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1. R¥VIDĉT£SEK JEGYZ£KE 

35Spro::sGFP = CaMV35S 

prom·ter::sGFP vektorkonstrukci· 

ABA = abszcizinsav  

ABI2 = Abelson interactor2 (Abelson 

kºlcsºnhat· feh®rje2) 

ACC = 1-aminocikloprop§n-1-

karboxilsav 

ACO = 1-aminocikloprop§n-1-

karboxilsav oxid§z 

ACS = 1-aminocikloprop§n-1-karboxilsav 

szint§z 

ADC = arginin dekarboxil§z 

AdoMet = S-adenozil-L-metionin 

AFLP = Amplified fragment length 

polymorphism (amplifik§lt fragmentum-

hossz polimorfizmus) 

AMPK  = AMP aktiv§lt protein kin§z 

ANOVA  = Analyis of variance 

(varianciaanal²zis) 

Arg = arginin 

ARGOS = auxin regulated gene involved 

in organ size 

ATP = adenozin trifoszf§t 

A. U. = arbitrary unit  

BA = benziladenin 

BR = brasszinoszteroid 

BUD2 = Bushy and dwarf2 (bokros ®s 

tºrpe2) 

CAD = cinnamyl-alcohol dehydrogenase 

(fah®j-alkohol dehidrogen§z) 

CBL = kalcineurin B -like (kalcineurin B-

szerŤ) 

CIPK  = Calcineurin B-like interacting 

protein kinase (kalcineurin B-vel 

kºlcsºnhat· kin§z) 

CnA = kalcineurin A alegys®g 

CnB = kalcineurin B alegys®g 

CNGC = cyclic nucleotid-gated channel 

(ciklikus nukleotid -g§tolt csatorna) 

CRZ1 = Calcineurin-responsive zinc 

finger transcription factor (kalcineurin -

v§lasz zink ujj transzkripci·s faktor) 

CTR1 = constitutive triple response1 

Cys = cisztein 

DAB = 3, 3ᾳ-diaminobenzidin 

dcSAM = dekarboxil§lt S-adenozil-L-

metionin 

DEG / ENaC = degenerin/epithelial 

sodium channels (degenerin/epitheli§lis 

n§trium csatorn§k) 

DFC = Dense fibrillar center (a 

sejtmagvaccka sŤrŤ fibrill§ris kºzpontja) 

EIL = ethylene insensitive like 

EIN2 = ethylene insensitive2 

EIN3 = ethylene insensitive3 

ENA1 = ENA P-type ATPase1 (ENA p-

t²pus¼ ATP§z1) 

ER = endoplazmatikus retikulum 

ERAD = ER associated degradation (ER-

hez kºtºtt degrad§ci·) 

ERF = ethylene-responsive element 

binding factor 

FC = Fibrillar center (a sejtmagvacska 

fibrill§ris kºzpontja) 

FvSAMDC::sGFP = Fragaria vesca L. cv. 

R¿gen S-adenozil-L-metionin 

dekarboxil§z::sGFP f¼zi·s konstrukci· 

FvSAMS::sGFP = Fragaria vesca L. cv. 

R¿gen S-adenozil-L-metionin 

szint§z::sGFP f¼zi·s konstrukci· 

FvSPDS::sGFP = Fragaria vesca L. cv. 

R¿gen Spermidin szint§z::sGFP f¼zi·s 

konstrukci· 

GA = gibberelinsav 

GABA = ɔ-aminovajsav 

GAPDH = gliceraldehid 3-foszf§t 

dehidrogen§z 

GC = Granular component (a 

sejtmagvacska granul§ris komponense) 

GHR1 = Guard cell hydrogen peroxide-

resistant1 
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GLR = glutamate receptor-like channel 

(glutam§t receptor-szerŤ csatorna) 

Glu = glutaminsav 

GSNO = S-nitrozoglutation 

GUS = ɓ-gl¿koronid§z 

H2A. Z = hiszton 2A. Z 

HKT1  = high affinity K + transporter1 

(nagy k§liumion affinit§s¼ traszporter1) 

HSP = heat shock protein (hŖsokk 

feh®rje) 

IAA  = Indole acetic acid (indolecetsav) 

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

vajsav) 

IP3 = inozit trifoszf§t 

JA = jasmonic acid (j§zmonsav) 

K2P = two-pore potassium channel (k®t 

p·rus¼ k§lium csatorna) 

Lys = lizin  

MAPK  = mitog®n aktiv§lt protein kin§z 

MAT  = Metionin adenozil transzfer§z 

MES = metil ®szter szulfon§t 

MS = metionin szint§z 

Mtase = MT§z (Adomet f¿ggŖ 

metiltranszfer§z) 

NAA = Naphthaleneacetic acid (naftil 

ecetsav) 

NADPH oxid§z = Nicotinamid-adenin-

dinukleotid -foszf§t oxid§z 

NBT = Nitroblue-tetrazolium-chloride 

(nitrok®k-tetrazolium klorid)  

NEIP2 = ethylene receptor-interacting 

protein2 (etil®nreceptor-kºlcsºnhat· 

feh®rje2) 

NES = Nuclear export signal (sejtmagi 

export szign§l) 

NLS = Nuclear localization signal 

(sejtmagi lokaliz§ci·s szign§l) 

NMP = N-metilputreszcin 

NO = nitrog®noxid 

NOD = Nucleolar localization sequence 

detector (sejtmagvacska lokaliz§ci·s 

szekvencia detektor) 

NoLS = Nucleolar localization signal 

(sejtmagvacska lokaliz§ci·s szign§l) 

OD = optikai denzit§s 

ODC = ornitin dekarboxil§z 

ORF = Open reading frame (nyitott 

leolvas§si keret) 

OSCA1 = reduced hyperosmolality-

induced calcium increase1 

PA = poliamin 

PAO = poliamin oxid§z 

PCD = Programmed cell death 

(programozott sejthal§l) 

PKC = Protein kin§z C 

PMT = putreszcin N-metiltranszfer§z 

PP2C = type 2C protein phosphatase (2C 

t²pus¼ feh®rje foszfat§z) 

Pro = prolin  

PUT = putreszcin 

PYL = pyrabactin resistance-like 

(pirabaktin rezi sztencia-szerŤ) 

PYR = pyrabactin resistance (pirabaktin 

rezisztencia) 

qPCR = Quantitative real-time 

polymerase chain reaction (kvantitat²v 

val·s idejŤ polimer§z l§ncreakci·) 

RbohF/D = Respiratory burst oxidase 

homolog protein F/D 

RCAR = regulatory component of ABA 

receptors (ABA receptor szab§lyoz· 

komponense) 

RFP = Red fluorescent protein (piros 

fluoreszcens feh®rje) 

RGA1 = heterotrimer G feh®rje alfa 

alegys®ge 

RhoA GEF Net1A = RhoA guanine 

nucleotide exchange factor 

neuroepithelial transforming1A 

RLK  = receptor-like kinase (receptor-

szerŤ kin§z) 

ROS = reactive oxigen species (reakt²v 

oxig®n fajt§k) 

SAE1 = SUMO Activating Enzyme 

Subunit 1 (SZUMOil§ci· aktiv§lta 

enzimalegys®g1) 
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SAHcy = S-adenozil-homocisztein 

SAHH = S-adenozil-homocisztein 

hidrol§z 

SAM = S-adenozil-L-metionin 

SAMDC = S-adenozil-L-metionin 

dekarboxil§z 

SAMS = S-adenozil-L-metionin szint§z 

SAUR = Small auxin up RNA 

SCaBP= SOS3-like calcium binding 

protein (SOS3 szerŤ kalcium kºtŖ 

feh®rje) 

Ser = szerin 

sGFP = synthetic green fluorescent 

protein (szintetikus zºld fluoreszcens 

feh®rje) 

SLAC1 = slow anion channel-associated1 

SNF1 = sucrose non-fermenting1 

SnRK = SNF1-related kinase (SNF1-hez 

hasonl· kin§z) 

SOS = salt overly sensitive 

SPD = spermidin 

SPDS = spermidin szint§z 

SPM = spermin 

SPMS = spermin szint§z 

TCA = trichloroacetic acid (trikl·r 

ecetsav) 

TCTP = translationally controlled tumor 

protein 

TDF = Trancript -derived fragment 

(transzkriptum eredetŤ fragmentum) 

Thr  = treonin 

TRP = transient receptor potential 

channel 

UPR = Unfolded Protein Response 

(kitekeredett feh®rj®kre adott 

v§laszreakci·) 

UTR = untranslated region (nem 

transzl§l·d· r®gi·) 

WT = wild type (vad t²pus) 
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2. BEVEZET£S £S C£LKITţZ£S 

A Szent Istv§n Egyetem Genetikai, Mikrobiol·giai ®s Biotechnol·giai Int®zet kor§bbi 

kutat§sai sor§n a szam·ca (Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta) recept§kulum (gy¿mºlcstest) 

®s az aszmag szºvetek RNS-ujjlenyomat§nak tanulm§nyoz§sakor az ®r®sben expresszi·s v§ltoz§st 

mutat· g®neket azonos²tottak a gy¿mºlcs®r®s zºld, feh®r, r·zsasz²n ®s piros szakasz§ban. 130 

transzkriptum eredetŤ fragmentumot, r®szleges cDNS-t izol§ltak ®s szekven§ltattak meg. A 

szekven§lt transzkriptumok kºzºtt volt a poliamin metabolizmusban r®sztvevŖ spermidin szint§z 

(DQ074728.1) ®s egy a poliamin ®s etil®n metabolizmus kºzºs prekurzor molekul§j§t szintetiz§l· 

enzim g®n, a S-adenozil-L-metionin (SAM) f¿ggŖ metiltranszfer§z is (AY873806). Az §ltalunk 

kiv§lasztott ®s vizsg§lni k²v§nt SAM szint§z (SAMS) ®s SAM dekarboxil§z (SAMDC) nem 

szerepelt a szekven§lt transzkriptumok kºzºtt, azonban a SAMS szintetiz§lja az etil®n ®s poliamin 

metabolizmus kºzºs prekurzor molekul§j§t a S-adenozil-L-metionint, m²g a SAMDC termeli a 

dekarboxil§lt SAM-ot (dcSAM), ami a poliamin metabolizmus prekurzor molekul§ja. Az etil®n 

alapvetŖ jelmolekula, a poliaminokkal egy¿tt sz§mos szab§lyoz§si mechanizmusban vesz r®szt a 

nºv®nyek fejlŖd®se ®s a term®sek ®r®se sor§n, ez®rt c®lul tŤzt¿k ki, hogy megvizsg§ljuk szerepet 

j§tszhatnak-e a SAMS ®s a SAMDC g®nek a szam·ca gy¿mºlcs ®r®s®ben. 

Ugyanakkor mind az etil®n, mind a poliaminok fontos funkci·t tºltenek be a nºv®nyek 

biotikus ®s abiotikus stresszv§laszaiban, tov§bb§ fokozott mennyis®gben pozit²v hat§suk van a 

nºv®nyek s·toleranci§j§ra is. Sz§mos kor§bbi tanulm§ny sz§mol be azonban az etil®n ®s a 

poliamin metabolizmus antagonisztikus hat§s§r·l k¿lºnbºzŖ biotikus ®s abiotikus stresszek 

hat§s§ra, ez®rt a k®t metabolizmus kºzºs molekul§j§t a SAM-ot termelŖ SAM szint§z enzim, 

illetve a poliamin metabolizmus prekurzor molekul§j§t a dekarboxil§lt SAM-ot szintetiz§l· SAM 

dekarboxil§z enzim t¼ltermeltet®s®vel tiszt§bb k®pet alkothatunk a k®t metabolizmus k¿lºnbºzŖ 

®lettani folyamatokban betºltºtt szerep®rŖl, ez§ltal meg tudjuk hat§rozni, hogy a ĂSAM tºbbletò, 

illetve a ĂSAM hi§nyò hogyan befoly§solja a poliamin/etil®n ar§nyt. Ebben a tanulm§nyban m§sik 

c®lul tŤzt¿k ki, hogy ºsszehasonl²t· vizsg§latot v®gz¿nk a kontroll kºr¿lm®nyeknek, illetve a 

hossz¼t§v¼ s·stressznek kitett a nem ut·®rŖ Fragaria vesca L. cv. R¿gen szam·c§b·l izol§lt 

Fragaria vesca SAM szint§z (FvSAMS) ®s SAM dekarboxil§z (FvSAMDC) enzimet t¼ltermelŖ 

Nicotiana benthamiana vonalak ®s a vad t²pus kºzºtt. Az eddigi tanulm§nyokban m§r k¿lºn-k¿lºn 

vizsg§lt§k a SAMS ®s a SAMDC enzimek t¼ltermeltet®s®nek hat§s§t a nºv®nyek abiotikus 

stressztŤr®s®re ®s bizony²tott§k, hogy mind a SAMS, mind a SAMDC t¼ltermeltet®se fokozza a 

nºv®nyek k¿lºnf®le abiotikus stresszekkel szembeni toleranci§j§t, egy k²s®rleti rendszerben 

azonban m®g nem vizsg§lt§k ezt a k®t enzimet, ami lehetŖv® teszi, hogy a vizsg§lt nºv®ny®lettani 

param®terek kvantitat²v m·don viszony²that·ak legyenek egym§shoz, ²gy tiszt§bb k®pet 
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alkothatunk a k®t enzim s·stresszben betºltºtt szerep®rŖl. Munk§nk sor§n megvizsg§ltuk, hogy az 

elt®rŖ etil®n/poliamin ar§ny milyen hat§ssal van a nºv®nyek fejlŖd®s®re, ºreged®s®re ®s 

s·toleranci§j§ra. A k²s®rletben a transzg®nikus vonalakat ®s a vad t²pus¼ nºv®nyeket in vitro 

kontroll kºr¿lm®nyeknek, illetve 10 mM NaCl stressznek tett¿k ki. Meghat§roztuk az etil®n ®s a 

poliaminok mennyis®g®t, a klorofill a, b ®s a lignin tartalmat, az ionvesztes®get, a relat²v H2O2 ®s 

O2
- mennyis®get, a nºveked®si er®lyt, a sz§rhosszt, a biomassza produktumot, a prolin tartalmat, 

valamint a transzg®nikus lev®lkorongok nagy d·zis¼ 300 mM NaCl stresszre adott v§lasz§t. 

Emellett m®rt¿k az etil®n ®s a poliamin, valamint a S-nikotin ®s a L-lignin metabolizmus§ban, 

illetve a SAM recikliz§ci·j§ban r®sztvevŖ g®nek relat²v expresszi·j§t (SAM szint§z, SAM 

dekarboxil§z, ACC szint§z, spermidin szint§z, spermin szint§z, S-adenozil-homocisztein hidrol§z, 

putreszcin N-metiltranszfer§z, fah®j-alkohol dehidrogen§z), mivel ezek a g®nek olyan 

metabolizmusokban j§tszanak szerepet, amelyek sz§m§ra a SAM szolg§l szubsztr§tk®nt. 

Tov§bbi c®lk®nt tŤzt¿k ki, hogy meghat§rozzuk a FvSAMS::sGFP ®s a FvSAMDC::sGFP 

enzimek szubcellul§ris lokaliz§ci·j§t, illetve a lehets®ges sejtkompartmentbeli v§ltoz§s§t s·stressz 

hat§s§ra, mivel a k²s®rletben alkalmazni k²v§nt pGWB405 bin§ris vektor a konstitut²v CaMV35S 

prom·tert tartalmazza ®s a vizsg§lni k²v§nt inszertek (FvSAMS, FvSAMDC) a sGFP-vel tºrt®nŖ 

C-termin§lis f¼zion§ltat§sra alkalmas. A kor§bbi tanulm§nyokban a SAMS-t citoplazm§s 

lokaliz§ci·j¼ enzimk®nt jellemzik nºv®nyekben, de ¼jabb kutat§sok szerint a patk§ny eset®ben, 

m§r sejtmagi ®s citoplazm§s lokaliz§ci·t detekt§ltak, m²g a SAMDC enzim eset®ben 

kloroplasztisz, mitokondri§lis ®s citoszolikus aktivit§sr·l sz§molnak be a nºv®nyekben ®s 

citoplazm§s lokaliz§ci·r·l emlŖsºkben. 

V®g¿l c®lul tŤzt¿k ki, hogy bioinformatikai elemz®ssel predikt§ljuk a FvSAMS ®s a 

FvSAMDC enzimek poszttranszl§ci·s m·dos²t§s§ban szerepet j§tsz· lehets®ges aminosav 

sz§rmaz®kokat is. 

  

10.14751/SZIE.2019.048



11 
 

3. IRODALMI ĆTTEKINT£S 

3.1 Az etil®n ®s a poliaminok szerepe a gy¿mºlcs®r®sben 

Az ®r®s sor§n a gy¿mºlcsºk cukor tartalm§ban, text¼r§j§ban, sz²n®ben, ²z®ben ®s 

arom§j§ban bekºvetkezŖ jelentŖs v§ltoz§sokat a fitohormonok szab§lyozz§k. A gy¿mºlcs®r®s 

k®tf®le t²pus§t k¿lºnbºztetj¿k meg, az egyik az ut·®rŖ (klimakt®rikus), a m§sik a nem ut·®rŖ (nem-

klimakt®rikus) v§ltozat. A klimakt®rikus gy¿mºlcs®r®s modellnºv®nye a paradicsom (Solanum 

lycopersicum L.) ®s j·l ismert t®ny, hogy az etil®n kulcsszerepet j§tszik az ®r®s®ben (Alexander ®s 

Grierson, 2002). Ezzel szemben a nem-klimakt®rikus gy¿mºlcs®r®s modellnºv®nye a szam·ca 

(Fragaria x ananassa Duch.), a szam·ca gy¿mºlcs®r®sekor azonban nincs hasonl· etil®ncs¼cs, 

mint a paradicsom®ban. A szam·c§ban az etil®n mennyis®ge a zºld ®r®si f§zisban a legnagyobb, 

majd a feh®r f§zisra visszaesik, ezt kºvetŖen a piros ®r®si f§zisig enyh®n emelkedik (Perkins-

Veazie et al., 1996; Sun et al., 2013), m²g a paradicsomban az ®r®s kezdetekor, a narancss§rga 

f§zisban dr§maian megnŖ az etil®ntermel®s, ami az ®r®s elŖrehaladt§val csºkken (Van de Poel et 

al., 2012). A szam·ca gy¿mºlcs ®r®s®t sz§mos nºv®nyi hormon, komplex m·don szab§lyozza 

(Shen ®s Rose, 2014). A szam·ca gy¿mºlcs fejlŖd®se sor§n az abszcizinsav (ABA) szint fokozatos 

nºveked®se csºkkenti az auxin (indolecetsav /IAA /) mennyis®g®t, ez®rt azt felt®telezik, hogy az 

ABA/IAA ar§ny szign§lk®nt szolg§l a gy¿mºlcs®r®s beind²t§s§hoz (Perkins-Veazie, 1995). Az 

auxin induk§lja a recept§kulum sejtjeinek megny¼l§s§t, viszont g§tolja az ®r®st (Given et al., 

1988), m²g a fokoz·d· mennyis®gŤ ABA beind²tja a gy¿mºlcsºk ®r®s®t (Jia et al., 2011). B§r az 

exog®n etil®n alkalmaz§sa nem gyakorol k¿lºnºsebb hat§st a szam·ca ®r®s®re, de repressz§lja 

sz§mos, a gy¿mºlcsh¼s puhul§s§ban szerepet j§tsz· g®n expresszi·j§t (pl.: ɓ-galaktozid§z, pektin-

metil®szter§z, ɓ-xilozid§z) (Trainotti et al., 2001; Castillejo et al., 2004; Bustamante et al., 2009), 

teh§t az etil®n kºzvetve m§s hormonokkal, az abszcizinsavval (ABA) (Li et al., 2011); a 

gibberelinsavval (GA) (Csukasi et al., 2011), az auxinnal (IAA) ( Given et al.,1988), a 

j§zmonsavval (JA) (Concha et al., 2013) ®s a brasszinoszteroidokkal (BR) (Chai et al., 2013) 

egy¿tt szab§lyozza a szam·ca gy¿mºlcs ®r®s®t. 

