugyanigy jartunk el, azonban a
tomegméréseket csak 3-6 naponta végeztiikk. Az altermések szobai koriilmények kozott, egy talcan
voltak. Par darab a tarolas soran egy-egy foltban rohadni kezdett (fogyasztasra alkalmatlanna valt),
ezeket a lehetd leggyorsabban eltavolitottuk, hogy ne rontsdk az allomany allapotat.

A kezdeti tomegeket 100%-nak vettiik, és ehhez viszonyitva szézalékban adtuk meg a
csokkenéseket. A mérési eredményeket fajtanként atlagoltuk, majd pontonként abrazoltuk. Mindkét
mintacsoport csokkend tendenciat mutatott. Regresszios egyenest illesztettiink rajuk a Microsoft
Excel 2010 programmal, melyben az kiértékelést végeztiik. Legjobb kozelitd gorbét, és a
legnagyobb R? értékeket egyenes esetén kaptuk. A *Prima’ egyenesének adatai: y=-0,3185x+100,2,
korrelaciés egyiitthatoja: R?=0,9959. A Florinara vonatkozé eredmények: y=-0,3073x+100,18,
R?=9991. Az egyenesek indulasi értékeit a 100%-nak tekintettik. A ’Prima’ trendvonala

meredekebb, mert egyenletében az ,x” egyiitthatoja 112 tizezreddel, azaz t6bb mint 1 szdzaddal
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nagyobb. A regresszids egyenesek és a Microsoft Excel programmal szamolt eredményeink a 3.

abran lathatoak.

102,000
jelmagyarazat: ¢ Prima egyenesek egyenletei, vy =-0,3185x+ 100,02
korrealciés egyiitthatok: R?=0,9959
100,000 - .
W Florina y = -0,3073x + 100,18
R?2=0,9991
——Linearis (Prima)
98,000
\ ——Linearis (Florina)

96,000 A4
x
& 94,000
£ , \‘
e

92,000

90,000
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86,000 ‘ ‘ ‘ . ‘ ‘ ‘ ‘ .
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szedés utan eltelt napok

3. abra. A vizvesztések szazalékos abrazolasa mérésenként és a rajuk illesztett regresszios egyenesek. Kékkel

a ’Prima’, pirossal a ’Florina’ adatai.

6.2. Viaszleoldasok

A viasztdmeg meghatarozasokat harom érettségi fazisban végeztiik mindkét fajta esetén.
Eldszor 62%, masodszor 76-80%, végiil 100%-os érettségben. Két fajtank eltérd hosszusagu
érésebdl adodoan kiilonbozd 1dépontokban kellett mintat gyljteniink. A mintavételek idépontjai
Prima’ iiltetvényben: VII. 5. VIL. 21, VIL. 20. ’Florina’ fajtanal: VII. 20., VIL. 20., IX. 15. A
gylijtés soran harom, hat-hét darabos csoportokat szedtiink és ezeket oldottuk kiilon lombikba. Igy
minden mérés soran fajtanként harom viasztomeg mérésre volt lehetdséglink. Ezeket az
eredményeket abszolit mdédon nem tudjuk egymdshoz viszonyitani, csak feliiletegységre
vonatkoztatva allithatjuk valamelyik almardl, hogy ebben az évjaratban melyik fajta termelt tobb
viaszt. Ezért minden leoldas el6tt kiszamoltuk a korabbiakban emlitett modon az almak felszinét. A
beparlds utan kiszamoltuk a csoportok feliiletegységre jutott viasztomegét, ezek szorasat és
atlagoltuk dket. A leoldott viaszok mennyisége feliiletegységre vonatkoztatva, idérendben egymas

utan: *Prima’: 0,3418 mg/cm?, 0,4201 mg/cm?, 0,4308 mg/cm?; *Florina’: 0,2667 mg/cm?, 0,3178
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mg/cm?, 0,3816 mglcm?®. Ezeket az értékeket és a szemlélteté oszlopdiagramokat szérasokkal

kiegészitve az 4. dbra mutatja.

0,6

M Prima atlag

0,5 H Florina atlag

62,50% 75-78% 100%

érettség szazalékban

4. abra. Oszlopdiagram a négyzetcentiméternyi feliiletegységre jutd viasztomegekrél, a mintak szorasaval
feltiintetve. A harom oszlopcsoport, a harom érettségi fazisban gyijtott altermések kiilon értékelt

eredményeit mutatja.

Osszegezve azt mondhatjuk, hogy minden érettségi fazisban a ’Prima’ fajta termelt tobb

viaszkomponenst.