A S-adenozil-L-metionin (SAM) a kºzºs prekurzor molekul§ja az etil®n ®s a poliamin 

metabolizmusnak (Minocha, 1988; Martin-Tanguy, 2001). Az etil®n bioszint®zise sor§n a SAM-

b·l az 1-aminocikloprop§n-1-karboxilsav szint§z (ACS) 1-aminocikloprop§n-1-karboxilsavat 

(ACC) szintetiz§l, majd a 1-aminocikloprop§n-1-karboxilsav oxid§z (ACO) az ACC-t etil®nn® 

alak²tja (Yang ®s Hoffmann, 1984). Ha a SAM dekarboxil§l·dik a SAM dekarboxil§z (SAMDC) 

§ltal, akkor a dekarboxil§lt SAM (dcSAM) a magasabb rendŤ poliaminok (spermidin /Spd/ ®s 

spermin /Spm/) szint®zis®hez szolg§ltatja az aminopropil csoportot, amit a spermidin- ®s spermin 

szint§z haszn§l fel a reakci·k sor§n (1. §bra). Az 1. §br§n l§that·, hogy a SAMDC a Spd ®s a 
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Spm szint®zis®ben (Mehta et al., 2002; Hu et al., 2006), m²g a kºzºs prekurzor molekul§t 

szintetiz§l· SAM szint§z (SAMS) mind az etil®n, mind a poliamin metabolizmusban limit§l· 

enzim lehet, de a SAM elsŖdlegesen poliaminokk§ alakul (De Dios et al., 2006; Khan ®s Singh., 

2010). Verseny a k®t ¼tvonal kºzºtt akkor alakulna ki, ha a SAM mennyis®ge korl§toz· t®nyezŖ 

lenne, de a poliamin ®s az etil®n bioszint®zis a sejten bel¿li SAM mennyis®g ~10%-§t haszn§lja 

csak fel (Ravanel et al 1998), ®s a SAM bŖs®ges mennyis®gben van jelen a sejtben (Bregoli et al., 

2002). Woodson et al. (1992) azt bizony²totta, hogy a szegfŤben a megnºvekedett etil®n 

bioszint®zist nem k²s®rte fokozott SAMS mRNS termelŖd®s. 

A poliaminokat (PA) nem sorolj§k a nºv®nyi hormonok kºz®, de a fitohormonokhoz 

hasonl·an sz§mos ®lettani ®s fejlŖd®si folyamatban (nºveked®s, ºreged®s, stresszv§lasz) vesznek 

r®szt (Mariani et al., 1989; Nambeesan et al., 2008). A poliaminok fokozz§k a sejtek megny¼l§s§t 

®s az aroma vegy¿letek kialakul§s§t a szŖlŖbogy· (Vitis vinifera L.) ®r®se sor§n (Agudelo-Romero 

et al., 2013; Fortes et al., 2015), tov§bb§ fontos szerepet j§tszanak a m§lna (Rubus occidentalis 

L.) ®s a datolya (Phoenix dactylifera L.) gy¿mºlcs®r®sben is (Diboun et al., 2015; Simpson et al., 

2016). A poliaminok exog®n alkalmaz§sa viszont g§tolta a barack (Prunus persica) ®r®s®t ®s a 

gy¿mºlcsh¼s§nak puhul§s§t (Bregoli et al., 2002; Torrigiani et al., 2012). A poliaminok nemcsak 

a szam·ca gy¿mºlcs fejlŖd®s®ben (Tilak ®s Raymond, 1996), hanem az ®r®s®ben is 

n®lk¿lºzhetetlenek (Guo et al., 2018). Am²g a szam·c§ban a poliaminok kºz¿l a spermidin ®s 

k¿lºnºsen a spermin mennyis®ge nºvekvŖ tendenci§t mutat az ®r®s elŖrehaladt§val, addig a 

putreszcin szint fokozatosan csºkken a piros ®r®si f§zisig (Guo et al., 2018). Ezzel ellent®tben a 

paradicsomban a putreszcin szint fokozatos nºveked®s®rŖl ®s a spermidin, spermin szint enyhe 

csºkken®s®rŖl sz§molnak be (Van de Poel et al., 2012). L§that· teh§t, hogy a nem klimakterikus 

szam·c§ban ®s a klimakterikus paradicsomban elt®rŖ m·don vesznek r®szt a k¿lºnbºzŖ 

poliaminok a gy¿mºlcsºk ®r®s®ben. 
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1 §bra: Az etil®n ®s a poliamin metabolizmusban r®sztvevŖ enzimek ®s term®keik. Feh®r h§tterŤ 

t®glalap = enzim; sz¿rke h§tterŤ t®glalap= vegy¿let. (Forr§s: Hatanaka et al., 1999; Hobbs et al., 

2005). 

Az irodalmi adatok alapj§n meg§llap²that·, hogy az etil®n ®s a poliaminok a tºbbi 

fitohormonnal egy¿tt komplex m·don szab§lyozz§k a nem klimakterikus szam·ca gy¿mºlcs 

®r®s®t. 

3.2 Az etil®n ®s a poliamin metabolizmus a szerepe a s·tolerancia kialak²t§s§ban 

A k¿lºnbºzŖ abiotikus stresszt²pusok minden ®vben jelentŖs gazdas§gi vesztes®get 

okoznak (Mahajan ®s Tuteja, 2005). Az egyik ilyen abiotikus stresszt²pus a s·stressz, az alk§li 

f®ms·k ®s a term®szetes s· azonban k®tf®le t²pus¼ stresszt v§ltanak ki a nºv®nyekben (Shi ®s Yin, 

1993). A mŤvelt ter¿letek nagy h§nyad§n a talaj tartalmaz annyi s·t, ami jelentŖsen csºkkenti a 

term®smennyis®geket vil§gszerte, ez®rt a s·stressz molekul§ris h§tter®nek felt®rk®pez®se 

megkºnny²theti a s·toler§ns nºv®nyfajt§k kiv§logat§s§t. 

A fitohormonok nemcsak a gy¿mºlcsºk ®r®s®ben, hanem a s·stresszre adott v§laszokban 

is kulcsfontoss§g¼ szerepet j§tszanak. Az etil®n a nºv®nyek nºveked®s®t ®s fejlŖd®s®t is 

szab§lyozza, s·stressz eset®n azonban stresszhormonk®nt viselkedik (Abeles et al., 1992). Az 

etil®n- ®s a kºzvetlen prekurzora, az ACC mennyis®ge a s·- ®s m§s abiotikus stresszek hat§s§ra is 

nŖ (Morgan ®s Drew, 1997). Az Arabidopsis thaliana k®t haplot²pus§ban az ACC felhalmoz·d§sa 

fokoz·dott s·stressz hat§s§ra a levelekben ®s a gyºkerekben is (Ellouzi et al., 2014). A s·stresszelt 

sz·ja Lee68 s·toler§ns genot²pus§ban is nagyobb m®rt®kben nºvekedett az etil®n bioszint®zisben 

r®sztvevŖ enzimek ®s term®keik mennyis®ge, mint a s·®rz®keny Jackson genot²pusban (Ma et al., 

2012). Mind az etil®n, mind az ACC exog®n alkalmaz§sa nºvelte az Arabidopsis s·toleranci§j§t 
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az§ltal, hogy fokozta az antioxid§ns rendszer enzimeinek expresszi·j§t (Cao et al., 2007; Peng et 

al., 2014). A s·stressz eset®n nemcsak az ACC szint§z (ACS) expresszi·ja nºvekedik, hanem az 

ACC oxid§z (ACO) enzimaktivit§sa is (Kukreja et al., 2005). Gyapotban a rºvid- ®s hossz¼t§v¼ 

s·stressz is fokozta az ACO expresszi·j§t (Peng et al., 2014), b¼z§ban azonban az ACO1 

expresszi·j§nak csºkken®s®rŖl sz§molnak be s·- ®s m§s abiotikus stresszek hat§s§ra (Chen et al., 

2014). M²g az etil®n bioszint®zisnek ®s a szign§l transzdukci·s ¼tvonal§nak indukci·ja nºveli a 

nºv®nyek s·toleranci§j§t, addig a g§tl§sa a nºv®nyek s·®rz®kenys®ghez vezet. 

Az ACS nemcsak transzkripci·s, hanem poszttranszkripci·s szinten is szab§lyozva van. 

Az ACS egyik ilyen poszttranszkripci·s m·dos²t§sa, hogy a stressz aktiv§lt MAPK kaszk§dok 

foszforil§lj§k, ez§ltal g§tolj§k a 26S proteosz·ma (intracellul§ris feh®rje bont§st v®gzŖ 

multiprotein enzim komplexum) §ltali degrad§ci·j§t. Az Arabidopsis-ban a biotikus ®s az 

abiotikus stressz eset®n is aktiv§l·dik a MAPK6 (MPK6), ami foszforil§lja az ACS2-t ®s az ACS6-

ot, ez§ltal fokozva az etil®n termel®st (Liu ®s Zhang, 2004), m²g a MPK6 g®n ki¿t®se T-DNS 

inszerci·val fokozta a s·®rz®kenys®get (Shen et al., 2014). A MAPK kaszk§dok mellett a kalcium 

f¿ggŖ protein kin§zok (CDPK) is foszforil§lhatj§k, az ACS-t, ami fokozza az ACC mennyis®g®t a 

stresszes szºvetekben (Tatsuki ®s Mori, 2001; Kamiyoshihara et al., 2010). 

A s·stressz eset®n teh§t a MAPK kaszk§dok aktiv§l·dnak, ami stabiliz§lja az ACC 

szint§zokat, induk§lva ezzel az etil®n termel®st. A s·stressz hat§s§ra az ACC szint§z ®s az ACC 

oxid§z transzkripci·ja is fokoz·dik. A s·stressz induk§lt etil®n szign§l fŖk®nt a CTR1-EIN2-EIN3 

receptor-¼tvonalon kereszt¿l ad·dik §t, ez§ltal sz§mos a nºv®nyi nºveked®sben ®s a s·stresszre 

adott v§laszban is szerepet j§tsz· effektort szab§lyoz. MegfelelŖ koncentr§ci·ban az etil®n 

elŖseg²ti a Na+/K+, a t§panyagok ®s a ROS-ok homeoszt§zis§t, ²gy fokozva a nºv®nyek 

s·toleranci§j§t (Jiang et al., 2013). Hab§r az ACC szint§zok ®s oxid§zok expresszi·ja fokoz·dik 

s·stressz eset®n, de felt®telez®sek szerint a megnºvekedett etil®n mennyis®g negat²v hat§ssal van 

a nºv®nyek nºveked®s®re. A fokozott mennyis®gŤ ACC g§tolta a paradicsom magoncok fejlŖd®s®t 

(Albacete et al., 2009), nºvelte a Na+ felhalmoz·d§s§t a levelekben, ami oxidat²v stresszt v§ltott 

ki ®s induk§lta a levelek szeneszcenci§j§t (Ghanem et al., 2008). A t¼lzott etil®nv§laszb·l 

keletkezŖ k§rok elker¿l®s®re a nºv®nyek n®h§ny negat²v ôfeed-backô mechanizmust fejlesztettek 

ki, amelyek szab§lyozz§k a t¼lzott v§laszreakci·t, ²gy biztos²tva a hajt§sok nºveked®s®t. Ebben 

n®h§ny kis feh®rje, mint a TCTP (translationally controlled tumor protein), a NEIP2 (ethylene 

receptor-interacting protein2), a SAUR-ok (auxin regulated gene involved in organ size) ®s az 

ARGOS (auxin regulated gene involved in organ size) is kulcsszerepet tºltenek be. A NEIP2 ®s a 

TCTP feh®rje etil®n hat§s§ra induk§l·dik ®s fokozott expresszi·juk csºkkenti az etil®nv§laszt ®s 

nºveli a vegetat²v nºveked®st (Cao et al., 2015; Tao et al., 2015). A NEIP2 ®s a TCTP feh®rj®k 

hat§s§hoz hasonl·an az auxin §ltal szab§lyozott kis feh®rj®k a SAUR ®s az ARGOS is g§tolja az 
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etil®n jel§tvitelt ®s nºveli a sejtoszt·d§st, a sejtmegny¼l§st, ez§ltal fokozva a magoncok 

nºveked®s®t (Li et al., 2015; Rai et al., 2015) (2. §bra). 

Az irodalmi adatok alapj§n elmondhat·, hogy az etil®n s·stresszben betºltºtt szerepe 

nagyban f¿gg a koncentr§ci·j§t·l, m²g nagy koncentr§ci·ban g§tolja a magoncok nºveked®s®t, 

addig megfelelŖ koncentr§ci·ban nºveli az antioxid§ns enzimek aktivit§s§t, ez§ltal a ROS-ok 

homeoszt§zis§t ®s szab§lyozza a Na+/K+ egyens¼lyt is, fokozva ezzel a nºv®nyek adapt§ci·j§t a 

s·s kºrnyezethez. 

 

 

2. §bra: Az etil®n szerepe s·stressz hat§sra. A ŷ az expresszi· fokoz·d§s§t jelºli. Rºvid²t®sek: 

ACC - 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid; SAM ï S-adeosyl-L-methionine; TCTP - 

translationally controlled tumor protein; ARGOS - auxin regulated gene involved in organ size; 

NEIP2 - ethylene receptor-interacting protein2; SAUR - Small auxin up RNA; CTR1 ï constitutive 

triple response1; EIN2 ï ethylene insensitive2; EIN3 ï ethylene insensitive3; EIL ï ethylene 

insensitive like; ERF ï ethylene-responsive element binding factor (Forr§s: Tao et al., 2015). 
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Az etil®n mellett, a minden nºv®nyi sejtben jelenlevŖ poliaminok is fontos szerepet 

tºltenek be a nºv®nyek s·toleranci§j§nak kialak²t§s§ban, valamint a biotikus ®s az abiotikus 

stresszekre adott v§laszreakci·ban (Kasukabe et al., 2004; Alc§zar et al., 2010). A 

nitrog®ntartalm¼ ozmolitok kºz¿l a prolin ®s a poliaminok a legfontosabbak (Tarezynski et al., 

1993; Kavi Kishore et al., 1995; Bouchereau et al., 1999). A poliaminok kºtºtt form§jukban 

kovalens kºt®seket alkotnak a makromulekul§kkal (nukleinsavak, feh®rj®k) (Gill ®s Tuteja, 2010) 

®s aktiv§lhatj§k a nukleokapszid kin§z feh®rj®ket, ez§ltal szab§lyozni tudj§k n®h§ny a 

foszforil§ci·ban r®sztvevŖ feh®rje aktiv§ci·j§t. A poliamin felv®tel sejtszinten egy nagyon gyors 

®s akt²v folyamat, megkºzel²tŖleg 1-2 perc alatt el®ri a tel²tetts®get, a felvett poliaminokat a sejt 

tºbbnyire a vakuolumban t§rolja (Bagni ®s Pistocchi A poliaminok abiotikus stressz eset®n 

szerepet j§tszanak az ozmotikus szab§lyoz§sban, a membr§nstabilit§sban, a szabad gyºkºk 

elt§vol²t§s§ban ®s a szt·m§k mozg§s§nak szab§lyoz§s§ban (Liu et al., 2007). Hab§r n®h§ny 

tanulm§ny szerint csºkken az endog®n poliaminok mennyis®ge s·stressz hat§s§ra az alm§ban, a 

kukoric§ban ®s a babban (Liu et al. 2008; Legocka ®s Sobieszczuk-Nowicka 2012), de a 

s·stresszelt szŖlŖben ®s a b¼z§ban fŖk®nt a poliaminok felhalmoz·d§s§r·l sz§molnak be (Upreti 

®s Murti 2010; Iqbal ®s Ashraf 2012). A nagyobb m®rt®kŤ s·toleranci§t elsŖdlegesen a fokozott 

mennyis®gŤ spermidin ®s spermin mennyis®gekkel magyar§zz§k (Ahmad et al. 2009; Ben et al. 

2009; Yamamoto et al., 2011; Alet et al., 2012). Zapata et al. (2003, 2004) k¿lºnbºzŖ 

nºv®nyfajokban vizsg§lt§k a s·stressz hat§s§t az endog®n poliamin szintekre ®s azt tapasztalt§k, 

hogy s·stressz eset®n a putreszcin mennyis®ge csºkken, de a spermidin® ®s a spermin® nŖ, m²g a 

s·stresszelt k²nai kel magoncok eset®ben a spermidin szint csºkkent, viszont a spermin szint 

nºvekedett (Kim et al., 2010). A spermidin meg·vhatja a plazmamembr§nt, ¼gy, hogy megŖrzi 

annak integrit§s§t a stressz alatt (Roy et al., 2005), illetve megakad§lyozza a szuperoxid-gener§l· 

NADPH-oxid§z aktiv§l·d§s§t is (Shen et al., 2000). Az oldhatatlan kºtºtt poliamin form§k a 

mitokondriumok ®s a plazmamembr§nok meg·v§s§ban ®s stabiliz§l§s§ban is szerepet j§tszanak 

(Jia et al., 2010). A poliaminok a sejt minden kompartmentj®ben jelen vannak, bele®rtve a 

sejtmagot is, ami egy®rtelmŤen al§t§masztja a multifunkci·s szerep¿ket az abiotikus 

stressztolerancia kialak²t§s§ban. A poliaminok bioszint®zis®t az arginin dekarboxil§z (ADC), az 

ornitin dekarboxil§z (ODC) ®s a SAM dekarboxil§z (SAMDC) szab§lyozza a nºv®nyekben 

(Hasegawa et al., 2000). A poliaminok, k¿lºnºsen a spermidin (Spd), nºveli a tonoplaszt H+-

ATP§z ®s H+-PP§z (ion transzporterek) aktivit§s§t, amelyek a citosz·likus Na+-t a vaku·lumba 

pump§lj§k, ²gy kialak²tva az ion ®s pH egyens¼lyt a sejtben, ez®rt a spermidin aktiv§lt tonoplaszt 

H+-ATP§z ®s H+-PP§z alapvetŖ szerepet j§tszik a nºv®nyek s·toleranci§j§nak kialak²t§s§ban (Roy 

et al., 2005; Liu et al. 2006). A poliaminok nemcsak a s·tolerancia megnyilv§nul§s§ban, hanem a 
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s· induk§lta stressz jelz®sben is szerepet j§tszanak, m®gpedig a spermidin induk§lta foszforil§ci· 

r®v®n (Gupta et al. 2012a, b). 

Exog®n poliaminokat m§r sikeresen alkalmaztak a s·tolerancia biztos²t§s§ra nºv®nyekben. 

Az exog®n putreszcin csºkkentette a Na+ ®s a Clï ionok felhalmoz·d§s§t a s·stresszelt nadragulya 

k¿lºnbºzŖ szerveiben (Ali, 2000), valamint fokozta a s·stresszelt barna must§rban ®s csicseri 

bors·ban az antioxid§ns enzimek ®s a karotenoidok aktivit§s§t (Verma ®s Mishra, 2005; Sheokand 

et al. 2008), tov§bb§ csºkkentette a lipid peroxid§ci·t virginiai fenyŖben (Tang ®s Newton, 2005). 

Az exog®n putreszcin pozit²van hatott a gyºkeresed®sre is a 100 mM NaCl stressznek kitett uborka 

(Cucumis sativus L.) magoncok eset®ben az§ltal, hogy csºkkentette a Na+ felv®tel®t ®s fokozta 

k§lium felhalmoz·d§s§t a gyºkerekben (Shi et al., 2008). A putreszcin mellett az exog®n spermidin 

is fokozza a nºv®nyek s·toleranci§j§t, az§ltal, hogy stabiliz§lja a foszfolipid membr§nokat, 

megkºti a szabad gyºkºket ®s fenntartja a Na+/K+ egyens¼lyt (Saleethong et al. 2011), tov§bb§ 

csºkkenti a Na+ felv®telt a gyºkerekben ®s megelŖzi a K+ vesztes®get a sejtekbŖl (Zhao ®s Qin, 

2004; Zhao et al. 2007). Az exog®n spermidin a felt®telez®sek szerint g§tolja a Na+ transzportot a 

gyºkerekbŖl a levelek fel® (Zhu et al., 2006). A putreszcin mellett az exog®n spermin alkalmaz§sa 

is nºvelte a s·stresszelt ubork§ban az antioxid§ns enzimek kºz¿l a szuperoxid-dizmut§z, a 

peroxid§z ®s az aszkorb§t-peroxid§z aktivit§s§t, amik csºkkentett®k a szuperoxid anion ®s 

malondialdehid mennyis®g®t (Shu et al., 2013). A poliaminok kºz¿l teh§t mind a Put, mind a Spd 

®s mind a Spm exog®n alkalmaz§sa nºvelte a nºv®nyek s·toleranci§j§t, de a kor§bbi tanulm§nyok 

tºbbs®ge szerint a Spd-nek van a legnagyobb szerepe a s·tolerancia kialak²t§s§ban (Shen et al., 

2000; Kasukabe et al., 2004; Kasukabe et al., 2006; Hu et al., 2012). 

Mind az etil®n, mind a poliaminok fontos szerepet j§tszanak a nºv®nyek biotikus ®s 

abiotikus stresszv§laszaiban (M¿ller ®s Munn®-Bosch, 2015; Romero et al., 2018), tov§bb§ 

fokozott mennyis®gben pozit²v hat§suk van a nºv®nyek s·toleranci§j§ra (Jang et al., 2012; Peng 

et al., 2014; Shen et al., 2014). Sz§mos tanulm§ny szerint azonban az etil®n ®s a poliamin 

metabolizmus antagonisztikus hat§s¼ a k¿lºnbºzŖ biotikus ®s abiotikus stresszek eset®n (Li et al., 

2004; Nambeesan et al., 2012; Yu et al., 2016). 

A poliaminok ºsszetett szerep®t az abiotikus stressztolerancia kialak²t§s§ban a 3. §bra 

szeml®lti. Ezen az §br§n l§that·, hogy az etil®nhez hasonl·an s·stressz eset®n a poliaminok is 

fokozz§k az antioxid§ns rendszer enzimaktivit§s§t ®s az ioncsatorn§k szab§lyoz§s§val pedig 

kialak²tj§k a Na+/K+ egyens¼lyt, ez§ltal szab§lyozz§k a ROS-ok ®s Na+/K+ homeoszt§zis§t. A 

poliaminok katabolizmusa stressz eset®n nºveli a H2O2 tartalmat, ami kis koncentr§ci·ban 

szign§lmolekulak®nt j§tszik fontos szerepet a stresszadapt§ci·ban, de t¼lzott mennyis®gben 

kiv§lthatja a programozott sejthal§lt (PCD) is (Moschou et al., 2008a, b). A poliaminoknak a 

s·tolerancia kialak²t§s§ban j§tszott szerep®rŖl egyre tºbbet tudunk, a hat§smechanizmusuk 
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azonban m®g sz§mos k®rd®st vet fel, amit a jºvŖben v®lhetŖen felt®rk®peznek, mivel ezekkel a 

k®rd®sekkel vil§gszerte sokan foglalkoznak. 

 

3. §bra: A poliaminok szerepe a s·tolerancia kialak²t§s§ban (Forr§s: Saha et al., 2015). A ny²l az 

indukci·t, a ƍ a g§tl§st jelºli. 

3.3 Az etil®n ®s a poliamin metabolizmus kºzºs prekurzor§t elŖ§ll²t· S-adenozil-L-

metionin szint§z (SAMS) ®s a S-adenozil-L-metionin (SAM) 

A S-adenozil-L-metionin szint§z szintetiz§lja a S-adenozil-L-metionint (AdoMet, SAM) L-

metioninb·l ®s ATP-bŖl (4. §bra). A SAM a m§sodik legtºbbet haszn§lt enzim-szubsztr§t az ATP 

ut§n (Cantoni, 1975). A SAMS enzim 3 struktur§lis dom®nbŖl ®p¿l fel. Az N-termin§lis dom®n 

el®gg® konzerv§lt a k¿lºnbºzŖ fajokban, ennek az lehet az oka, hogy fontos funkci·t l§t el a 

szubsztr§tban ®s a kation kºt®sben (Garrido et al., 2011). A centr§lis dom®n pontos funkci·ja m®g 

nincsen tiszt§zva, de ¼gy gondolj§k, hogy fontos a katal²zisben. A C-termin§lis dom®n funkci·j§t 

m§r ismerj¿k, a citoplazm§s lokaliz§ci·ban tºlt be fontos szerepet, amit a dom®n strukt¼r§ja 

hat§roz meg (Reytor et al., 2009).  
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4. §bra: A S-adenozil-L-metionin szint®zise L-metioninb·l ®s ATP-bŖl. (Forr§s: Vanderstraeten 

®s Van Der Straeten, 2017). 

Szerkezet¿ket tekintve mind a h§rom dom®n 2 alfa h®lixbŖl ®s 4 b®ta sz§lb·l §ll 

(Takusagawa et al., 1996). A rizsben a SAM szint§z poliadenil§ci·s szign§lja a stop kodont·l 

downstream ir§nyban 119 bp-ra tal§lhat· (AATAAT), a fŖ ORF tartalmaz egy ATP kºtŖhelyet, 

ami a GAGDQG peptidekbŖl §ll (rizsben a 121.-126. aminosavat fedi) (Van Breusegem et al., 

1994). A SAM forr§sk®nt szolg§lhat a metil®n-, az amino-, a ribozil- ®s az aminopropil 

csoportoknak (Fontecave et al., 2004), valamint sz§mos transzmetil§ci·s reakci·hoz is 

szubsztr§tk®nt szolg§l mind a prokariot§kban, mind pedig az eukariot§kban (Tabor ®s Tabor 1984; 

Boerjan et al. 1994). A SAM r®szt vesz a g®nek transzkripci·j§ban, a sejtoszt·d§sban ®s a 

m§sodlagos metabolitok szint®zis®ben is (Yoon et al., 2012). A SAM-ra mind a mitokondriumban, 

mind a kloroplasztiszban sz¿ks®g van a DNS, a RNS ®s a feh®rj®k metil§l§s§hoz (Montasser-

Kouhsari et al., 1978; Block et al., 2002). Miut§n a DNS metilezŖdik, g®nek kapcsol·dhatnak ki, 

ez®rt a SAM-ra lehet ¼gy tekinteni, mint egy g®nexpresszi· szab§lyoz·ra (Reytor et al., 2009), a 

SAM k®pes megkºtni bizonyos RNS szerkezeteket (riboswitch), ez§ltal szab§lyozni a 

transzkripci·t vagy transzl§ci·t, ²gy mennyis®gtŖl f¿ggŖen tºbb g®n expresszi·j§t is 

kontroll§lhatja (Loenen, 2006). A SAM feh®rje aktivit§s§nak b¼za embri·k 

poszttranszkripcion§lis szab§lyoz§sa mellett a mRNS-ekrŖl k®pzŖdŖ, de novo feh®rjeszint®zishez 

is kºze van (Mathur et al., 1992). A SAM, mint kofaktor szolg§l a nukle§zoknak, amelyek a SAM 

hi§ny§ban nem has²tj§k a DNS-t. Becsl®sek szerint a SAM 95%-a a metilezŖd®s sor§n haszn§l·dik 

fel ®s csak 3-5%-a dekarboxil§l·dik (Merali ®s Clarkson, 2004). Miut§n az aminopropil §tvitel 

megtºrt®nik a dekarboxil§lt SAM-b·l a keletkezett 5-metiltioadenozin ¼jrahasznos²t·dik a 

metioinban, ezt kºvetŖen a SAM-ban, majd v®g¿l a dekarboxil§lt SAM-ban, ezeket a reakci·kat a 

Yang ciklus enzimei kataliz§lj§k (Miyazaki ®s Yang, 1987), ez§ltal a SAM szint§z limit§l· enzim 
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a metionin ciklusban (Markham ®s Pajares, 2009). A S-adenozil homocisztein (SAHcy) a 

metil§ci·s reakci·k sor§n keletkezik a SAM-b·l ®s erŖs g§tl·szere a metiltranszfer§zoknak 

(Weretilnyk et al., 2001). A SAM-on alapul a putreszcin metil§ci·ja, ami a nikotin bioszint®zis 

egyik kulcsl®p®se. A putreszcin-N-metiltranszfer§z (PMT) egy a SAM-f¿ggŖ metiltranszfer§z, 

amely kataliz§lja a diamin putreszcin monometil§ci·j§t N-metilputreszcinn® (NMP), valamint S-

adenozil homocisztein® (SAHcy). A nikotin, a trop§n ®s a nortrop§n alkaolidok bioszint®zis®ben 

a N-metilputreszcin az elsŖ metabolit (Biastoff et al., 2009), emellett a SAMS1 mRNS 

felhalmoz·d§sa ®s a legtºbb vir§gillat ºsszetevŖ (pl.: metil-benzo§t) mennyis®ge kºzºtt is 

ºsszef¿gg®st figyeltek meg Nicotiana suaveolens vir§g§ban (Roeder et al., 2009), teh§t ezeknek a 

m§sodlagos metabolitoknak a bioszint®zise is a SAM-on alapul. Ugyanakkor a lignin a legfŖbb 

metabolikus fogyaszt·ja a SAM-nak, ennek ellen®re a lignin akkumul§ci· csak bizonyos sejtekben 

®s fejlŖd®si f§zisokban figyelhetŖ meg (Hanson et al., 1994). A lignin az elsŖdleges ®s a 

m§sodlagos sejtfal kºzºtt halmoz·dik fel. Mivel a vaszkul§ris szºvetek erŖsen lignifik§ltak, ez®rt 

az Arabidopsis-ban m§r jellemzett SAMS1 expresszi·s mint§zata utalhat az SAM 

n®lk¿lºzhetetlens®g®re e sejtfal ºsszetevŖ szint®zis®ben, mivel a GUS g®nnel fuzion§ltatott 

SAMS1 5ôUTR a vaszkul§ris szºvetekben expressz§lt a legink§bb (Peleman et al. 1989a, 1989b). 

Az Arabidopsis thaliana mto3 mut§nsban a SAMS3-as g®n ATP-kºtŖ dom®nj®nek egyetlen 

aminosav§ban van a pontmut§ci·, ami az mto3 fenot²pust okozza. A mut§ci· a SAMS3 g®n 

expresszi·j§ban ®s a SAMS ºsszfeh®rje mennyis®g®ben nem, de a SAMS enzimaktivit§sban ®s a 

SAM ºsszmennyis®g®ben, illetve a lignin tartalomban csºkken®st okoz, ami a SAMS3 lignin 

bioszint®zisben betºltºtt jelentŖs®g®re utal (Shen et al., 2002). Tov§bb§ S§nchez-Aguayo et al. 

(2004) arr·l sz§molnak be, hogy a s·stresszelt paradicsom nºv®nyekben a nagyobb SAM aktivit§s 

®s a s·stressz hat§s§ra a vaszkul§ris szºvetekben fokozott mennyis®gben lerakod· lignin kºzºtt 

ºsszef¿gg®s van. 

A paradicsom legkevesebb 3 SAMS g®nnel rendelkezik, amelyek elt®rŖ m·don 

expressz§lnak a k¿lºnbºzŖ kºrnyezeti stresszek hat§s§ra. A NaCl, a mannit ®s az abszcizinsav 

hat§s§ra a SAMS1 mRNS a lev®lben ®s a gyºk®rben, a SAMS3 transzkriptumai csak a gyºk®rben 

halmoz·dtak fel, m²g a SAMS2 gyeng®n expressz§lt az ºsszes vizsg§lt szºvetben ®s nem reag§lt a 

s·stresszre (Espartero et al. 1994). A rizsben SAMS transzkriptumok mennyis®ge 2-4-szeres®re 

emelkedett a sz§razs§g stresszt kºvetŖ 5-180 perc eltelt®vel, ugyanakkor hasonl·an magas 

expresszi·t figyeltek meg a lev®l- ®s a gyºk®rfejlŖd®s korai szakasz§ban is (Van Breusegem et al., 

1994). A s·stressz hat§s§ra fokoz·dott a SAMS mRNS mennyis®ge a r·zsamet®ngben, a b¼z§ban 

®s a ginzegben is (Schrºder et al., 1997; Pulla et al., 2009; Kamal et al., 2012), ugyanakkor a 

gomba elicitoros kezel®sek is nºvelt®k a SAMS transzkriptumok mennyis®g®t lucern§ban ®s 
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petrezselyem sejtkult¼r§ban (Gowri et al., 1991; Kawalleck et al., 1992), ami a SAMS biotikus 

stressztoleranci§ban betºltºtt szerep®re utal. 

Transzg®nikus rendszerben vizsg§lva a SAMS t¼ltermeltet®se fokozta a doh§nyban a 

s·stressz (Qi et al., 2010), a paradicsom a NaHCO3 (sz·dabikarb·na) stressz, (Gong et al., 2014), 

a doh§nyban a hideg stressz (Guo et al., 2014), ®s a Arabidopsis thaliana-ban a s·- ®s a hideg- 

(Kim et al., 2015), valamint a s·- ®s az oxidat²v stressz (Ma et al., 2017) eset®n a transzg®nikus 

vonalak stressztoleranci§j§t a vad t²pushoz viszony²tva. 

Ćltal§nosan elfogadott, hogy a SAM szint§z kiz§r·lag a citoszolban lokaliz§l·dik a 

nºv®nyekben (Schrºder et al., 1997; Ravanel et al., 1998; Hanson ®s Roje, 2001), de ¼jabb 

vizsg§latok al§t§masztott§k a SAM szint§z kettŖs lokaliz§ci·j§t, ami sejtmagi ®s citoplazm§s 

jelenl®tet mutatott a vizsg§lt patk§nysejtekben (Reytor et al., 2009). 

3.4 A poliamin metabolizmus prekurzor molekul§j§t termelŖ S-adenozil-L-metionin 

dekarboxil§z (SAMDC) ®s a dekarboxil§lt SAM (dcSAM) 

A SAM-b·l a SAMDC §ll²tja elŖ a dekarboxil§lt SAM-ot (dcSAM), ami aminopropil 

csoportot szolg§ltat a magasabb rendŤ poliaminok (spermidin ®s spermin) szint®zis®hez (5. §bra). 

A SAMDC egy erŖsen szab§lyozott enzim, melynek szintj®t nagyban befoly§solja a sejt fejletts®gi 

§llapota ®s a sejten bel¿li poliamin szint (Stanley, 1995). 