6.3. RNS izolalas

késziilékkel. A cDNS szintézis esetén tartalmaznak az oldatok szabad nukleotidokat.
Transzmisszidjuk €s emisszidjuk nagyjabol egyezik polimerjeikkel, ezért méréseink pontossagat
nagyban befolyasoljak. Ezért kellett a végso, kiegyenlitettnek tekinthetd koncentracio beéllitasdhoz
agaroz-gélelektroforézist alkalmaznom. A legutolsé mérés soran a legalacsonyabb koncentracidhoz
igazitottam minden szdvettdj cDNS koncentraci6 értékeit. Ezt hagyomanyos PCR utan gélképen
ellendriztiik, majd korrigaltuk, az anyag és modszer fejezetben emlitett Ubiquitin és Tubulin intron-
mentes housekeeping gének kifejezddésének vizsgalataval. A javitott ¢és véglegesitett

koncentracioval végzett kimutatasi folyamat eredményét az 5. dbra mutatja.
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Prima levél
Prima his
Florina levél
Florina héj
Florina hus
Prima levél
Prima héj
Prima hs
Florina levél
Florina héj
Florina has
m Marker

Prima héj

Ubiquitin Tubulin

5. abra. A koncentracid kiegyenlités ellendrzése végett végzett PCR DNS amplifikdtumainak képe agaroz-

gélelektroforézissel lathatdva téve.

A megjelend savok egyazon terméktartomanyban vannak és megkozelitéleg ugyanakkorak,
ez alapjan kijelenthetjiik, hogy a kiindulasi cDNS koncentraciok is kozel azonosak.

A tavalyi, 2010-es mintakkal végzett mérések alapanyagat szolgaltatd cDNS-ek eldallitasat
¢s koncentracio kiegyenlitését Albert Zsolt és Molnar Attila végezték. Ezen eredményeit, valamint a

VLCFA szintézis korabbi, kiindulasi 1épéseit elemz6 2010-es TDK dolgozataban targyalja. (Albert

Zsolt, személyes kozlés).

6.4. Hagyomanyos polimeraz lancreakcio soran kapott eredmények

Vizsgalataimat az utobbi két évben (a tavalyi év 2010., és az idei 2011.) eldallitott cDNS-kel
végeztem el. Az eredményeket képek formajaban €s szoveges is bemutatom.

A 6. és 7. abrakon taldlhatéak a 2010-es és 2011-es évi mintakkal végzett reakciok
végeredményei lathatdak. A géleken génenként, hatosaval csoportositottam a mintdkat. A
géntermékek eredetének sorrendje minden esetben ugyanaz: *Florina’ levél, ’Florina’ héj, *Florina’
hts, *Prima’ levél, ’Prima’ héj, ’Prima’ has. A képekhez utdlag hozzdadott szines jelolések a
szovettdjakat, a fekete ,,M” betiik, pedig a molekuldk hosszusdganak becsléséhez hasznalt,

restrikcidsan emésztett A-fdg molekulastly-markereket jeldlik. Tovabba feltiintettem a keresett

gének neveit, a gélképek szamat és mintak évjaratat.

KCS 4/2 KCS 712 KCS 14
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7. gélkép 2010 8. gélkép 2010

6. abra. A 2010-es hagyomanyos PCR eljarasaink utan agardz-gélektroforézissel szétvalasztott, ethidium-
bromiddal jel6lt mintaink, UV fénnyel gerjesztett fényképei. Szinkdddal és roviditésekkel a szovettajak

jelolései szerepelnek fajtanként. ,,P” a *Prima’ fajtat, ,,F” pedig a Florina’ fajtat jelenti. Vonalakkal hatos
csoportokra tagolt gélképek folott a vizsgalt gének nevei vannak feltlintetve.

34



A gélképeken hatosaval csoportositott gének primerei minden szdvettajon ugyanakkora
méretll termékeket hoznak fel, ha van az adott szovettajban az expresszio ,,eredményeként” templat.
Ha mindkét fajtdnal ugyanolyan erdsségli sdvokat latunk ugyanazon oszlopokban, akkor az adott
gén nem mutat fajtaspecifikus kifejezodést, ellenkezd esetben igen. Ugyanezt az dsszehasonlitast
megtehetjiik az évjaratokkal is. Ha egy gén az egyik, vagy akar mindkét fajtdnal ugyanolyan
mértékben fejezddik ki ugyanazoknal a szdvettajaknal mindkét évben, akkor azt mondhatjuk, hogy

az adott gén expresszidja nem évjarat fiiggd.

KCS 7/2 KCS 14 FDH
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7. gélkép 2011

6. gélkép 2011

7. abra. A 2010-es hagyomanyos PCR eljarasaink utan agar6z-gélektroforézissel szétvalasztott, ethidium-
bromiddal jeldlt mintaink, UV fénnyel gerjesztett fényképei. Szinkoddal és roviditésekkel a szovettdjak
jelolései szerepelnek fajtanként. ,,P” a *Prima’ fajtat jelenti, ,,F”” pedig a ’Florinat’. Vonalakkal hatos

csoportokra tagolt gélképek folott a vizsgalt gének nevei vannak feltlintetve.

A képeken sziirke-fekete savként jelennek meg a felszaporitott DNS-ek. Minél sotétebb ¢€s
vastagabb egy jel, annal tobb molekulat jelol. Ezekbdl nem vonhatunk le pontos szambeli
kovetkeztetést, csupan azt, hogy a reakcio elején, a normalizalt mintdkban melyik gén termékei
voltak nagyobb koncentracioban. Ha nincsen jel, akkor feltételezhetjilk, hogy nem volt, vagy
csupan igen csekély mennyiségben a keresett RNS az adott szovettajban. A jelintenzitas tovabbi
kovetkeztetések levonasara ad lehetdséget. Mint azt emlitettem, ugyan ez nem tekinthetd kvantitativ
modszernek, de az eredmény alkalmas arra, hogy az expresszio-beli jelentds kiilonbségeket

kimondhassunk. A savok megjelenését harom csoportba osztottam: gyenge, kozepes, €s erds
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intenzitasu jel. Ezen szintek kozott teszlink kiilonbséget. Az igy megallapitott eredményeket a II1. és

IV. tdblazatba foglaltam, szovegesen a tovabbiakban targyalom.

2010 FLORINA PRIMA

GEN nincs gyenge kozepes | erds nincs gyenge kozepes | erds
KCS 4/2 | mind mind

KCS 7/2 | his levél h¢j levél, hus h¢j

KCS 14 | levél, his | héj levél, hiis | héj

FDH hus levél h¢j levél hus h¢j
HTH héj, hus levél mind

LCR levél hus héj levél hus héj
WIN1 mind mind

CER1 levél, hus | h¢j levél, hiis | héj

CER2 levél héj, hus levél héj, hus
CER4 levél, hus héj levél, has héj

CERS levél, his | héj levél, hus | héj

CERY mind levél, héj | hus

CER10 levél, his | héj levél héj, hus

KCR1 levél héj, hus levél héj, hus
LACS2 | his levél héj levél, hus h¢j

LTPG1 hus levél, héj | hus levél héj
PAS2 levél hus héj levél hus h¢j
WAX2 | levél hus héj levél hus h¢j
WBC11 | levél, hus | héj hus levél, héj

II1. tablazat. A 2010-es mintakbol készitett PCR-ek szemikvantitativ értékelése tablazatba foglalva. A bal
oldali oszlopban a gének nevei szerepelnek. *Prima’ és a *Florina’ fajtakra bontva négy expresszios

kategoriaba sorolva talalhatdak a vizsgalt szovettajak nevei.

2011 FLORINA PRIMA

GEN nincs gyenge | kozepes | eros nincs gyenge kozepes | eros
KCS 4/2 mind levél héj, hus

KCS 7/2 | his levél héj hus levél héj
KCS 14 | hus levél héj hus levél héj
FDH hus levél héj levél hts héj
HTH héj, hus levél mind

LCR hus levél, héj levél, hiis héj
WIN1 mind mind

CER1 levél, héj | his levél, his | héj

CER2 levél héj, hus levél héj, hus
CER4 levél, hiis héj levél, hiis héj

CERS hus levél héj hus levél héj
CER7 levél, h¢j | hus levél héj, hiis
CERI10 levél héj, hts levél hus héj
KCR1 levél, héj | his levél héj, hus
LACS2 | hus levél h¢j hus, levél héj
LTPG1 hus levél, héj levél, hus héj
PAS2 levél hus héj levél hus héj
WAX2 | levél hus héj levél hus héj

WBC11 | his levél héj hus levél héj
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IV. tablazat. A 2010-es mintakbol készitett PCR-ek szemikvantitativ értékelése tablazatba foglalva. A bal
oldali oszlopban a gének nevei szerepelnek. *Prima’ €s a *Florina’ fajtakra bontva négy expresszios

kategoriaba sorolva talalhatoak a vizsgalt szovettajak nevei.