 

5. §bra: A SAM dekarboxil§ci·ja a magasabb rendŤ poliaminok (spermidin ®s spermin) 

szint®zis®hez. (Forr§s: Sufrin et al., 2009). 
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A poliamin szinttŖl f¿ggŖen a SAMDC enzim szab§lyoz§sa tºrt®nhet transzkripci·s- ®s 

poszttranszl§ci·s szinten is (Pegg, 1986), mivel az 5ôUTR-e olyan v§laszelemeket tartalmaz, 

amelyek ®rz®kelik a poliaminok mennyis®g®t ®s a kºrnyezeti v§ltoz§sokat is (Hu et al., 2005). A 

SAMDC proenzimk®nt szintetiz§l·dik, ami egy akt²v oldal¼ piruvil csoport hat§s§ra 

autokatalitikus has²t§son megy kereszt¿l. Az emlŖsºkben a SAMDC egy akt²v dimer, amelyben 

mindegyik protomer tartalmaz egy alfa ®s egy b®ta alegys®get. Sz§mos magasabbrendŤ 

szervezetben az autokatal²zist ®s a dekarboxil§ci·t a putreszcin stimul§lja, ezzel ellent®tben a 

nºv®nyi SAMDC a putreszcin hi§ny§ban is teljesen akt²v, az autokatal²zis®t nem befoly§solja 

(Bennett et al., 2002). A SAMDC g®nek kºz¿l n®h§ny az 5ôUTR r®gi·j§ban egy ôtinyô ny²lt 

leolvas§si keretet (ORF) tartalmaz, ami negat²v hat§ssal van a SAMDC g®n fŖ ORF-®nek 

kifejezŖd®s®re (Hanfrey et al., 2002, Tassoni et al., 2007). A SAMDC fŖ ORF-®vel transzform§lt 

nºv®nyek §tlagban k®tszeres expresszi·t mutattak a vad t²pushoz k®pest, viszont a ôtinyô ORF-et 

is tartalmaz· konstrukci·val transzform§lt nºv®nyekben a vad t²pussal megegyezŖ expresszi·s 

szintet m®rtek, ez is al§t§masztja a SAMDC ôtinyô ORF-®nek szab§lyoz· szerep®t a SAMDC g®n 

kifejezŖd®s®ben (Hu et al., 2006).  

A SAMDC prom·ter®vel a GUS riporterg®n expresszi·ja fokoz·dott a NaCl, a 

k§liumfoszf§t ®s az ABA stressz hat§s§ra is, valamint a rºvid idejŤ s·stressz is nºvelte a SAMDC1 

mRNS mennyis®g®t in vitro alm§ban (Liu et al., 2008), ami a SAMDC abiotikus stressztolerancia 

kialak²t§s§ban betºltºtt szerep®t t§masztja al§. A SAM dekarboxil§z a spermidin ®s a spermin 

bioszint®zis®hez aminopropil csoportot biztos²t (Thu-Hang et al., 2002; Kusano et al. 2008), ez§ltal 

a magasabb rendŤ poliaminok szint®zis®ben a SAMDC limit§l· enzim (Peremarti et al., 2009). 

Az Arabidopsis thaliana-ban a SAMDC egy kis g®ncsal§d, amelynek n®gy nagyon 

homol·g tagja van (Franceschetti et al., 2001). A SAMDC1 (At3g02470) fŖ leolvas§si keret®nek 

m®rete 1101 bp, intronos ôtinyô ORF-et tartalmaz ®s minden szervben magasan, de a becŖben 

mutatja a legmagasabb expresszi·t. A SAMDC2 (At5g15950) ORF-®nek m®rete 1089 bp, intron 

n®lk¿li ôtinyô ORF-et tartalmaz ®s a gyºk®rben, a lev®lben ®s a vir§gban mutat magas expresszi·s 

szintet. A SAMDC3 (At3g25570) fŖ leolvas§si keret®nek m®rete 1050 bp, intronos ôtinyô ORF-et 

tartalmaz ®s minden szervben alacsonyan expressz§l. A SAMDC4 (At5g18930) ORF-®nek m®rete 

1044 bp, nem tartalmaz ôtinyô ORF-et ®s minden szervben alacsony szintŤ expresszi·t mutat, de 

Arabidopsis thaliana samdc1 hi§nymut§sban magasan expressz§l. A BUD2 (Bushy and 

dwarf2=SAMDC4) ®s SAMDC1 dupla hi§nymut§nsban viszont embri· letalit§st figyeltek meg, 

ami bizony²tja a SAMDC alapvetŖ szerep®t a nºv®nyi embri·genezisben is (Ge et al., 2006). Az 

alma SAMDC1 enzim a gy¿mºlcsfejlŖd®sben ®s a sejtnºveked®sben, m²g a SAMDC2 feh®rje a 

stresszv§laszokban j§tszik szerepet (Hao et al., 2005).  
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A kor§bbi tanulm§nyokban m§r le²rt§k, hogy SAMDC t¼ltermeltet®se fokozta a rizsben a s·- 

(Roy ®s Wu, 2002), valamint az ozmozikus- ®s a sz§razs§g stressz (Peremarti et al., 2009), a 

doh§nyban a s·- ®s a sz§razs§g stressz (Waie ®s Rajam, 2003), valamint a s·-, az oxidat²v- ®s a 

hideg stressz (Wi et al., 2006), a paradicsomban a hŖstressz (Cheng et al., 2009) ®s az Arabidopsis 

thaliana-ban a sz§razs§g stressz (Wi et al., 2014) hat§s§ra a transzg®nikus vonalak 

stressztoleranci§j§t a vad t²pushoz viszony²tva. Az Arabidopsis thaliana-ban a SAMDC 

t¼lexpressz§ltat§sa, illetve csendes²t®se, azt bizony²totta, hogy az etil®n ®s a poliamin bioszint®zis 

antagonisztikus hat§ssal van egym§sra (Hu et al., 2006). A SAMDC csendes²t®se a doh§nyban 

viszont fokozott s·®rz®kenys®get okozott, ugyanakkor a dcSAM (dekarboxil§lt SAM) deficiencia 

pozit²van hatott kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt a transzg®nikus nºv®nyek biomassza produktum§ra 

®s a sz§rnak a hossz§ra (Mellidou et al., 2016). A SAMDC g®n csendes²t®se fokozta a s·stressz 

induk§lta PCD-t is (programozott sejthal§l) ®s azt felt®telezik, hogy a s·stressz hat§s§ra az 

endog®n spermidin az apoplasztban induk§l·dik, ahol a poliamin oxid§z (PAO) kataboliz§lja ®s 

²gy H2O2 termelŖdik. A felhalmoz·dott H2O2 vagy a toleranciav§laszt, vagy a PCD-t v§ltja ki az 

intracellul§ris poliamin mennyis®gektŖl f¿ggŖen (Moschou et al., 2008a). 

A nºv®nyekben a SAMDC aktivit§s§r·l sz§molnak be a kloroplasztiszban, a 

mitokondriumban ®s a citoszolban (Yamanoha ®s Cohen, 1985; Torrigiani et al., 1986), m²g 

emlŖsºkben citoplazm§s lokaliz§ci·t figyeltek meg (Gritli -Linde et al., 1995). 

3.5 Az abiotikus stressz®rz®kel®s ®s -v§lasz a nºv®nyekben 

A kºzponti stressz-szign§l¼tvonalban a protein kin§zok fontos szerepet j§tszanak a 

nºv®nyekben is, hasonl·an, mint a gomb§kban a SNF1 (sucrose non-fermenting1) ®s az 

emlŖsºkben az AMP aktiv§lt protein kin§zok (AMPK), ami arra utal, hogy a nºv®nyekben a 

stresszszign§l ®rz®kel®se az energia ®rz®kel®s®bŖl sz§rmazik. A stresszszign§l szab§lyozza az ion- 

®s a v²ztranszport szempontj§b·l n®lk¿lºzhetetlen feh®rj®ket ®s a metabolikus, g®nexpresszi·s 

¼jraprogramoz§st is, hogy stressz hat§s§ra kialak²tsa az ion- ®s v²zhomeoszt§zist, valamint a 

sejtstabilit§st. A sz§razs§g ®s a s·stressz szempontj§b·l fontos az elsŖdleges ®s a m§sodlagos 

stresszszign§lok megk¿lºnbºztet®se. A sz§razs§g okozta elsŖdleges jel a hiperozmotikus stressz, 

amelyet gyakran csak ozmotikus stressznek neveznek, mivel a hipoozmotikus §llapot §ltal§ban 

nem okoz probl®m§t a nºv®nyi sejtek sz§m§ra. A s·stressz mind ozmotikus stressz, mind 

iontoxicit§s¼ hat§ssal van a sejtekre. A sz§razs§g ®s a s·stressz m§sodlagos hat§sa az oxidat²v 

stressz, ami a sejtkomponensek (pl.: a membr§nlipidek, a feh®rj®k ®s a nukleinsavak) s®r¿l®s®t 

okozza, ²gy anyagcserezavarok l®phetnek fel. B§r n®h§ny sejtreakci·t az elsŖdleges 

stresszszign§lok, viszont sz§mos sejtv§laszt a m§sodlagos jelek gener§lnak, ez§ltal a sz§razs§g ®s 

a s·stressz ®rz®kel®se egyedi ®s §tfedŖ jelekkel is rendelkezik. A sz§razs§g ®s a s·stressz egyik 
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kºzºs jellemzŖje, hogy a hiperozmotikus jel induk§lja az abszcizinsav (ABA) felhalmoz·d§s§t, 

ami sz§mos adapt²v v§laszreakci·t v§lt ki a nºv®nyekben (Zhu, 2002). 

A nºv®nyi sejtek k®pesek a k¿lºnbºzŖ kºrnyezeti jelek ®rz®kel®s®re, ezid§ig azonban csak 

n®h§ny felt®telezett szenzort azonos²tottak. Az egyik felt®telezett szenzort az Arabidopsis-ban 

fedezt®k fel ®s kimutatt§k, hogy a hiperozmotikus stressz®rz®kel®s®ben j§tszik szerepet, a neve 

OSCA1 (reduced hyperosmolality-induced calcium increase1). Az OSCA1 egy plazmamembr§n 

feh®rj®t k·dol, amely a hiperozmolarit§s §ltal g§tolt kalcium-§teresztŖ csatorn§t k®pez, nem ismert 

azonban, hogyan ®rz®keli az OSCA1 az ozmotikus stresszt, de az Arabidopsis OSCA1 

hi§nymut§nsban a vad t²pushoz k®pest csºkkent kalciumcs¼csot figyeltek meg szorbit ®s mannit 

kezel®s (ozmotikus stressz) hat§s§ra (Yuant et al., 2014). 

Sz§mos mechano-szenzit²v csatorna m§r j·l ismert a nem-nºv®nyi rendszerekben, kºzt¿k 

a TRP (transient receptor potential channel), a DEG / ENaC (degenerin/epithelial sodium 

channels), a K2P (two-pore potassium channel), az MscS-szerŤ (mechanosensitive channel of 

small conductance-like) ®s a Piezo csatorn§k (Arnad·ttir ®s Chalfie, 2010; Hedrich, 2012). A 

nºv®nyekben azonban hi§nyoznak a TRP ®s a DEG / ENaC g®nek, viszont a MscS-szerŤ feh®rj®k 

egy csal§dj§t, valamint egy Piezo homol·got m§r azonos²tottak (Hedrich, 2012). A MSL8 egy 

MscS-szerŤ feh®rje az Arabidopsis-ban, ami a pollen t¼l®l®s®hez sz¿ks®ges a hidrat§ci· sor§n 

fell®pŖ hipoozmotikus sokk eset®n (Hamilton et al., 2015). A nºv®nyekben viszont nagy csal§dja 

van a CNGC-nek (cyclic nucleotid-gated channel), valamint a GLR-nek (glutamate receptor-like 

channel), amelyek feltehetŖen nagyon fontos szerepet j§tszanak a citosz·likus Ca2+ jelek 

gener§l§s§ban stressz eset®n (Swarbreck et al., 2013).  

A m§sik felt®telezett szenzor a COLD1, amelyet a kºzepesen hidegtŤrŖ rizsben 

azonos²tottak. A COLD1 egy transzmembr§n feh®rje a plazmamembr§nban ®s az endoplazmitikus 

retikulumban (ER), amely az egyed¿li heterotrimer G feh®rje alfa alegys®g®vel az RGA1-gyel l®p 

kºlcsºnhat§sba. Azt felt®telezik, hogy a COLD1 szab§lyozhatja a kalciumcsatorn§t, vagy maga a 

hideg-®rz®kelŖ kalciumcsatorna (Ma et al., 2015). Mind a hideg, mind a meleg k®pes 

megv§ltoztatni a sejtfoszfolipid membr§nok fluidit§s§t (Sangwan et al., 2002). Ezt a v§ltoz§st a 

fontosabb membr§nfeh®rj®k ®rz®kelik, bele®rtve a k¿lºnbºzŖ transzportereket ®s a membr§nhoz-

kºtºtt receptor-szerŤ kin§zokat (RLK-k). A hŖstresszt a dajkafeh®rj®k (chaperonok) is ®rz®kelik, 

amelyek a hŖ hat§s§ra a denatur§l·dott hib§s feh®rj®khez kºtŖdnek (Scharf et al., 2012), ezt a 

kºt®st a hŖstressz induk§lta transzkripci·s faktorok feloldj§k, ²gy aktiv§lj§k a hŖstressz-v§lasz 

g®neket. Jelenleg a H2A. Z (hiszton 2A. Z) nukleosz·m§kat termoszenzoros appar§tusnak tekintik 

a nºv®nyekben ®s az ®lesztŖgomb§kban is (Kumar ®s Wigge, 2010). Azt felt®telezik, hogy a H2A. 

Z nukleosz·m§k a H2A nukleosz·m§kat z§rj§k szorosabbra, ²gy a magas hŖm®rs®klet hat§s§ra a 
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H2A. Z nukleosz·m§k a RNS-polimer§z II sz§m§ra teszik hozz§f®rhetŖbb® a DNS-t, ez§ltal 

fokozva a hŖsokk feh®rj®k (HSP-k) ®s m§s g®nek expresszi·j§t. 

3.6 A s·stressz-v§laszban szerepet j§tsz· ion-, ozmotikus- ®s abszcizinsav (ABA) 

stresszjelz®s 

A magas s·tartalom ion toxicit§st (fŖk®nt Na+), hiperozmotikus stresszt ®s m§sodlagos 

stressztk®nt oxidat²v k§rokat okoz (Zhu, 2002), az nem ismert azonban hogyan ®rz®kelik a Na+-t 

a sejtrendszerek. A Saccharomyces cerevisiae ®lesztŖben a kalcineurin ¼tvonal fontos szerepet 

j§tszik a Na+ stressz ®szlel®s®ben ®s a tolerancia kialak²t§s§ban (Thewes, 2014). A Na+ stressz 

hat§s§ra a citosz·likus k§lcium hozz§kºtŖdik az EF-hand k§lcium-kºtŖ kalmodulin feh®rj®khez ®s 

a kalcineurin B alegys®g®hez (CnB). A Ca2+-CnB ®s Ca2+-kalmodulin komplexek aktiv§lj§k a 

kalcineurin foszf§t katalitikus alegys®get, a CnA-t. Az aktiv§lt foszfat§z defoszforil§lja a zink ujj 

(Zink-finger) transzkripci·s faktort a CRZ1-t (Calcineurin-responsive zinc finger transcription 

factor), amely a sejtmag fel® mozdul, hogy aktiv§lja az ENA1 (ENA P-type ATPase1) ®s m§s 

c®lg®nek expresszi·j§t. Az ENA1 k·dolja a Na+-ATP§zt, ami kiszivatty¼zza a toxikus Na+-t a 

sejtekbŖl, ²gy helyre§ll²tva az ionhomeoszt§zist.  

A nºv®nyi genom nem k·dol kalcineurin feh®rj®ket, ennek ellen®re a n®v a kalcineurin B-

like (CBL) sz®leskºrben el van fogadva, amikor a nºv®nyi EF-hand k§lcium-kºtŖ feh®rj®k 

csal§dj§ra utalnak (Yu et al., 2014). A nºv®nyek ehelyett k§lcium-f¿ggŖ protein kin§z ¼tvonalat 

haszn§lnak (SOS ï salt overly sensitive) a s·stressz jelz®s®re ®s a Na+ tolerancia kialak²t§s§ra (Zhu, 

2002). A SOS g®neket a SOS fenot²pus¼ mut§nsok alapj§n azonos²tott§k (Zhu, 2000). Ezen az 

¼tvonalon az EF-hand k§lcium-kºtŖ feh®rje a SOS3 ®rz®keli a citosz·likus k§lcium jelet, amelyet 

a s·stressz v§lt ki. A SOS3 kºlcsºnhat§sban §ll ®s aktiv§lja a SOS2-t, egy szerin/treonin feh®rje 

kin§zt. A SOS3 elsŖdlegesen a gyºk®rben expressz§l·dik, m²g a SOS3 paralog, a SCaBP8 (SOS3-

like calcium binding protein8) fŖk®nt a hajt§sban, de hasonl· szerepet tºlt be, mint a SOS3 (Quan 

et al., 2007). Az aktiv§lt SOS2 foszforil§lja ®s aktiv§lja a SOS1-t a Na+/H+ antiportert a 

plazmamembr§nn§l (Zhu, 2002). A SOS1 a gyºk®r epiderm§lis sejtjeiben ®s a xil®m parenchima 

sejtjeiben expressz§l·dik, ²gy az aktiv§lt SOS1 k®pes kilºkni Na+-t a talajba ®s Na+-t tud bejutatni 

a xil®mbe a hossz¼t§v¼ lev®ltranszporthoz, hogy az a transzpir§ci·s vonalon kereszt¿l t§vozzon 

(Shi et al., 2002; Zhu et al., 2016). A hossz¼t§v¼ Ătranszportbanò a SOS1 szerepe csak r®szben 

tiszt§zott, mivel a SOS1 a lev®l xil®m parenchim§ban is expressz§l·dik ®s felt®telez®sek szerint a 

SOS1 funkci·ja feltehetŖen az, hogy kilºkje Na+-t a xil®m parenchima sejtekbŖl a mezofill sejtek 

apoplasztikus ter®be.  

A HKT1 (high affinity K+ transporter1) egy m§sik fontos transzporter, amely fontos szerepet 

tºlt be a Na+ hossz¼t§v¼ transzportj§ban (Mªser et al., 2002). A gyºkerekben HKT1 kilºki Na+-t 
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a xil®mbŖl, ²gy korl§tozza a Na+ mennyis®g®t a transzpir§ci·s §ramban, viszont a levelekben Na+-

t jutatt a flo®mbe, hogy azt visszajutassa a gyºkerekbe. Felt®telez®sek szerint a SOS1 ®s a HKT1 

transzporter szerepe a hossz¼t§v¼ Na+ transzportban f¿gg a s·stressz m®rt®k®tŖl. Enyhe s·stressz 

hat§s§ra a SOS1 aktiv§l·dik a xil®m parenchima sejtekben, ez§ltal tºbb Na+ sz§ll²t·dik a 

levelekbe, ahol a Na+ elrakt§roz·dik a mezofill sejtek nagy vaku·lumaiban, ²gy a k®sŖbbiekben 

r®sztvehet a sejtek ozmotikus szab§lyoz§s§ban ®s a nºveked®s fokoz§sban. S¼lyosabb s·stressz 

eset®n viszont a nagym®rt®kŤ Na+ export a meghaladja a mezofill sejtek t§rol· kapacit§s§t, ²gy a 

Na+ visszacirkul§l·dik HKT1 §ltal a levelekbŖl a gyºkerekbe. A s·stressz eset®n a magas Na+ 

citoszolikus Ca2+ jelet v§lt ki, ami aktiv§lja a SOS3/SCaBP8-SOS2 feh®rje kin§zokat, melyek 

foszforil§lj§k ®s szab§lyozz§k a SOS1 (Na+/H+ antiporter) aktivit§s§t. Nyugalmi vagy stressz-

mentes §llapotban a SOS2 kºlcsºnhat§sban van a 14-3-3 feh®rj®kkel, ez§ltal a SOS2 inakt²v (Zhou 

et al., 2014). Ezenk²v¿l a SOS2 egy 2C t²pus¼ feh®rje foszfat§zzal (ABI2 ï Ableson interactor2) 

is kºlcsºnhat§sban van, ami szint®n fontos szerepet j§tszik a SOS2 inaktiv§ci·j§ban (Ohta et al., 

2003) (6. §bra). 