KCS 4/2 A 2010-es gélkép alapjan nincsen géntermék egyik fajtanal sem. 2011-ben a
’Florina’ és a ’Prima’ minden vizsgalt szOvettaja mutat gyenge expressziot. Ez ugyan nem erds
¢vjarati kiilonbség, de az mindenképpen elmondhatd, hogy az ismétlés segitett kimutatni a gén
jelenlétét.

KCS 7/2 Mindkét évjaratban lathaté szdveti specifitds. A his szovettdjnal semelyik év
mintdinal sem ad jelet. A tavalyi évben a két héj szovettajnal kozel azonos mértékii a kifejezodés.
Gyenge jelet latunk ’Florina’ levélnél. Idén ’Florina’ levél és héj oszlopokban gyenge és kozepes a
sav, ’Prima’ héj szovettajnal erds a jel.

KCS 14 Azonosnak tekinthet6 az eredmény 2010-ben mindkét fajtanal, csak a héj szovettajak
oszlopai mutatnak gyenge jelet. A hus szovettdjak 2011-ben tovabbra sem mutatnak semmit. A héj
szovettdjak savjai erdsodtek, ’Florina’-nal kozepes, 'Prima’-nal erds, igy ebben az évjaratban ez
kiilonbségnek mondhat6. A levelek azonos, gyenge intenzitdsuak, az eldzdekkel egyiitt, ez
évjaratok kozotti kiilonbség.

EDH 2010-ben mindkét héj szovettd) erds expresszidt mutat. A has szovettdj *Florina’-nal
nem ad jelet, a 'Prima’ gyengét. Leveleknél forditva, a "Florina’ levél oszlopa csekély intenzitésra
utal, a ’Prima’-¢ nem aktiv. 2011-ben a héjszévetek erds expressziot mutatnak. ’Florina’ levélnél
kozepes, hiis szovettajnal gyenge intenzitasti a jel, *Prima’ esetén forditva. Osszességében azt
mondhatjuk, hogy mindkét évben a héjban fokozott az aktivitas, a tobbi szdvettdj nagy szorast
mutat.

HTH Mindkét évben csak a ’Florina’ levélnél detektalhatd alacsony intenzitast jel, sot
2011-ben szinte iiresnek mondhat6 a gél.

LCR Nem mondhat6 el, hogy komoly kiilonbség lenne a két évjarat kozott. *Prima’ héj
szovettajnal erds expresszio, 'Florina’ levél és héj szovettajnal gyenge, azonban 2010-ben a levél
oszlopban sincsen, csak éppen észlelhetd jel.

WIN1 Ennél az egy altalunk vizsgalt génnél mondhat6 el, hogy nem latni sehol sem DNS-t,
a gélek tiresek.

CER1 2010-ben mindkét héj szovettajnal gyenge kifejez0dési szint. 2011-ben a két fajtanal
egyformanak tekinthetd jelsorozat, levél és hus szovettd) gyengén fluoreszkal, a héj szovetei
kozepesen. 2011-ben minden szdvettd) aktiv, és a kordbban mikodé héj szovettajak is

intenzivebbek.
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CER2 2010-es évjaratban a két fajta azonos intenzitast mutat szovetenként. A héj és hus

oszlopokban kozepes jelek szerepelnek, a levélnél nincsen termék. 2011-ben sincs kiilonbség a
fajtak kozott, a levél gyenge, a héj és a hus szovettdjak erds expresszids szintet mutatnak. A
kiilonbség a két évjarat kozott a héj és hus szovettajak egyiittes intenzitds novekedése, €s a
levelekben expresszio megjelenése 2011-ben.

CER4 Kevés kiilonbség észlelhetd a két évjarat kozott, 2010-ben a ’Florina’ héj oszlopban
kozepes jel lathato, az 6sszes tobbi héj szovettaj gyenge, ezeket kivéve nincsen jel.

CER5 2010-ben csak héj szovettajnal lathatdé mindkét fajtanal vékony sav. A 2011-es
¢vjaratban ’Florina’ levélnél gyenge, héj szovettajnal kozepes erdsségi jel. ’Prima’ levélnél szintén
gyenge, héj szovettajnal erds jel. Héj szovettdjban kimutathaté a gén milkddése, az altermés
htisaban nem, a levelekben eltérés van az évjaratok kozott.

CERY 2010-ben csak a ’Prima’ hus szdvettdja volt gyengén aktiv. 2011-ben ’Florina’ levél
¢s héj szovettaj oszlopaban felismerhetd gyenge sav, his szovettajnal pedig kdzepes erdsségli. A
’Prima’ szovettdjak koziil, a levél gyenge kifejezodése mellett a héj és a hus oszlopok adnak
kozepes jelet.