Az SOS ¼tvonal volt az elsŖ abiotikus stresszjel¼tvonal, amelyet nºv®nyekben 

felt®rk®peztek (Zhu, 2000). A kºzponti jelet az SOS2 k®pviseli, ami egy nagy feh®rje kin§z 

csal§dot alkot ®s a katalitikus dom®nje hasonl· az ®lesztŖ sucrose non-fermenting1 (SNF1) ®s az 

emlŖsºk AMP-aktiv§lt protein kin§z (AMPK) dom®nj®hez. Az Arabidopsis-ban ezek a feh®rj®k a 

ôSNF1-relatedô kin§zok (SnRK). A SnRK-nak Arabidopsis-ban 3 alcsal§dja van. Az 1. t²pus¼ 

alcsal§dnak a SnRK1-nek 3 tagja, a 2. t²pus¼ alcsal§dnak a SnRK2-nek 10 tagja, m²g 3. t²pus¼ 

alcsal§dnak a SnRK3-nak 25 tagja van (Hrabak et al., 2003). Mind a 25 SnRK3 (m§s n®ven CIPK 

ï Calcineurin B-like interacting protein kinase, SOS2) kºlcsºnhat§sba l®p mind a 10 SOS3-szerŤ 

k§lcium-kºtŖ feh®rj®k egy vagy tºbb tagj§val (SCaBP, m§s n®ven CBL). A kºlcsºnhat§s egy 

gyakori mot²vum §ltal megy v®gbe, amit FISL-nek neveznek ®s a kin§z N-termin§lis szab§lyoz· 

r®gi·j§ban tal§lhat·. A FISL mot²vum vagy az eg®sz szab§lyoz· r®gi· del®ci·ja azonban a kin§zok 

konstitut²v aktiv§ci·j§hoz vezet (Guo et al., 2001). 
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6. §bra: A s·stressz hat§s§ra a magas Na+ induk§lta jel¼tvonal. (Forr§s: Zhu, 2016). A ny²l az 

indukci·t, a ƍ a g§tl§st jelºli. 

A s·-, a sz§razs§g- ®s az ozmotikus stressz is aktiv§lja a SnRK2 protein kin§z csal§dot. 

Hab§r az m§r tiszt§zott, hogy az ABA aktiv§lja SnRK2-ket, azonban tov§bbra sem ismert hogyan 

aktiv§lja a kin§zokat az ozmotikus stressz. A decuple snrk2 Arabidopsis mut§ns nºv®nyek mind a 

10 SnRK2-ben s®r¿ltek ®s nagyon ®rz®kenyek az ozmotikus stresszre. A kutat§sok bizony²tott§k, 

hogy a decuple snrk2 mut§ns az ozmotikus stresszszab§lyoz§s§ban r®sztvevŖ ABA, prolin ®s a 

m§sodlagos h²rvivŖ az inozit-trifoszf§t (IP3) felhalmoz·d§s§ban is s®r¿lt, de a mut§ci· nincs 

hat§ssal az ozmotikus stressz §ltal kiv§ltott reakt²v oxig®n fajt§k (ROS-ok) felhalmoz·d§s§ra 

(Fujii et al., 2011). A genetikai bizony²t®kok teh§t azt mutatj§k, hogy az ozmotikus 

stressztolerancia ugyancsak a SnRK2-hºz van kºtve. 

Az ozmotikus stressz citosz·likus k§lcium jelet v§lt ki, amit az OSCA1 k§lcium csatorna 

(felt®telezett ozmoszenzor) ®rz®kel (Yuan et al., 2014). A Ca2+ jel hat§s§ra aktiv§l·dnak a CPK-k 

®s a CBL-CIPK-ek, amelyek kºzvetlen¿l ®s kºzvetve is (RbohD/F-H2O2-GHR1 ¼tvonalon 

kerszt¿l) is foszforil§lhatj§k a SLAC1-et. A SLAC1 (slow anion channel-associated1) 

anioncsatorna az SnRK2-k szubsztr§tjai, ezek kºzvet²tik az ABA §ltal induk§lt szt·ma z§r·d§st, 

²gy csºkkentve a transzpir§ci·s v²zvesztes®get a sz§razs§g stressz alatt (Geiger et al., 2009). Az 

ABA az asz§ly- ®s a s·stressz eset®n kºzponti jel§tviteli szerepet j§tszik a nºv®nyekben (Zhu, 

2002). Az elm¼lt ®vtizedben a stressz-jel¼tvonalak felt®rk®pez®s®nek egyik legfontosabb 

momentuma az ABA-receptorok azonos²t§sa ®s az ABA-jel§tviteli folyamatok megismer®se volt. 

A kutat§sok sor§n a PYR (pyrabactin resistance) / PYL (pyrabactin resistance-like) / RCAR 

(regulatory component of ABA receptors) (a tov§bbiakban: PYL) csal§dba tartoz· ABA 

receptorokat ®s START-dom®n feh®rj®ket azonos²tottak (Park et al., 2009; Ma et al., 2009). Az 
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ozmotikus stressz hat§s§ra az ABA kºtŖdik a PYL-khez, amelyek ezut§n kºlcsºnhat§sba l®pnek 

®s g§tolj§k a PP2C-ket, ami a SnRK2/3/6/7/8 aktiv§l·d§s§t eredm®nyezi. A PYL-ek mikromol§ris 

mennyis®gben kºtŖdnek az ABA-hoz ®s a kºt®si affinit§s kºzel 100-szoros§ra nºvekszik a PP2C-

k (type 2C protein phosphatase) hat§s§ra, ez®rt a PP2C-k koreceptoroknak tekinthetŖk a 

folyamatban (Ma et al., 2009). Az ABA hi§ny§ban a PP2C-k az SnRK2 kin§zokkal kapcsol·dnak 

ºssze, ami a kin§zokat inakt²v§ teszi (Soon et al., 2012). Ha az ABA a PYL feh®rje kºzponti 

hidrof·b r®sz®be jut, akkor l®trehozza a PP2C-k kºtŖfel¿let®t (Melcher et al., 2009). A kialakult 

komplexben a PP2C feh®rj®k foszfat§z aktivit§s§t az ABA-PYL g§tolja (Park et al., 2009). A 

PP2C-k kºtŖd®se az ABA-PYL komplexhez felszabad²tja az SnRK2-ket, a felszabadult SnRK2-k 

autofoszforil§l·d§ssal aktiv§l·dnak (Fujii et al., 2009). Az ABA §ltal aktiv§lt SnRK2-k 

foszforil§lj§k az effektor feh®rj®ket, kºzt¿k a transzkripci·s faktorokat (TF), a SLAC1-et ®s a 

RbohD/F-et. A plazmamembr§n NADPH oxid§z (Nicotinamid adenin dinukleotid foszf§t oxid§z) 

RbohF/D (Respiratory burst oxidase homolog protein F/D) foszforil§ci·ja eset®n O2
--ot gener§l az 

apoplasztban, az O2
- H2O2-v® alakul, ami tov§bbi Ca2+ jelet gener§l a a plazmamembr§n receptor 

kin§z a GHR1 (Guard cell hydrogen peroxide-resistant1) §ltal, ²gy tov§bb fokozza az effektor 

feh®rj®k foszforilez®s®t (Sirichandra et al., 2009; Hua et al., 2012). A SnRK2-k §ltal foszforil§lt 

transzkripci·s faktorok induk§lhatj§k a stresszv§laszban szerepet j§tsz· g®nek expresszi·j§t ®s a 

SLAC1 kºzvet²tette szt·ma z§r·d§st, ami kulcsfontoss§g¼ a nºv®nyek stressz elleni 

v®dekez®s®ben. A Ca2+ mellett, az ABA m§sodlagos jelmolekul§kat is induk§l, ilyen jelmolekul§k 

a nitrog®noxid (NO) ®s a foszfatidinsav (PA). A NO g§tolja az SnRK2-ket ®s a PYL-eket, m²g a 

PA a RbohD/F feh®rj®ket szab§lyozza. 

A nºv®nyekben MAP-kin§z jel¼tvonal§nak elemei nagy csal§dot alkotnak. Az Arabidopsis-

ban tºbb mint 60 MAP-kin§z kin§z kin§z (MAP3K), 10 MAP-kin§z kin§z (MAP2K) ®s 20 MAP-

kin§z van (de Zelicourt et al., 2016). M§r r®g·ta ismert t®ny, hogy a MAPK-ok a biotikus ®s az 

abiotikus stresszek (a s·, a sz§razs§g, a hideg, a meleg ®s a sebz®s) hat§s§ra is gyorsan 

aktiv§l·dnak. Az azonban m®g nincs tiszt§zva, hogy a MAPK kaszk§d hogyan aktiv§l·dik az 

ozmotikus stressz eset®n. Felt®telez®sek szerint a s·- ®s a sz§razs§g stressz §ltal kiv§ltott 

m§sodlagos jelek aktiv§lj§k a MAPK kaszk§dot, ami a SnRK2-khºz hasonl·an a transzkripci·s 

faktorok foszforil§ci·ja §ltal induk§lhatja a stresszv§lasz g®nek expresszi·j§t, ez§ltal nºvelve a 

nºv®nyek stressztoleranci§j§t (7. §bra). 
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7. §bra: Ozmotikus-, ABA stressz®rz®kel®s ®s jelz®s. A kºzponti ABA-jel§tviteli ¼tvonal elemei 

sz¿rke h§tterŤek. A ny²l az indukci·t, a szagatott ny²l a felt®telezett indukci·t ®s a ƍ a g§tl§st jelºli. 

(Forr§s: Zhu et al., 2016). 
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4. ANYAG £S MčDSZER 

4.1. A felhaszn§lt nºv®nyanyag ®s a g®nszekvenci§k bioinformatikai elemz®se 

A g®nek izol§l§s§hoz a Fragaria vesca L. cv. R¿gen lev®lszºvet®t haszn§ltuk, mivel a 

Fragaria vesca teljes genomszekvenci§ja (Shulaev et al., 2011) el®rhetŖ a NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) adatb§zisban ®s BLAST (Basic Local Alignment and Search Tool) 

anal²zissel azonos²tani tudtuk a FvSAMS ®s a FvSAMDC ORF-eket. A FvSAMS ORF 1182 bp 

(predikt§lt FvSAMS5 - XM_004288294.2), m²g a FvSAMDC ORF 1080 bp hossz¼ (predikt§lt 

FvSAMDC proenzim - XM_011464655.1). A 4 k¿lºnbºzŖ ®r®si st§diumban l®vŖ (zºld, feh®r, 

r·zsasz²n, piros) gy¿mºlcs (recept§kulum ®s aszmag egy¿tt) qPCR anal²zis®hez a Fragaria x 

ananassa Duch. cv. Asia-t haszn§ltuk, mivel kºztermeszt®sben l®vŖ fajt§t akartunk vizsg§lni. A 

primereket a Fragaria vesca genomra tervezt¿k ®s PCR-rel ellenŖrizt¿k, hogy a megfelelŖ m®retŤ 

fragmentumok amplifik§l·dnak-e a Fragaria x ananassa Duch. cv. Asia fajta eset®ben is. A 

szekvenci§k bioinformatikai elemz®s®hez a NetNES 1.1 (La Cour et al., 2004), a TargetP 1.1 

(Emanuelsson et al., 2007), a cNLS Mapper (Kosugi et al., 2009), a GPS-SNO 1.0 (Xue et 

al.,2010), a PHOSIDA (Gnad et al., 2011) ®s a Nucleolar localization sequence Detector (NoD) 

(Scott et al., 2011) alkalmaz§sokat haszn§ltuk. 

4.2. Genomi DNS-, plazmid DNS-, RNS izol§l§s ®s cDNS szint®zis 

A genomi DNS-t a DNeasyÈ Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) (Mell®klet 10.1), 

a plazmid DNS-t a PureYieldÊ Plasmid Miniprep System Kit (Promega, Madison, USA) 

(Mell®klet 10.2), a tot§l RNS-t a Total RNA Mini Kit Plant (GeneaidÈ, New Taipei City, Taiwan) 

(Mell®klet 10.3) felhaszn§l§s§val izol§ltuk, a gy§rt· §ltal elŖ²rt protokoll alapj§n. A tot§l RNS-bŖl 

cDNS-t szintetiz§ltunk a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, USA) alkalmaz§s§val, a mRNS-ek vissza²r§s§hoz Oligo (dT)18 primert haszn§ltunk 

(Mell®klet 10.4). A cDNS-eket a FvSAMS ®s a FvSAMDC g®nek izol§l§s§hoz ®s a RT qPCR 

vizsg§latokhoz haszn§ltuk fel a k®sŖbbiekben. 

4.3. A pENTR kl·noz·- ®s a pGWB405 bin§ris vektorkonstrukci·k 

A Fragaria vesca L. cv. R¿gen lev®lszºvet®bŖl RNS-t izol§ltunk (Mell®klet 10.3) ®s reverz 

transzkripci·val elv®gezt¿k a cDNS-ek szint®zis®t (Mell®klet 10.4). A fŖ ORF-ekre tervezett 

primerp§rokkal elv®gezt¿k a FvSAMS (5ô 3ô ï 3ô 5ô) ®s a FvSAMDC (5ô 3ô ï 3ô 5ô) szekvenci§k 

kl·noz§s§t PCR-rel (Mell®klet 10.5). Az amplikonokat megfutattuk 1,2%-os agar·z g®len (1,2 g 

agar, 100 ml TAE puffer), majd a fragmentumokat visszatiszt²tottuk az agar·z g®lbŖl a Promega 

WizardÈ SV Gel and PCR Clean-Up System kit felhaszn§l§s§val (Promega, Madison, USA) 

(Mell®klet 10.6). A visszatiszt²tott fragmentumokat elŖszºr pENTR-D-TOPO kl·noz· vektorba 
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lig§ltuk (Mell®klet 10.7) ®s E. coli JM109 tºrzset transzform§ltunk a k®sz plazmid konstrukci·kkal 

(Mell®klet 10.9), a kol·ni§kat 50 Õg/ml spektinomicint tartalmaz· LB t§ptaljra sz®lesztett¿k 

(Mell®klet 10.11), a kinŖtt kol·ni§kra kol·nia PCR-t ind²tottunk (Mell®klet 10.5) ®s a pozit²v 

kol·ni§kb·l plazmidot izol§ltunk, amelyeket PCR-rel ®s a szekvenci§k restrikci·s t®rk®pe alapj§n 

kiv§lasztott enzimekkel v®gzett em®szt®ssel is ellenŖrizt¿nk (Mell®klet 10.12, 10.14, 10.15). A 

restrikci·s em®szt®s param®tereinek meghat§roz§s§hoz a ThermoFisher Scientific DoubleDigest 

Calculator alkalmaz§s§t haszn§ltuk. Ezt kºvetŖen LR klon§z enzim alkalmaz§s§val pGWB405 

bin§ris vektorba lig§ltuk a szekvenci§kat a gy§rt· §ltal elŖ²rt protokoll alapj§n (Mell®klet 10.8). A 

pGWB405 bin§ris vektor konstitut²v CaMV35S prom·tert ®s a szekvenci§k C termin§lis 

f¼zion§ltat§s§ra alkalmas sGFP riporterg®nt tartalmaz. A bakt®riumok eset®ben a spektinomicin, 

a nºv®nyek eset®ben a kanamicin a szelekci·s marker (8. §bra). 

 

8. §bra: A pGWB405::FvSAMS (a) ®s a pGWB405::FvSAMDC (b) bin§ris vektorkonstrukci·k. 

Rºvid²t®sek: RB- right border (jobb oldali hat§rr®gi·); CaMV35Spro ï karfiol mozaik v²rus 35S 

prom·ter; sGFP ï szintetikus zºld fluoreszcens feh®rje g®n; NOSter ï nopalin szint§z termin§tor; 

NptII ï neomicin foszfotranszfer§z II; NOSpro ï nopalin szint§z prom·ter; LB ï left border (bal 

oldali hat§rr®gi·). 

A rekombin§ns plazmidokkal elv®gezt¿k az E. coli JM109 tºrzs®nek transzform§ci·j§t ®s 

a transzform§ci· sikeress®g®t a felnŖtt kol·ni§kon a fentebb le²rt met·dus alapj§n ellenŖrizt¿k. A 

k¿lºnbs®g a felhaszn§lt primerekben ®s az alkalmazott restrikci·s enzimekben volt (Mell®klet 

10.13, 10.14, 10.15). A pozit²v pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC 

vektorkonstrukci·kkal elv®gezt¿k az Agrobacterium tumefaciens GV3101 tºrzs transzform§ci·j§t 

(Mell®klet 10.10). A transzform§ci· sikeress®g®t kol·nia PCR-rel ellenŖrizt¿k. A vektor®p²t®shez 

haszn§lt primerek fŖbb param®tereit az 1. t§bl§zat tartalmazza. Mind az E. coli JM109, mind az 

Agrobacterium tumefaciens GV3101 bakt®riumtºrzsek eset®ben az ellenŖrzºtt, pozit²v eredm®nyt 

ad· kol·ni§kb·l glicerines tºrzset k®sz²tett¿nk (750 Õl steril 87%-os glicerin, 250 Õl foly®kony 

bakt®rium tºrzsteny®szet) a hossz¼t§v¼ t§rol§shoz. 
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1. t§bl§zat: A vektor®p²t®shez haszn§lt primerek fŖbb param®terei.

 

4.4. A Nicotiana benthamiana modellnºv®ny kºzvetett transzform§ci·ja ®s tranziens 

expresszi·s vizsg§lata Agrobacterium tumefaciens GV3101 tºrzs felhaszn§l§s§val 

A Nicotiana benthamiana Agrobacterium-kºzvet²tette transzform§ci·j§hoz az 

Agrobacterium tumefaciens GV3101-es tºrzset haszn§ltuk, melyek tartalmazt§k a 

pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC vektorkonstrukci·kat. A transzform§ns 

koloni§kb·l 5 ml YEP t§ptalajb·l (Mell®klet 10.11) (50 Õg/ml spektinomicinnel, 100 Õg/ml 

rifampicinnel kieg®sz²tve) foly®kony teny®szetet ind²tottunk ®s 28ÜC-on Ăovernightò inkub§ltuk. 

A foly®kony teny®szetekbŖl m§snap 2 ml-t 50 ml foly®kony YEP (50 Õg/ml spektinomicinnel ®s 

100 Õg/ml rifampicinnel kieg®sz²tve) t§poldatba oltottuk ®s addig inkub§ltuk, am²g a bakt®rium 

szuszpenzi· OD600 ®rt®ke el®rte a 0,5-1-et. Ezut§n a teny®szetet 4300 g fordulatsz§mon 15 percig 

centrifug§ltuk, a fel¿l¼sz·t leºntºtt¿k ®s 1 ml foly®kony MS (1 mg/l benzil-adeninnel /BA/ ®s 0,2 

mg/l naftil-ecetsavval /NAA/ kieg®sz²tve) (Mell®klet 10.11) t§poldattal felszuszpend§ltuk. A 

felszuszpend§lt teny®szetbŖl 400 ɛl-t oltottunk 20 ml foly®kony t§poldatba (MS + 1 mg/l BA; + 

0,2 mg/l NAA). A doh§nyleveleket 0,5-1 cm2-es darabokra v§gtuk, tºbb ponton sebezt¿k, majd 

beleraktuk a foly®kony teny®szetbe ®s 60 percig r§zattuk. Az explantumokat hajt§sregener§l· 

t§ptalajra helyezt¿k (szil§rd MS + 1mg/l BA; + 0,2 mg/l NAA) ®s 2-5 napig sºt®tben egy¿tt 

teny®sztett¿k a bakt®riummal (kokultiv§ci·). A kokultiv§ci· ut§n a leveleket 300 ɛg/ml 

cefotaximot, 200 ɛg/ml timentint, 300 ɛg/ml karbenicilint tartalmaz· steril desztill§lt ®s tiszta 

desztill§lt v²zzel 3-szor §tmostuk, majd 250 ɛg/ml cefotaximot, 200 ɛg/ml timentint ®s 50 ɛg/ml 

kanamicint tartalmaz· szil§rd hajt§sregener§l· t§ptalajra helyezt¿k (MS +1 mg/l BA; + 0,2 mg/l 

NAA). A kalluszosod· explantumokat 2 hetente ¼j hajt§sregener§l· t§ptalajra helyezt¿k, 

v§ltogatva az Agrobacterium szelekci·ra alkalmazott antibiotikumokat (cefotaxim, timentin, 

karbenicilin), hogy elker¿lj¿k a rezisztens tºrzsek kialakul§s§t. 
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Tranziens expresszi·s vizsg§latokhoz ugyanezekkel a konstrukci·kkal infiltr§ltuk az in 

vivo 6-8 hetes Nicotiana benthamiana nºv®nyeket a Li (2011) §ltal le²rt m·dszer alapj§n. A 

transzform§ns Agrobacterium kol·ni§kb·l foly®kony teny®szetet ind²tottunk (5 ml LB+50 ɛg/ml 

spektinomicin; +100 Õg/ml rifampicin) ®s ôovernightô r§zattuk 28ÜC-on. M§snap az ôovernightô 

teny®szetbŖl 1 ml-t §toltottunk 24 ml LB t§poldatba, amelyet elŖzŖleg kieg®sz²tett¿nk 1 Õl 0,5 M 

acetosziringonnal (v®gkoncentr§ci·: 20 ÕM), majd ¼jabb eg®sz ®jszak§s teny®szt®s kºvetkezett 

28ÜC-on. M§snap a teny®szetet 4300 g fordulatsz§mon 15 percig centrifug§ltuk, a fel¿l¼sz·t 

leºntºtt¿k ®s a bakt®rium pelletet annyi steril infiltr§ci·s oldattal (10 mM MgCl2; 10 mM MES-K 

/pH 5,6/; 100 ÕM acetosziringon; steril bideszt v²z) szuszpend§ltuk, hogy az OD600 ®rt®ke 0,4 

legyen. Ezt kºvetŖen legal§bb 2-3 ·r§t hagytuk §llni szobahŖm®rs®kleten, majd 2 ml-es 

fecskendŖvel a levelek abaxi§lis oldal§r·l infiltr§ltuk a bakt®riumszuszpenzi·t a levelekbe. A 

tranziens expresszi·t 2-5 nap eltelt®vel vizsg§ltuk. 

4.5. A transzform§ci· sikeress®g®nek bizony²t§sa, a T1 gener§ci· elŖ§ll²t§sa, 

elŖszelekci·ja ®s hasad§si ar§ny§nak vizsg§lata 

Az 50 ɛg/ml kanamicinnel kieg®sz²tett MS t§ptalajon fejlŖdŖ nºv®nyekbŖl DNS-t 

izol§ltunk (Mell®klet 10.1) ®s PCR-rel (Mell®klet 10.5) ellenŖrizt¿k a traszg®n integr§ci·j§t a 

nºv®nyi genomba. A DNS szinten pozit²v eredm®nyt ad· nºv®nyeket in vitro kl·noztuk ®s ezekbŖl 

RNS-t is izol§ltunk (Mell®klet 10.3). A transzg®nrŖl tºrt®nŖ transzkripci·t PCR-rel vizsg§ltuk a 

reverz transzkripci·val vissza²rt cDNS-ek felhaszn§l§s§val. A DNS ®s RNS szinten is pozit²v 

eredm®nyt ad· vonalakat Leica TCS SP8 l®zerletapogat§s¼ konfok§lis mikroszk·ppal is 

vizsg§ltuk, hogy bizony²tsuk a feh®rje szinten tºrt®nŖ expresszi·t, mivel az inszertek C-

termin§lisan f¼zion§ltatva voltak a sGFP riporterg®nnel. A DNS, RNS ®s feh®rje szinten is pozit²v 

vonalakat in vivo (16 ·ra f®ny, 8 ·ra sºt®t, 23ÜC) akklimatiz§ltuk ®s konstrukci·nk®nt 6-6 f¿ggetlen 

vonalr·l magot fogtunk. Ezt kºvetŖen in vitro vizsg§ltuk a T1 vonalak szegreg§ci·s ar§ny§t 50 

ɛg/ml kanamicint tartalmaz· MS t§ptalajon. A FvSAMS vonalak eset®ben h§rom f¿ggetlen- 

(FvSAMS-5, FvSAMS-22, FvSAMS-25), m²g a FvSAMDC vonalak kºz¿l k®t f¿ggetlen vonaln§l 

(FvSAMDC-73, FvSAMDC-76) kaptunk 3:1-es hasad§si ar§nyt, ami a transzg®n 1 k·pi§s 

integr§ci·j§t bizony²tja a nºv®nyi genomba. Tov§bbi vizsg§latokhoz mindk®t konstrukci· eset®n 

2-2 f¿ggetlen vonalat jelºlt¿nk ki (FvSAMS-22, FvSAMS-25; FvSAMDC-73, FvSAMDC-76). 

4.6. A nºv®nynevel®si param®terek a s·tolerancia vizsg§lat§hoz 

A 2-2 3:1-es szegreg§ci·s ar§nyt mutat· f¿ggetlen transzg®nikus vonalak elŖszelekci·j§t 

MS t§ptalajon (50 ɛg/ml kanamicinnel kieg®sz²tve), a vad t²pus¼ Nicotiana benthamiana magok 

cs²r§ztat§s§t antibiotikum-mentes MS t§ptalajon v®gezt¿k. A 14. napon a cs²ranºv®nyeket 

antibiotikum-mentes İ-es MS t§ptalajra, illetve antibiotikum-mentes İ-es MS kieg®sz²tve 0,58 

10.14751/SZIE.2019.048



35 
 

g/l (10 mM) NaCl t§ptalajra helyezt¿k (hossz¼t§v¼ s·stressz), a 60 mM-os s·stresszhez 

antibiotikum-mentes İ-es MS-t kieg®sz²tve 3,5 g/l NaCl-al haszn§ltunk. A rºvidt§v¼ s·stressz 

vizsg§lat§hoz 40 napos nºv®nyek 9 mm §tm®rŖjŤ lev®lexplantumait antibiotikum-mentes İ-es MS 

kieg®sz²tve 17,54 g/l (300 mM) NaCl t§ptalajra helyezt¿k. A nºv®nyeket ®s a lev®lexplantumokat 

16 ·ra f®ny ®s 8 ·ra sºt®tben, 23ÜC-on tartottuk. A hossz¼t§v¼ s·stressz eset®n a mint§kat a vet®st 

kºvetŖ 85. napon gyŤjtºtt¿k. 

4.7. A klorofill a ®s b mennyis®g®nek m®r®se 

A klorofill a ®s b, illetve az ºsszklorofill tartalom meghat§roz§s§t Porra et al. (1989) 

m·dszere alapj§n v®gezt¿k. 200 mg levelet por²tottunk el foly®kony nitrog®nben, majd 2 ml 80%-

os (v/v) j®ghideg acetonnal szuszpend§ltuk a mint§kat. Ezt kºvetŖen 4ÜC-on 12000 g 

fordulatsz§mon 20 percig centrifug§ltuk a szuszpenzi·kat, a fel¿l¼sz·t ¼jracentrifug§ltuk 5 percig 

4ÜC-on 12000 g fordulatsz§mon, majd 1 ml fel¿l¼sz·hoz 1 ml 1 M Tris-HCl-ot (pH 8) adtunk. A 

klorofill a (Ca) ®s a klorofill b (Cb), valamint az ºsszklorofill (Ct) tartalmat NanoDrop ND-1000 

UV/Vis spektrofotom®terrel (NanoDrop Technologies, USA) a 645 nm-en (Abs.645) ®s a 663 nm-

en (Abs.663) m®rt abszorbancia alapj§n hat§roztuk meg az al§bbi k®pletek felhaszn§l§s§val: 

Ca=0,0127*(Abs.663)-0,00269*(Abs.645);  

Cb=0,0229*(Abs.645)-0,00468*(Abs.663); 

Ct=Ca+Cb. 

4.8. A H2O2 ®s a O2
- hisztok®miai detekt§l§sa 

A H2O2-nak ®s az O2
--nak a hisztok®miai meghat§roz§s§t Kumar et al. (2014) m·dszere 

alapj§n hat§roztuk meg. A H2O2 hisztok®miai detekt§l§s§hoz 10 ml 1 mg/ml koncentr§ci·j¼ 3,3ᾳ-

diaminobenzidin (DAB) festŖoldatba (pH 3,8), a szuperoxid anion (O2
-) hisztok®miai 

detekt§l§s§hoz 10 ml 0,2% (w/v) nitrok®k-tetrazolium-klorid (NBT) festŖoldatba (pH 7,5) 

helyezt¿k ugyanarr·l a lev®lszintekrŖl sz§rmaz· leveleket, majd a mint§kat sºt®tben ôovernightô 

inkub§ltuk szobahŖm®rs®kleten. M§snap 10 ml/minta abszol¼t etanolt m®rt¿nk a levelekre ®s 10 

percre 90ÜC-os v²zf¿rdŖbe helyezt¿k a klorofill elt§vol²t§s§hoz. V®g¿l a klorofill-mentes leveleket 

5 ml/minta 60%-os glicerinben fix§ltuk. A k®peket Fuji FinePix S6500fd g®ppel k®sz²tett¿k. 

4.9. A H2O2 mennyis®g m®r®se 

A H2O2 mennyig®nek meghat§roz§s§t Velikova et al. (2000) §ltal le²rt m·dszer alapj§n 

v®gezt¿k. 200 mg lev®lszºvetet 2 ml 0,1%-os (w/v) j®ghideg trikl·r ecetsav (TCA) pufferben 

homogeniz§ltunk, majd a mint§kat 15 percig 8000 g fordulatsz§mon centrifug§ltuk. A fel¿l¼sz· 

0,5 ml-®hez 0,5 ml 10 mM k§lium-foszf§t puffert (pH 7) (10 mM k§lium-foszf§t puffer /pH 7/: 

6,15 ml 1 M K2HPO4; 3,85 ml 1 M KH2PO4; feltºltve bideszt v²zzel 1 literre) ®s 0,1 ml 1M k§lium-
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jodidot (KI) m®rt¿nk hozz§. A mint§k abszorbanci§j§t 390 nm-en m®rt¿k WPA Biotech 

Photometer 1101 (Cambridge, UK) k®sz¿l®kkel. A standard gºrbe k®sz²t®s®hez 30%-os (w/w) 

H2O2ït (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) haszn§ltunk. 

4.10. Az ionvesztes®g m®r®se 

Az ionvesztes®g m®r®s®t Rizhsky et al. (2002) protokollja szerint v®gezt¿k. 50 ml-es 

centrifugacsºvekbe (Axygene) 5 ml bidesztill§lt vizet m®rt¿nk ®s mint§nk®nt 5 darab (9 mm 

§tm®rŖjŤ) lev®lkorongot helyezt¿nk bele. A mint§kat szobahŖm®rs®kleten 3 ·r§ig inkub§ltuk, 

majd megm®rt¿k a vezetŖk®pess®get (A), amihez Radelkis Conductometer TypeOK-104-es 

(Budapest, Hungary) k®sz¿l®ket haszn§ltunk. Ezt kºvetŖen a mint§kat 95ÜC-ra helyezt¿k 30 

percre, majd szobahŖm®rs®kleten ôovernightô inkub§ltuk ®s ¼jra megm®rt¿k a vezetŖk®pess®get 

(B). Az ionvesztes®geket sz§zal®kban hat§roztuk meg a kºvetkezŖ egyenlet alkalmaz§s§val: 

(A/B)*100. 

4.11. A prolin mennyis®g®nek szemikvantitat²v meghat§roz§sa 

A prolin mennyis®g®nek szemikvantitat²v meghat§roz§s§t izatinos pap²r m·dszerrel 

hajtottuk v®gre (Ćbrah§m et al., 2010). 

Izatinos pap²r k®sz²t®se: Whatmann 3MM-es pap²rt izatinos oldatba (1g izatin 100 ml 

etanolban ®s 2,5 ml j®gecetben oldva) m§rtottuk ®s megsz§r²tottuk. 200 mg nºv®nymint§t 

foly®kony nitrog®nben elpor²tottunk ®s hozz§adtunk 10 Õl/mg friss tºmeg mennyis®gŤ 20%-os 

etanolt. A mint§kat 5 percig 14000 g fordulatsz§mon centrifug§ltuk ®s a fel¿l¼sz·b·l 10 Õl-eket 

vitt¿nk fel az izatinos pap²rra, majd 30 percig szobahŖm®rs®kleten inkub§ltuk, a kºvetkezŖ 

l®p®sben az izatinos pap²rt 90ÜC-ra helyezt¿k 30 percre. Az izatint 50%-os etanollal mostuk ki a 

pap²rb·l, a standard gºrbe k®sz²t®s®hez L-prolint (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) haszn§ltunk. 

A k®peket Fuji FinePix S6500fd g®ppel k®sz²tett¿k. A k®pek ki®rt®kel®s®t ImageJ 1.50b 

szoftverrel v®gezt¿k (Schneider et al., 2012). 

4.12. A lignin tartalom m®r®se 

A hajt§sok lignin mennyis®g®nek meghat§roz§s§ra Moreria-Vilar et al. (2014) acetil-

bromidos (C2H3BrO) m·dszer®t alkalmaztuk. 

A feh®rje-mentes sejtfal kivonat k®sz²t®se: 200 mg liofiliz§lt hajt§st (vegyesen sz§r+lev®l) 

homogeniz§ltunk 5 ml 50 mM k§lium-foszf§t pufferben (pH 7) ®s 5 percig 1400 g fordulatsz§mon 

centrifug§ltuk, a fel¿l¼sz·t leºntºtt¿k ®s k®tszer megism®telt¿k a l®p®st. Az alul¼sz·khoz 5 ml 

1%-os Triton-X-100-t adtunk (pH 7) ®s 5 percig 1400 g fordulatsz§mon centrifug§ltuk, a fel¿l¼sz·t 

leºntºtt¿k ®s k®tszer megism®telt¿k a l®p®st. Ezut§n 5ml 1 M NaCl-t (pH 7) m®rt¿nk a mint§kra 

®s 5 percig 1400 g fordulatsz§mon centrifug§ltuk, a fel¿l¼sz·t leºntºtt¿k ®s k®tszer megism®telt¿k 
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a l®p®st. A pelletre 5 ml bideszt vizet m®rt¿nk ®s 5 percig 1400 g fordulatsz§mon centrifug§ltuk, 

a fel¿l¼sz·t leºntºtt¿k ®s k®tszer megism®telt¿k ezt a l®p®st. V®g¿l 5 ml acetont adtunk a 

mint§khoz ®s 3 ism®tl®sben 5 percig centrifug§ltuk 1400 g fordulatsz§mon, a fel¿l¼sz·t leºntºtt¿k, 

majd 60ÜC-on ôovernightô besz§r²tottuk a mint§kat. 

A lignin mennyis®g®nek meghat§roz§sa acetil-bromiddal: a feh®rje-mentes sejtfal 

kivonatb·l 20 mg-ra m®rt¿nk r§ 0,5 ml 25% (v/v) acetil-bromidot (j®gecetben oldva), majd 70ÜC-

on 30 percig inkub§ltuk, ezt kºvetŖen j®gre helyezt¿k. Hozz§adtunk 0,9 ml 2 M n§trium hidroxidot 

(NaOH), 0,1 ml 5 M hidroxilamin-hidrog®n kloridot (NH2OH*HCl) ®s 4 ml j®gecetet, majd a 

mint§kat 5 percig 1400 g fordulatsz§mon centrifug§ltuk. A mint§k abszorbanci§j§t 280 nm-en a 

WPA Biotech Photometer 1101 (Cambridge, UK) k®sz¿l®kkel m®rt¿k. A standard gºrbe 

k®sz²t®s®hez alk§li lignint (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) haszn§ltunk. 