CERI10 A 2010-es évben mindkét fajta héj szovetei kdzepes, a levél és hiisszovetek alacsony
jelet adnak. 2011-ben eltéré kifejezOdést mutat a két fajta. ’Florina’ levél oszlopban vékony a
nukleinsavak savja, héj és hus szovettdjaknal koztes méretli. *Prima’ levélben nem mutattunk ki
terméket, hus szovettajnal keveset, héj szovettajnal pedig sokat. Erdekes modon 2010-es évben nem
latszik jelentds kiilonbség a fajtak kozott, 2011-ben viszont egyik szdvet expresszids szintje sem
egyezik.

KCR1 A korabbi évjaratban azonos aktivitdst mutatnak a fajtak szovettdjai. A levelek
gyengét, a hus és héj szovettajak kozepeset. 2011-ben a *Florina’ levelei €s héj szovettdjai a ’Prima’
leveleivel egyiitt alacsony szinten expresszalddnak. Tovabba a ’Florina’ altermésének husaban
kozepes aktivitas, ’Prima’ héj és hus szovettajaiban erds a gén termékeinek jelenléte. A gén
kifejezddése 2010-ben hasonl6 a két fajtaban, a rakovetkezd €vben eltérdek a fajtak eredményei.
LTPG1 2010-ben ’Florina’ levél és héj szovettajnal erds kifejezodés lathatd, hus szovettajnal
pedig gyenge. A ’Prima’ héj oszlopdban szintén erds a jel, levélnél gyenge, a hus szdvettdj nem
mutat aktivitast. A 2011-es évjaratban ’Florina’ levél és héj szovetek egyarant kozepes kifejezddési
szintbe sorolhatdak, a hus szovetek pedig alacsonyabba. A ’Prima’ levele szintén alacsony
intenzitast jelol, a héj szovettq) igen magasat. A has szovettajnal viszont nem észlelni séavot.
"Florina’ esetén egy kategériat csokkent a jelintenzitds, a hus szovettdj kivételével, ami nem

valtozott. Ennek a génnek az aktivitasa "Prima’ levelében 2011-ben alacsony ala csokkent.
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PAS2 2010-ben a két fajta azonosan erds héj szovettdji aktivitast, kzepes hus szovettajit és
nem detektalhatd aktivitast mutat a levelekben. A 2011-es évjaratban hasonléak az eredmények, a
levelekben tapasztalt gyenge expressziot kivéve.

WAX2 A 2010-es évjaratban ’Prima’-ban ¢és ’Florina’-ban’ is erds héj szovettaji €s gyenge
has szovettaji expresszid volt. A levelekben nem lathatd amplifikatum. 2011-ben a levelekben
szintén nem lathat6 termék, a husszovetekben gyenge, a héjszovetekben pedig kozepes mitkddés
mutat a gén.

WBC11 A 2010-es évben éppen ¢€szlelhetd jelek lathatéak ’Florina’ héj, *Prima’ levél és héj
oszlopokban. A 2011-es mintak kozott a két héj szovettaj kodzepes, a levelek gyenge, a hus
szovettajak pedig nem mutatnak aktivitast.

LACS2 A 2010-es évjaratban mindkét héj szovettaj kozepes aktivitasu, "Florina’-nal lathatd
még alacsony kifejezddés a levelekben. 2011-ben "Florina’ levelekben és héj szovettajakban lathato
jeleket kozepes kategdridba sorolom. ’Prima’ héj szovettijban erds az aktivitds, a nem emlitett
mintaknal viszont nem lathatd DNS. Az egyetlen kiilonbség a ’Florina’ fajta levelek aktivitdsdnak

detektalasi szint ala csokkenése 2011-ben.

6.5. Genomi DNS izolalas és gDNS ellendrzés

Ezt a két modszer a hagyomanyos PCR termékek és a szelektiv primerek ellendrzésére
alkalmaztuk. A teljes genomi DNS izolalds eredménye a cDNS-sekkel ellentétben intront
tartalmazd DNS sokasag. Az éltalunk tervezett primerek intronmentes régiokra tapadnak be, emiatt
mitkddnitik kell RNS és DNS kivonas esetén is. Azok a gének, amelyek tartalmaznak intront,
hosszabb masolatok késziilnek a PCR folyaman, ha a primerek kozrefognak kivagddoé szakaszokat.
Ha 6sszehasonlitjuk az RNS izolalas utan elallitott cDNS-rdl késziilt masolatok méretét a genomi
DNS-ek ugyanazon primerrel késziilt termékeivel, akkor a gDNS-nek az intronok hosszéaval

tobbnek kell lenniilik. Az erre vonatkozo eredményeinket az alabbi 8. 4bra tartalmazza.
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8. abra. Az intront tartalmazé EF1 gén aplifikatumai cDNS és gDNS templatokkal.

6.6. Szekvenaltatas

A fragmensek azonossaganak ellendrzésére minden gén esetében egy PCR terméket gélbdl
izolaltunk, ¢és szekvenalasra kiildtiink. A Biomi cégtél kapott, PCR termékeinkrdl késziilt
szekvencia analizisek eredményei egyeznek az altalunk valasztott gének EST adatbazisbeli bazis

sorendjével.

6.7. Fénymikroszképos megfigyelések

Fénymikroszkoppal ellendriztem az RNS kivondsnal feldolgozott epidermisz hus
szovettajjal valo szennyezettségét. A metszeteket szikével készitettem az izolalas soran, ahogyan az
almakat hamoztam. A vizsgalat szerint hé¢j mintaink az epidermisz sejtrétegét €s az alatta talalhato
6-10 parenchimalis sejtsort tartalmazta. A konfokalis mikroszkoép megel6z6 vizsgalataiként Szudan
IV-gyel festettem fagyasztva metszett mintakat, hogy a kutikula vastagsagat tobbféle modszerrel
meg tudjuk hatarozni. Ugy véltem, hogy az altalam hasznalt konfokalis képalkotas sorin az

esetleges hibak, illetve képek értelmezésében segit ez a modszer.
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9. abra. ’Prima’ altermés fénymikroszkopos képei Szudan IV-festékkel festve.

A 9. dbra négy képe koziil a felsd kettdn nagyobb, az also kettén pedig kisebb nagyitasban
lathatoak a ’Prima’ altermésrészletek. A 10. abran hasonlé modon a ’Florina’ fajta szerepel. A
képekhez Quickphoto camera 2.3 program segitségével méretaranyos vonalzokat adtunk hozza, és
megmértiik a kutikula vastagsagat. A vastagsagok atlaga *Prima’ esetében 17,9 mikrométer, szoras
2,1. A ’Florina’ értékei: 24,2 mikrométeres atlag, ami 2,3 szorassal jellemezhetd. Eredményeink
ellendrzésére egytényezOs varianciaanalizist végeztiink, mellyel megerdsitést nyert, hogy
szignifikans kiilonbséget fedeztiink fel a két fajta kutikuldjanak vastagsagaban.

A Szudan altal festett teriiletek voros szintiek. A festésrdl elmondhato, hogy szelektiven a
kutikulat festette és hasznalataval konnyebb a képlet fénymikroszkopos megfigyelése. Mindegyik
mintan megfigyelhetd, hogy a bdrszovet legkiilsd sejtsoranak sejtjei kisebbek mint az altermés
belseje felé talalhato sejtek. A celladk nem szabalyos gomb vagy téglalap alakuak. Nagy feliileten
¢rintkeznek egymassal, de a sejtek kozott vannak iiregek. A belsdbb szovetekben a sejtek nem
tapadnak olyan erésen egymashoz, ez a termés €rése soran, kiilondsen a teljes biologiai érettséghez
kozeledve egyre er6sodo aktivitast sejtfallazito enzimeknek kdszonhet. A husban a szomszédos
sejtfalakat egybetarto pektin és hemicelluldz szalak szerkezetét modositd enzimek aktivitasa okozza
nagyrészt a termések természetes puhuldsat. A kiilsé sejtsorra jellemzd az is, hogy az altaluk is

termelt kutikula a sejtfalak koz¢, esetenként a kiilsd sejtsor ald is beépiil.
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10. abra. *Florina’ altermés fénymikroszkopos képei Szudan IV-festékkel festve.

6.8. Konfokalis mikroszképia eredményei

A konfokalis mikroszkopnak tobb elénye is van a fénymikroszkdpokkal szemben. Alapvetd
kiilonbség, hogy jobb a felbontdképessége, fényintenzitast mér és a szovetek meélyét is fel tudja
térképezni. Fluoreszcens jelolofestékek egyidejli €s szétvalaszthatd észlelésére is képes.
Megfelelden szelektiv festékekkel detektalhatd sejtrészletek térbeli megfigyelése is lehetséges. Az
alabbi képeken (11-14. abrak) fagyasztva metszett héjszoveteket a jelzett festékekkel kezeltem.