4.13. Az etil®n termel®s m®r®se 

A lev®llemezek etil®n kibocs§t§s§t Langebartels et al. 1991-ben le²rt m·dszer®vel 

hat§roztuk meg. Mint§nk®nt 5 db 9 mm §tm®rŖjŤ lev®lkorongot helyezt¿nk 1 ml 50 mM 

MES/NaOH (pH 5,6) ®s 2% (w/v) cukros oldattal §titatott Whatmann 3MM szŤrŖpap²rra. A 

szŤrŖpap²rokat ºsszetekert¿k ®s szilikon szeptumos ¿vegcsŖbe helyezt¿k, majd 1 ·r§n kereszt¿l 

25ÁC-on inkub§ltuk. Mint§nk®nt 1 ml g§zt vitt¿nk fel fecskendŖvel a Shimadzu GC-14A g§z 

kromatogr§fba (Kyoto, Japan) (vivŖg§zk®nt N2-t haszn§ltunk, a detektor: FID, az oszlop: Porapak 

Q). Az etil®n retenci·s ideje 0,553 m§sodperc volt. 

4.14. A poliaminok mennyis®g®nek meghat§roz§sa HPLC-vel 

A szabad poliaminok mennyis®g®nek meghat§roz§s§t N®meth et al. (2002) §ltal le²rt 

m·dszer alapj§n v®gezt¿k. A mintaelŖk®sz²t®s sor§n 200 mg nºv®nyi mint§t foly®kony 

nitrog®nben homogeniz§ltunk ®s 2 ml 0,2 M j®ghideg perkl·rsavval (HClO4) extrah§ltuk, majd 20 

percre j®gre helyezt¿k. Ezut§n 4ÁC-on 20 percig 10000 g fordulatsz§mon centrifug§ltuk.  

A szabad poliamin frakci· eset®ben 100 ɛl fel¿l¼sz·b·l danzil-kloriddal sz§rmaz®kot 

k®pezt¿nk Smith ®s Davies (1985) al§bbi m·dszere szerint:  

A 2 ml-es Eppendorf csŖben a 100 ɛl mint§hoz 200 ɛl tel²tett n§trium-karbon§tot ®s 400 

ɛl acetonban oldott danzil-kloridot (5 mg/ml) adtunk. A mint§kat homogeniz§l§s ut§n 60ÁC-on 60 

percig inkub§ltuk sºt®tben, majd 100 ɛl 100 mg/ml koncentr§ci·j¼ prolin oldatot adtunk hozz§ ®s 

tov§bbi 30 percig sºt®tben tartottuk szobahŖm®rs®kleten. Ezut§n a danzilsz§rmaz®kokat 500 ɛl 

toluollal 30 m§sodpercig extrah§ltuk ®s a felsŖ szerves f§zist Pasteur-pipett§val §tsz²vtuk 1,5 ml-

es Eppendorf csºvekbe, majd v§kuum alatt bep§roltuk. A danzil§lt poliaminokat 1 ml 100%-os 

metanolban oldottuk fel ®s 0,2 ɛm p·rusm®retŤ teflon membr§nszŤrŖn szŤrt¿k §t. A mint§kat 
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WATERS W 2690 (Milford, USA) HPLC k®sz¿l®kkel vizsg§ltuk, vivŖkºzegk®nt acetonitrilt 

haszn§ltunk. 

4.15. Relat²v expresszi·s vizsg§latok qPCR-rel 

A vizsg§lni k²v§nt g®nek relat²v expresszi·j§nak vizsg§lat§hoz primereket tervezt¿nk a 

g®nszekvenci§kra, melyek fŖbb param®tereit a 2. t§bl§zat tartalmazza. A reakci·kat Corbett RG-

6000 k®sz¿l®kkel v®gezt¿k. A reakci·elegy ºsszetevŖi (20 Õl v®gt®rfogatra): 10 Õl 2xABsolute 

qPCR SYBR Green Mix (Thermo Scientific, Waltham, USA), 1,75 Õl/primer (70 nM), 1 Õl cDNS 

(hig²t§s: 1/50), mint§nk®nt 4 technikai ®s 3 biol·giai ism®tl®st alkalmaztunk. A relat²v expresszi·s 

szintek meghat§roz§s§hoz a Rotor-Gene Q Series 2.3.1. szoftver ôComparative Quantificationô 

met·dus§t haszn§ltuk (Warton et al., 2004, McCurdy et al.,2008). A Nicotiana benthamiana 

eset®ben a GAPDH, m²g a Fragaria x ananassa Duch. cv. Asia szam·ca gy¿mºlcsn®l az actin volt 

a viszony²t§si alapot k®pezŖ referencia h§ztart§si g®n. 

2. t§bl§zat: A RT qPCR-hez haszn§lt primerek fŖbb param®terei.
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4.16. Mikroszk·pos vizsg§lat 

A FvSAMS::sGFP ®s a FvSAMDC::sGFP f¼zi·s feh®rj®k detekt§l§s§t Leica TCS SP8 

l®zerletapogat§s¼ konfok§lis ®s Leica/Leitz DMRB 301-371.010 fluoreszcens sztere· 

mikroszk·ppal (Leica, Wetzlar, Germany) v®gezt¿k. A vizsg§lt lev®lszintek leveleibŖl a 

lev®llemezek apik§lis r®sz®n 4*4 mm-es metszeteket k®sz²tett¿nk. A metszeteket nat²v m·don 

fix§l§s n®lk¿l vizsg§ltuk a levelek adaxi§lis oldal§r·l, a fed®shez 1:1 glicerin:bideszt v²z elegyet 

alkalmaztunk. A k®pek felsk§l§z§s§hoz ®s szerkeszt®s®hez a Leica LAS AF Lite 3.3.10134.0 

szoftvert haszn§ltuk. 

Az endoplazmatikus retikulum jelºl®s®hez CellLightTm ER-RFP, BacMam 2.0 reagenst 

haszn§ltunk (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). A gy§rt· §ltal javasolt protokollal 

ellent®tben, ami sejtszuszpenzi·ra vonatkozott, mi az ®lŖ szºvetbe infiltr§ltuk a reagenst (100 

szoros hig²t§sban) ®s 16 ·ra szobahŖm®rs®kleten tºrt®nŖ inkub§ci· ut§n fix§ltuk a szºveteket 

(Fix§l· oldat: 4%-os paraformaldehid; 0,1% Tween 20; 0,1% Triton X-100; 0,15 M NaCl; 10 mM 

n§trium-foszf§t puffer pH 7,5). A sGFP relat²v fluoreszcenci§j§nak meghat§roz§s§t ImageJ 1.50b 

szoftverrel v®gezt¿k (Schneider et al., 2012). 

A mikroszk·p anal²zishez haszn§lt FvSPDS::sGFP konstrukci·t mi ®p²tett¿k, ugyancsak 

pGWB405 vektort alkalmazva, az inszert a Fragaria vesca L. cv. R¿gen-bŖl izol§lt spermidin 

szint§z g®nt k·dolja. A FvSPDS::sGFP f¼zi·s feh®rje csak citoplazm§s lokaliz§ci·t mutatott ®s 

citoplazm§s kontrollk®nt alkalmaztuk. 

4.17. Statisztikai anal²zis 

Az eredm®nyek legal§bb 3-5 m®r®sbŖl sz§rmaznak Statisztikailag a standard sz·r§s ®s az 

ANOVA m·dszerek alkalmaz§s§val elemezt¿k az adatokat. A ki®rt®kel®shez a Microsoft Excel 

alkalmaz§st haszn§ltuk. 
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5. EREDM£NYEK £S MEGVITATĆSUK 

5.1 A kutat§s elŖzm®nyei ®s a FaSAMS, FaSAMDC expresszi·s mint§zata a szam·ca 

gy¿mºlcs ®r®se sor§n 

A Genetikai, Mikrobiol·giai ®s Biotechnol·giai Int®zet kor§bbi kutat§sai sor§n BALOGH 

et al. (2005) szam·c§ban (Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta) a recept§kulum ®s az aszmag 

szºvetek RNS-ujjlenyomat§nak tanulm§nyoz§sakor az ®r®sben expresszi·s v§ltoz§st mutat· 

g®neket azonos²tottak cDNS-AFLP m·dszerrel a gy¿mºlcs®r®s zºld, feh®r, r·zsasz²n ®s piros 

szakaszaiban. 130 transzkriptum eredetŤ fragmentumot (TDF-et), r®szleges cDNS-t izol§ltak ®s 

szekven§ltattak meg. A szekven§lt transzkriptumok kºzºtt volt a poliamin metabolizmusban 

r®sztvevŖ spermidin szint§z (DQ074728.1) ®s egy SAM f¿ggŖ metiltranszfer§z is (AY873806). 

Mind az etil®n, mind a poliaminok fontos szerepet j§tszanak a gy¿mºlcsºk ®r®s®ben, ez®rt mi is 

vizsg§ltuk az endog®n FaSAMS ®s a FaSAMDC g®nek relat²v expresszi·j§t qPCR-rel a Fragaria 

x ananassa D. cv. Asia n®gy k¿lºnbºzŖ ®r®si st§dium¼ (zºld, feh®r, r·zsasz²n, piros) 

gy¿mºlcs®ben (recept§kulum ®s aszmag egy¿tt) a Fv_SAMS_RT_F - Fv_SAMS_SRT ®s a 

Fv_SAMDC_RT_F - FvSAMDC_SRT primerp§rok felhaszn§l§s§val (9. §bra), mivel a Fragaria 

vesca genomra tervezett primerek (1. t§bl§zat) a PCR-rel tºrt®nŖ ellenŖrz®s sor§n 100%-osan 

mŤkºdtek a Fragaria x ananassa Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-®vel ®s cDNS-®vel is (10. 

§bra). A FaSAMS g®n eset®ben ~6-7-szer nagyobb relat²v expresszi·t m®rt¿nk a zºld ®r®si 

st§diumban l®vŖ gy¿mºlcsben, mint a k®sŖbbi h§rom f§zisban. A FaSAMS-hez viszony²tva 

ford²tott expresszi·s mint§zatot kaptunk a FaSAMDC g®n eset®ben, a zºld gy¿mºlcsben ~7-8,5-

szºr alacsonyabb relat²v expresszi·t detekt§ltunk, mint a feh®r-, a r·zsasz²n- ®s a piros ®r®si 

st§diumokban. Kor§bbi tanulm§nyban a Nicotiana tabacum k¿lºnbºzŖ kor¼ leveleinek SAM 

szint§z enzimaktivit§s vizsg§lata sor§n, a vad t²pusban ~20-szor, m²g a transzg®nikus vonalakban 

~40-szer nagyobb aktivit§st m®rtek a fiatalabb levelekben, mint az ºregebbekben (Boerjan et al., 

1994). Hasonl·an magas SAMS expresszi·t figyeltek meg rizsben a lev®l- ®s a gyºk®rfejlŖd®s korai 

szakasz§ban (Van Breusegem et al., 1994) ®s a szŖlŖ gy¿mºlcscsel v®gzett qPCR vizsg§lat sor§n 

a VvSAMS ®s a VvSAMDC g®nek is hasonl· expresszi·s mint§zatot mutattak a k¿lºnbºnbºzŖ ®r®si 

st§diumban l®vŖ gy¿mºlcsºkben, mint az §ltalunk m®rt ®rt®kek (Agudelo-Romero et al., 2014). 

Mad Arif et al. (1994) a burgonya SAMDC g®n eset®ben a fiatal ®s akt²van oszt·d· szºvetekben 

magas, m²g az ºreg ®s nem osztod· szºvetekben alacsony SAMDC expresszi·t detekt§ltak, mind 

a vegetat²v, mind a generat²v szervekben. Mivel a gy¿mºlcsfejlŖd®s kezdeti st§dium§ban tºrt®nik 

a sejtoszt·d§s, a fejlŖd®s k®sŖbbi szakasz§ban m§r sejtmegny¼l§s van, ez®rt a mi eredm®nyeink 

ellent®tesek Mad Arif et al. (1994) eredm®nyeivel. 
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9. §bra: A FaSAMS (a) ®s a FaSAMDC (b) g®nek relat²v expresszi·ja a szam·ca gy¿mºlcs n®gy 

k¿lºnbºzŖ ®r®si st§dium§ban. SDÑ, n=4 (P<0,001). 

A SAM az O-, a N- ®s a C-metiltranszfer§zok sz§m§ra biztos²tja a metil csoportot, amelyek 

olyan m§sodlagos metabolitok termelŖd®s®ben vesznek r®szt, mint pl.: az antoci§nok, a k¿lºnbºzŖ 

²z ®s illatanyagok (Roje, 2006). Ezek a m§sodlagos metabolitok mind a klimakt®rikus, mind a 

nem-klimakt®rikus nºv®nyfajok term®s®ben felhalmoz·dnak az ®r®s elŖrehaladt§val. A SAMS 

®r®sben betºltºtt szerep®t t§masztja al§, hogy a FaSAMS1-RNAi konstrukci·val infiltr§lt 

szam·cagy¿mºlcsºk az infiltr§l§s hely®n feh®rek maradtak, de etefon (etil®n anal·g) kezel®s 

hat§s§ra az antoci§n tartalom az infiltr§lt szºvetekben jelentŖsen nºvekedett (Sun et al., 2013), 

tov§bb§ fokozott SAMDC enzimaktivit§st ®s expresszi·t figyeltek meg a szam·ca ®r®se sor§n, 

ami egybeesett n®h§ny fiziol·giai param®ter v§ltoz§s§val, bele®rtve az antoci§n-, a cukor-, a 

poliamin-, az auxin-, az abszcizinsav- ®s etil®n tartalmat (Guo et al., 2018). 

 

10. §bra: A Fragaria vesca genomra tervezett primerek tesztel®se PCR-rel a Fragaria x ananassa 

Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-®vel ®s cDNS-®vel. 

1-3: Fv_SAMS_RT_F - Fv_SAMS_SRT primerp§rral kapott fragmentum a Fragaria x ananassa 

Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-®vel (1) ®s cDNS-®vel (2), valamint a Fragaria vesca cv. R¿gen 

genomi DNS-®vel (a v§rt m®ret 105 bp); 
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4-6: Fv_SAMDC_RT_F - Fv_SAMDC_SRT primerp§rral kapott fragmentum a Fragaria x 

ananassa Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-®vel (4) ®s cDNS-®vel (5), valamint a Fragaria vesca 

cv. R¿gen genomi DNS-®vel (6) (a v§rt m®ret 167 bp); 

7-9: Fv_ACTIN_RTF - Fv_ACTIN_RTR primerp§rral kapott fragmentum a Fragaria x ananassa 

Duch. cv. Asia fajta genomi DNS-®vel (7) ®s cDNS-®vel (8), valamint a Fragaria vesca cv. R¿gen 

genomi DNS-®vel (9) (a v§rt m®ret 173 bp). 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

5.2 A FvSAMS ®s a FvSAMDC ORF-ek pENTRTM /SD/D-TOPO kl·noz· vektorba 

lig§l§sa 

A vektorkonstrukci·k meg®p²t®s®hez elsŖ l®p®sben RNS-t izol§ltunk a Fragaria vesca L. 

cv R¿gen fiatal leveleibŖl. A tot§l RNS-bŖl cDNS-t szintetiz§ltunk Oligo (dT)18 primer 

felhaszn§l§s§val. A cDNS kºnyvt§rb·l amplifik§ltuk a FvSAMS ®s FvSAMDC g®neket a 

Fv_SAMS_SFT - FvSAMS_SRT ®s a Fv_SAMDC_SFT - FvSAMDC_SRT primerp§rok 

alkalmaz§s§val (1. t§bl§zat). A megfelelŖ m®retŤ fragmentumokat feh®r ny²llal jelºlt¿k (11. 

§bra). 

A FvSAMS fŖ ORF-je 394 aminosavat k·dol ®s 95%-os hasonl·s§got mutat az AtSAMS1-

gyel (NP_171751.1), 93%-osat az AtSAMS2-vel (NP_192094.1), ®s 90%-osat az AtSAMS3-mal 

(NP_181225.1). A FvSAMDC fŖ ORF-je 360 aminosavb·l §ll ®s 64%-os hasonl·s§gott mutat az 

AtSAMDC1-gyel (NP_001154585.1), 66%-osat az AtSAMDC2-vel (NP_197099.1), 68%-osat az 

AtSAMDC3-mal (NP_001189972.1) ®s 43%-osat az AtSAMDC4-gyel (NP_197394.1). A 

FvSAMS ®s a FvSAMDC fŖ ORF-j®t k·dol· r®gi·k nem tartalmaznak intront a kor§bban m§r m§s 

fajokban jellemzett SAMS ®s SAMDC szekvenci§khoz hasonl·an, ez®rt a genomi DNS-t is 

haszn§lhattuk volna a g®nek kl·noz§s§hoz. 

 

11. §bra: A FvSAMS ®s a FvSAMDC kl·nozott cDNS ORF-ek. 

7-8: FvSAMS cDNS ORF (a v§rt m®ret: 1183 bp); 

9-10: FvSAMDC cDNS ORF (a v§rt m®ret: 1099 bp); 
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M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

A megfelelŖ m®retŤ fragmentumokat visszatiszt²tottuk agar·z g®lbŖl. A 

vektorkonstrukci·k meg®p²t®shez a GatewayÈ rendszert (ThermoFisher Scientific, Waltham, 

USA) haszn§ltuk. A gy§rt· §ltal elŖ²rt protokoll alapj§n a FvSAMS ®s a FvSAMDC szekvenci§kat 

elŖszºr pENTRTM/SD/D-TOPO kl·noz· vektorba lig§ltuk. A forward primerek tartalmazt§k a 

gy§rt· §ltal elŖ²rt CACC szekvenci§t, a reverz primerrel pedig elimin§ltuk a k·dol· r®gi·k stop 

kodonj§t, hogy a pGWB405 bin§ris vektorban l®vŖ sGFP riporterg®nnel C termin§lisan 

f¼zion§ltathassuk a cDNS ORF-eket.  

A lig§l§st kºvetŖen az E. coli JM109 tºrzset transzform§ltunk a konstrukci·kkal, majd a 

spektinomicint (50 Õg/ml) tartalmaz· szelekci·s LB t§ptalajon felnºvŖ kol·ni§kra kol·nia PCR-t 

ind²tottunk a M13_F - FvSAMS_SRT ®s a M13_F - FvSAMDC_SRT primerp§rok 

felhaszn§l§s§val. A pozit²v eredm®nyt ad· kol·ni§k kºz¿l a pENTR::FvSAMS eset®ben az elsŖ ®s 

negyedik, m²g a pENTR::FvSAMDC eset®ben az elsŖ ®s ºtºdik kol·ni§kb·l izol§ltunk plazmidot. 

Az izol§lt plazmidok felhaszn§l§s§val a M13_F - FvSAMS_SRT, FvSAMS_SFT-M13_R ®s a 

M13_F - FvSAMDC_SRT, FvSAMDC_SFT - M13_R primerp§rokkal (1. t§bl§zat) PCR-t 

ind²tottunk, amellyel a fragmentumok orient§ci·j§t is ellenŖrizt¿k (12. §bra).  