11. abra: ’Florina’ fajta altermésének fluoreszcens festése Calcofluor White-tal festve (bal oldali kép),

Auramin O-val festve (k6z€ps6 kép), egymasraillesztett képek (jobb oldali kép); 20x nagyitasban.
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12. abra: ’Florina’ fajta termésének fluoreszcens festése Calcofluor White-tal festve (bal oldali kép),

Auramin O-val festve (kdzéps6 kép), egymasraillesztett képek (jobb oldali kép); 20x nagyitasban.

Ahogy azt mar leirtam, a Calcofluor White a celluldz tartalmi szoveteket, az Auramin O
pedig a kutikulat festi. E16bbi kék szinként, utobbi zoldként jelenik meg. A sejtek korvonalai
Calcofluor festékkel minden esetben latszodtak, ez a sejtfalak celluloz tartalma miatt van. Valtozo
mértékben a kutikulaban is fellelhetd, ami kutikulat alkoté kutin réteg poliszacharid tartalma miatt
lehet, ez Florinanal jellemzébb. Az Auramin O-val kimutathat6, hogy az epikutikuléris viaszok és
,kutikula anyag” nem csupan az epidermisz sejtek felszinén, hanem azok kozott is megtalalhatd. A

12. abran egy metszés soran felszakadozott héjrészlet is szerepel.

13. abra: "Prima’ fajta altermésének fluoreszcens festése Calcofluor White-tal festve (bal oldali kép),

Auramin O-val festve (kozéps6 kép), egymasraillesztett képek (jobb oldali kép); 20x nagyitasban.
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14. dbra: *Prima’ fajta altermésének fluoreszcens festése Calcofluor White-tal festve (bal oldali kép),

Auramin O-val festve (kdzéps6 kép), egymasraillesztett képek (jobb oldali kép); 20x nagyitasban.

A 13. abra "Prima’ héjszovet képein a Calcofuor altal kibocsajtott jel kevésbé intenziv. A 14.
abran egy nagyobb felbontéassal késziilt felvétel lathatd, melyen a kutikulabol kialld és a kép sikja
mogé kanyarodé sejtfal rajzolodik ki. A kutikula vastagsagok meghatarozasarél elmondhato, hogy

ugyanazokat a méreteket mértem a fluoreszcens képalkotassal is, mint a Szudan IV-el.

7. KOVETKEZTETESEK

Vizvesztéses vizsgalataim soran mért eredményeket a kezdeti értékekhez viszonyitva
szézalékosan dolgoztam fel, csoportonként atlagoltam Oket, és dabrdzoltam az eltelt idd
fliggvényében. Linedris regresszids modellt alkalmazva, kozelitd egyeneseket illesztettem a mérési
pontjaimra, fajtanként. Ezzel sikeriilt megallapitanom, hogy a ’Prima’ fajta gyorsabban veszit
tomegébdl, ami megegyezik az eldzetes varakozasainkkal. Az eredmény aldtamasztja azt az
elképzelést, hogy az alma gyiimolcsok lassu vizvesztése Osszefiigg a jO tarolhatosaggal, mely
eredmény megfelel az irodalmi adatok alapjan vartaknak, miszerint egy-egy almafajta kozott a
betakaritas utani vizvesztés mértékében nagy kiilonbségek adodhatnak (Maguire et al., 2001) .

A viaszfedettség vizsgalatat érettségi fazisonként elvégeztem, eredményemet szintén
atlagoltam, és szorasokkal egyiitt oszlopdiagramokkal dbrazoltam. Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy a
feliiletegységre vonatkoztatva. Azt is megallapithatjuk azonban, hogy a viaszmennyiség novekedése
bar magasabb értéket ér el végiil a "Prima’ esetén, a *Florina’ esetében dinamikusabb. Elképzelhetd,
hogy a posztharveszt idészakban ez a tendencia folytatodik, igy a ’Florina’ almak hamar nagyobb
fedettséget érhetnek el. Korabbi irodalmi adataink arra utalnak, hogy pusztan a kutikula mennyisége
vagy vastagsaga nincs egyértelmii korrelacidban a vizvesztés szabalyozasaval, a komponensek és a
strukturalis elemek valtozasa azonban befolydsolhatd tényezOként jelenhet meg a mi esetiinkben is

(Riederer és Miiller, 2006). A kérdés tovabbi, ilyen irdnyt kisérletekkel donthetd el.
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A mikroszkopos vizsgalatok Szudan IV festék alkalmazasaval azt mutatjak, hogy a *Florina’
kutikula rétege a 100% érettség fazisaban jelentdsen (6,3 mikrométerrel) vastagabb volt. Ez a teljes
24,2 mikrométeres vastagsagot figyelembe véve komoly eltérés. A Konfokalis mikroszkopia
eredménye aldtamasztotta a hagyomanyos mikroszkoppal latottakat. A modszer felbontasa révén
alkalmat ad a kutikula esetleges szerkezeti kiilonbségeinek vizsgalatara is, ami jelen kisérletsorozat
egy lehetséges folytatasa lehet, és alatdmasztja Buda és munkatarsainak korabbi eredményeit a
fluoreszcens képalkotas kutikulat érint6 alkalmazhatosagarol (Buda et al., 2009).

A génkifejez0dés eredményei a viasz bioszintézishez kapcsolhatd géneknél meggydzoek. A
kisérletbe vont gének nagy részénél ki tudtam mutatni génexpresszidt a héjban, tovabba a gének egy
része dontd modon a héjban nyilvanult meg mindkét vizsgalt fajtaban, vagy legalabb azok
egyikében. (CERI1, CER4, WAX2, WBCI1I1, stb. gének homologjai). Az igy azonositott
szekvenciak jo eséllyel az alma viasz bioszintézisben résztvevd géneknek bizonyulhatnak, szamos
esetben érdekes vagy a ludfith6z képest épp nem vart expresszidos mintazatokat kaptunk egy-egy
gén esetén, mely tovabbi vizsgalatokra adhat okot.

A két fajta gytimolcs héja kozotti génexpresszids kiilonbség a Lacerata homolog gén
esetében egyértelmi volt. Ez a gén mindkét évben a Florina fajta héjaban nyilvanult meg erésebben.
A kiilonbséget a késdbbiekben real-time PCR modszerrel tervezziik igazolni. Késébbi kisérletekben
az ilyen fajtaspecifikus génkifejezodési kiilonbségeket sszefiiggésbe probaljuk majd hozni a kutin

illetve viasz 0sszetétel eltéréseivel a két fajtaban.

8. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteimben két almafajta, a nyari 'Prima’ és a téli "Florina’ altermések vizsgalataval
jellemezni kivantam viaszoltsagukat, és annak kapcsolatat a parologtatassal, melyr6l korabban nem
rendelkeztiink pontos adatokkal.

Vizsgéalataimban kimutattam, hogy a ’Prima’ gyiimdlcsén szignifikdnsan nagyobb
mennyiségll viasz talalhatd, mint a ’Florina’ alterméseken, bar utdbbi viaszosodasa dinamikusabb
az érés iddszakaban.

Vizsgaltam a két fajta gyiimolcsének betakaritds utani parologtatasat, melyben jelenlegi
ismereteink szerint a kutikuldnak meghataroz6 szerepe van. A posztharveszt parologtatas
tekintetében a ’Prima’ fajta bizonyult kevésbé jo vizmegtartonak, ez a fajta nagyobb mennyiségii
vizet parologtatott, ami valoszinii magyarazatot ad rosszabb tarolhatosagara.

Mikroszkopos megfigyeléseim szerint a kutikularéteg vastagsaga a ’Florina’ alterméseken
volt nagyobb. Ez utdbbiban szerepet kap a kutikula komponensei koziil a kutin rétegének

vastagsaga is, mely fluoreszcens mikroszkopos vizsgdlataink alapjan a ’Florina’ fajtdnal volt
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kiterjedtebb. A fluoreszcens képalkotas soran egyéb eltéréseket is megfigyeltem, igy példaul a
kutikula rétegében talalhat6 lipofil komponenseket, ami tovabbi vizsgalatok targya lehet.

Emellett arra is kerestem a valaszt, hogy a névény életében fontos szerepet jatszo kutikularis
viaszok bioszintézisében mely gének jatszhatnak szerepet. Olyan géneket valasztottam vizsgalataim
alapjaul, melyek miikodése a ludfit modellndvényben ismert, és a kutikularis viaszok szintézisétél
azok szabalyozasan at a folyamatos transzportjaig terjed.

Vizsgalataimat két éven keresztiil végeztem, mely alapjan elmondhatd, hogy a kutikularis
viaszok szintézisében feltehetden szerepet jatszo, vizsgalatba vont gének tobbsége jelentds
expressziobeli kiilonbséget mutat az alma héj, hus és levél szovetei kozott. A gének egy része dontd
modon a héjban nyilvanult meg mindkét vizsgalt fajtaban, vagy legalabb azok egyikében. A
vizsgalt téli alma héjaban egy gén (Lacerata homoldg) kifejezodése mindkét tenyésziddszakban

erételjesebb volt, mint a nyari almaéban.
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