 

12. §bra: A pENTR::FvSAMS ®s a pENTR::FvSAMDC kompetens E. coli JM109 tºrzs 

transzform§ci·j§t kºvetŖen a kol·ni§kkal ind²tott kol·nia PCR eredm®nye. 

Bal oldali g®lfot·: 

1-8: pENTR::FvSAMS +E. coli JM109 1-8. kol·nia; 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

Jobb oldali g®lfot·: 

1-8: pENTR::FvSAMDC+E. coli JM109 1-8. kol·nia; 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 
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Ezzel p§rhuzamosan elv®gezt¿k a restrikci·s t®rk®pek felhaszn§l§s§val (Mell®klet 10.12, 

10.14, 10.15) kiv§lasztott NotI - AscI enzimekkel a plazmidok em®szt®s®t. A 13. §br§n l§that·, 

hogy a pENTR::FvSAMS ®s a pENTR::FvSAMDC eset®ben is mindk®t plazmidb·l a megfelelŖ 

m®retŤ fragmentum amplifik§l·dott a PCR sor§n ®s em®sztŖdºtt ki (feh®r nyilakkal jelºlt¿k). 

 

13. §bra: A pENTR::FvSAMS ®s a pENTR::FvSAMDC plazmidok ellenŖrz®se PCR-rel ®s 

restrikci·s em®szt®ssel. 

1-2: pENTR::FvSAMDC 1. ®s 5. kol·ni§kb·l izol§lt plazmidokkal ind²tott PCR; 

3-4: pENTR::FvSAMS 1. ®s 4. kol·ni§kb·l izol§lt plazmidokkal ind²tott PCR; 

7-8: pENTR::FvSAMDC 1. ®s 5. kol·ni§kb·l izol§lt plazmidokkal ind²tott restrikci·s em®szt®s; 

9-10: pENTR::FvSAMS 1. ®s 4. kol·ni§kb·l izol§lt plazmidokkal ind²tott restrikci·s em®szt®s; 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

5.3 A pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC bin§ris vektorkonstrukci·k 

elŖ§ll²t§sa 

A kºvetkezŖ l®p®sben a pENTR::FvSAMS ®s pENTR::FvSAMDC konstrukci·kat a 

pGWB405 bin§ris vektorba lig§ltuk. A lig§l§st kºvetŖen E. coli JM109 tºrzset transzform§ltunk a 

konstrukci·kkal, majd a spektinomicint (50 Õg/ml) tartalmaz· szelekci·s LB t§ptalajon felnºvŖ 

kol·ni§kra kol·nia PCR-t ind²tottunk pBI121_35S_F - FvSAMS_SRT ®s pBI121_35S_F - 

FvSAMDC_SRT primerp§rok felhaszn§l§s§val (14. §bra). 
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14. §bra: A pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC kol·ni§kkal ind²tott kol·nia PCR 

eredm®nye. 

Bal oldali g®lfot·: 

16: ¿res pGWB405 (negat²v kontroll); 

17-19: pGWB405::FvSAMS 1-3. kol·ni§k; 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

Jobb oldali g®lfot·: 

1-7: pGWB405::FvSAMDC 1-7. kol·ni§k; 

8: ¿res pGWB405 (negat²v kontroll); 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

A pozit²v eredm®nyt ad· kol·ni§k kºz¿l a pGWB405::FvSAMS ®s a 

pGWB405::FvSAMDC eset®ben is a m§sodik ®s a harmadik kol·ni§kb·l izol§ltunk plazmidot. Az 

izol§lt plazmidok felhaszn§l§s§val a pBI121_35S_F - FvSAMS_SRT, FvSAMS_SFT - 

sGFP_RT_R ®s a pBI121_35S_F - FvSAMDC_SRT, FvSAMDC_SFT - sGFP_RT_R 

primerp§rokkal (1. t§bl§zat) PCR-t ind²tottunk, amellyel a fragmentumok orient§ci·j§t is 

ellenŖrizt¿k. A g®lfot·n l§that·, hogy a pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC eset®ben 

is mindk®t kol·ni§b·l izol§lt plazmid pozit²vnak bizonyult. Ezzel p§rhuzamosan elv®gezt¿k a 

restrikci·s t®rk®pek felhaszn§l§s§val (Mell®klet 10.13, 10.14, 10.15) kiv§lasztott a 

pGWB405::FvSAMS eset®ben a SdaI - SacI, m²g a pGWB405::FvSAMDC eset®ben a HindIII - 

SacI restrikci·s enzimekkel a plazmidok em®szt®s®t. A 15. §br§n l§that·, hogy a 

pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC eset®ben is mindk®t plazmidb·l a megfelelŖ 

m®retŤ fragmentum em®sztŖdºtt ki ®s amplifik§l·dott fel a PCR sor§n (feh®r nyilakkal jelºlt¿k). 
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15. §bra: A pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC plazmidok ellenŖrz®se PCR-rel ®s 

restrikci·s em®szt®ssel. 

Bal oldali g®lfot·: 

1-2: pGWB405::FvSAMS+E. coli JM109 2-3. kol·ni§kb·l izol§lt plazmidokkal ind²tott PCR; 

3: ¿res pGWB405 (negat²v kontroll); 

6: pGWB405::FvSAMS+E. coli JM109 2. kol·ni§b·l izol§lt plazmidok restrikci·s em®szt®se; 

7: ¿res pGWB405 plazmid restrikci·s em®szt®se; 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

Jobb oldali g®lfot·: 

1-2: pGWB405::FvSAMDC+E. coli JM109 2-3. kol·ni§kb·l izol§lt plazmidokkal ind²tott PCR; 

3: ¿res pGWB405 (negat²v kontroll); 

4: pGWB405::FvSAMDC+E. coli JM109 2. kol·ni§b·l izol§lt plazmidok restrikci·s em®szt®se; 

5: ¿res pGWB405 plazmid restrikci·s em®szt®se; 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

5.4 Az Agrobacterium tumefaciens GV3101 tºrzs transzform§ci·ja a 

pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC vektorkonstrukci·kkal 

A pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC 2. kol·ni§j§b·l izol§lt plazmidokkal 

elv®gezt¿k az Agrobacterium tumefaciens GV3101 tºrzs transzform§ci·j§t. A spektinomicint 

tartalmaz· (50 Õg/ml) t§ptalajon felnºvŖ bakt®riumkol·ni§kra kol·nia PCR-t ind²tottunk (16. 

§bra). Mindk®t konstrukci· eset®n az elsŖ ®s a m§sodik kol·ni§kb·l glicerines tºrzset 

k®sz²tett¿nk, a k®sŖbbiekben ezeket a kol·ni§kat haszn§ltuk a stabil transzform§ns nºv®nyek 

elŖ§ll²t§s§hoz ®s a tranziens expresszi·s vizsg§latokhoz. 
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16. §bra: A pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC plazmiddal transzform§lt 

Agrobacterium tumefaciens GV3101 tºrzs kol·ni§ira ind²tott kol·nia PCR eredm®nye. 

Bal oldali g®lfot·: 

1-7: pGWB405::FvSAMS+Agrobacterium tumefaciens GV3101 1-7. kol·ni§k; 

8: pGWB405::FvSAMS plazmid (pozit²v kontroll); 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

Jobb oldali g®lfot·: 

1-7: pGWB405::FvSAMDC+Agrobacterium tumefaciens GV3101 1-7. kol·ni§k; 

8: pGWB405::FvSAMDC plazmid (pozit²v kontroll); 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

5.5 A Nicotiana benthamiana modellnºv®ny Agrobacterium kºzvet²tette 

transzform§ci·ja ®s a T0 vonalak elŖszelekci·ja 

KºvetkezŖ l®p®sben elv®gezt¿k in vitro Nicotiana benthamiana lev®lexplantumok 

Agrobacterium kºzvet²tette transzform§ci·j§t. A transzform§ci·t kºvetŖen a kanamicint 

tartalmaz· (50 Õg/ml) MS t§ptalajon regener§l·d· nºv®nyeket (mivel nºv®nyek eset®ben a 

kanamicin volt a szelekci·s marker) elk¿lºn²tett¿k ®s genomi DNS-t izol§ltunk belŖl¿k. A 

pBI121_35S_F - FvSAMS_SRT ®s a pBI121_35S_F - FvSAMDC_SRT primerp§rok 

felhaszn§l§s§val PCR-rel ellenŖrizt¿k a vektorkonstrukci·k integr§ci·j§t a nºv®nyek genomi 

DNS-®be (17. §bra). A DNS szinten pozit²v eredm®nyt ad· vonalakat in vitro kl·noztuk, 

k®sŖbbiekben ezekrŖl az in vivo akklimatiz§lt vonalakr·l fogtunk magot. 
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17. §bra: A pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC vektorkonstrukci·kat tartalmaz· 

regener§lt T0 vonalak DNS szintŤ tesztel®se. 

Bal oldali g®lfot·: 

pGWB405::FvSAMS vektorkonstrukci·t tartalmaz· T0 9-, 10-, 11-, 12-, 13-, 14-, 15-, 16-, 17-, 18-

, 19-, 20-as vonalakb·l izol§lt DNS; 

+: pGWB405::FvSAMS plazmid (pozit²v kontroll); 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

Jobb oldali g®lfot·: 

pGWB405::FvSAMDC vektorkonstrukci·t tartalmaz· T0 4-, 6-, 7-, 26-, 27-, 28-, 29-, 30-, 31-, 32-

, 33-, 34-es vonalakb·l izol§lt DNS; 

+: pGWB405::FvSAMDC plazmid (pozit²v kontroll); 

M: Molekulatºmeg marker, Fermentas DNA Ladder 100 bp Plus, a fragmentumok nagys§ga: 

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp; 

A T0 vonalakat RNS szinten is ellenŖrizt¿k, hogy a konstrukci·kr·l tºrt®nik-e transzkripci·. 

A DNS szinten pozit²v eredm®nyt ad· mint§kb·l tot§l RNS-t izol§ltunk ®s reverz transzkripci·val 

cDNS-t szintetiz§ltunk Oligo (dT)18 primer felhaszn§l§s§val. A cDNS-ekre FvSAMS_SFT - 

sGFP_RT_R ®s FvSAMDC_SFT - sGFP_RT_R primerp§rokkal PCR-t ind²tottunk. A vizsg§lt 4-

4 vonalb·l a FvSAMS vonalak eset®ben 3 vonal, m²g a FvSAMDC vonalak eset®ben 2 vonal 

bizonyult pozit²vnak a RNS szintŤ ellenŖrz®s sor§n (18. §bra). 

 

18. §bra: A pGWB405::FvSAMS ®s a pGWB405::FvSAMDC vektorkonstrukci·kat tartalmaz· 

regener§lt T0 vonalak RNS szintŤ tesztel®se. 

Bal oldali g®lfot·: 

1-4: pGWB405::FvSAMS vektorkonstrukci·t tartalmaz· T0 10-, 22-, 25-, 32-es vonalakb·l izol§lt 

RNS-bŖl vissza²rt cDNS; 
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-: WT Nicotiana benthamiana nºv®nybŖl izol§lt RNS-bŖl vissza²rt cDNS (negat²v kontroll); 

+: pGWB405::FvSAMDC plazmid (pozit²v kontroll); 

M: Molekulatºmeg marker, Solis BioDyne ï 1kb DNA Ladder, a fragmentumok nagys§ga: 10000, 

8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 700, 500, 300 bp; 

Jobb oldali g®lfot·: 

1-4: pGWB405::FvSAMDC vektorkonstrukci·t tartalmaz· T0 38-, 73-, 76-, 84-es vonalakb·l 

izol§lt RNS-bŖl vissza²rt cDNS; 

-: WT Nicotiana benthamiana nºv®nybŖl izol§lt RNS-bŖl vissza²rt cDNS (negat²v kontroll); 

+: pGWB405::FvSAMDC plazmid (pozit²v kontroll); 

M: Molekulatºmeg marker, Solis BioDyne ï 1 kb DNA Ladder, a fragmentumok nagys§ga: 10000, 

8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 700, 500, 300 bp; 

Az inszertek DNS szintŤ integr§ci·j§nak bizony²t§s§t ®s a RNS szintŤ ellenŖrz®s®t 

kºvetŖen az in vivo akklimatiz§lt T0 vonalakr·l magot fogtunk. Ezt kºvetŖen a T1 gener§ci· 

hasad§si ar§ny§t hat§roztuk meg 50 Õg/ml kanamicint tartalmaz· İ MS t§ptalajon. 

Konstrukci·nk®nt 6-6 vonalat vizsg§ltunk. A FvSAMS-t t¼ltermelŖ vonalakb·l h§rom (FvSAMS-

5, FvSAMS-22, FvSAMS-25), m²g a FvSAMDC-t overexpressz§l· vonalakb·l kettŖ (FvSAMDC-

73, FvSAMDC-76) mutatta az inszert 1 k·pi§s integr§ci·j§t bizony²t· 3:1-es szegreg§ci·s ar§nyt 

(19. §bra). 

 

19. §bra: A T1 vonalak hasad§si ar§ny§nak meghat§roz§sa. A vonal 1 cm-t jelºl. 

A k®sŖbbi s·toleranci§t vizsg§l· k²s®rletbe konstrukci·nk®nt 2-2 vonalat §ll²tottunk be 

(FvSAMS-22, FvSAMS-25; FvSAMDC-73, FvSAMDC-76). A FvSAMS-22 ®s FvSAMS-25, 

valamint a FvSAMDC-73 ®s a FvSAMDC-76 vonalakat a k®sŖbbiekben FvSAMS ®s FvSAMDC 

vonal gyŤjtŖn®ven nevezz¿k. 
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5.6 A hossz¼t§v¼ s·stressz hat§s§nak vizsg§lata a FvSAMS-t, FvSAMDC-t t¼ltermelŖ ®s 

a vad t²pus¼ Nicotiana benthamiana nºv®nyek ®lettani param®tereire 

5.6.1 A biomassza produktum 

A 2-2 3:1-es szegreg§ci·s ar§nyt mutat· f¿ggetlen transzg®nikus vonal elŖszelekci·j§t MS 

t§ptalajon (50 ɛg/ml kanamicinnel kieg®sz²tve), a vad t²pus¼ Nicotiana benthamiana magok 

cs²r§ztat§s§t antibiotikum-mentes MS t§ptalajon v®gezt¿k. A 14. napon a cs²ranºv®nyeket 

antibiotikum-mentes İ-es MS t§ptalajra, illetve antibiotikum-mentes İ-es MS kieg®sz²tve 0,58 

g/l (10 mM) NaCl t§ptalajra helyezt¿k (20. §bra). A mint§kat a vet®st kºvetŖ 85. napon gyŤjtºtt¿k. 

A nºv®nyek s·stresszre adott v§lasz§t az ®lŖtºmeg visszat¿krºzi, ²gy a biomassza 

vizsg§lat§val egy sk§l§t lehet k®pezni a tolerancia szintj®nek meghat§roz§s§hoz (Sairam et al., 

2002), ez®rt vizsg§ltuk, hogy a hossz¼t§v¼ s·stressz mik®nt befoly§solja a FvSAMS, FvSAMDC 

vonalak ®s a vad t²pus¼ nºv®nyek biomassza produktum§t ®s a hajt§sok hossz§t. 

 

20. §bra: A FvSAMS (A-D) ®s a FvSAMDC (G-J) T1 vonalak elŖszelekci·ja. A vonal 1 cm-t 

jelºl. 

A k²s®rletbe §ll²tott transzg®nikus Nicotiana benthamiana T1 vonalak fokozottabb hajt§s-, 

gyºk®rtºmeget ®s hajt§shosszt produk§ltak, mind kontroll, mind 10 mM NaCl stressznek kitett 

kºr¿lm®nyek kºzºtt a vad t²pushoz viszony²tva. A FvSAMS vonalak kontroll felt®telek kºzºtt 

~1,5-szºr nagyobb biomassz§t ®s ~1,4-szer nagyobb sz§rhosszt, m²g s·stressz hat§s§ra ~k®tszer 

nagyobb hajt§stºmeget ®s ~1,6-szor nagyobb hajt§shosszt produk§ltak a vad t²pushoz k®pest. Ezek 

az ®rt®kek a FvSAMDC vonalak eset®ben kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt ~1,9-szer nagyobb 

biomassz§ban ®s ~1,5-szºr nagyobb hajt§shosszban, m²g s·stressz eset®n ~2,6-szor nagyobb 
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hajt§stºmeg produktumban ®s ~1,9-szer nagyobb hajt§shosszban realiz§l·dtak a vad t²pushoz 

viszony²tva (21. §bra / a, b, c). 

Gong et al. (2014), Kim et al. (2015) kutat§saiban a SAMS-t ®s Roy ®s Wu (2002) 

publik§ci·j§ban a SAMDC-t t¼ltermelŖ transzg®nikus nºv®nyek eset®ben is fokozottabb 

biomassza termel®st figyeltek meg stressz hat§s§ra. Ugyanakkor az antiszensz SAMDC 

konstrukci·t tartalmaz· transzg®nikus lev®llemezek gyºkeresed®si er®lye jelentŖsen csºkkent a 

vad t²pushoz k®pest (Torrigiani et al., 2005) ®s a SAMDC csendes²t®se doh§nyban fokozott 

s·®rz®kenys®get okozott, de ®rdekes m·don a csendes²tett SAMDC, ez§ltal a dcSAM deficiencia 

pozit²van hatott a kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt a transzg®nikus nºv®nyek biomassza mennyis®g®re 

®s a sz§rhosszra (Mellidou et al., 2016). A kor§bbi tanulm§nyokban a k¿lºnbs®gek a transzg®nikus 

®s a vad t²pus¼ nºv®nyek eset®ben fŖk®pp stressz hat§s§ra jelentkeztek, m²g az eredm®nyeink 

alapj§n m§r kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt is nagyobb biomassza mennyis®get m®rt¿nk a FvSAMS 

®s FvSAMDC vonalakban, mint a vad t²pusban. 
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21. §bra: A k²s®rletbe §ll²tott transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus¼ nºv®nyek hajt§s ®s gyºk®r 

produktuma kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt (A-T) ®s 10 mM NaCl stressz hat§s§ra (Aô-Tô). A k®pek 

a cs²r§z§s§st kºvetŖ 85. napon k®sz¿ltek. A vonalak 1 cm-t jelºlnek (a). A hajt§sok sz§raztºmege 

(b) ®s a hossza (c), SDÑ, n=6 (P<0,001), a ** a kontrollhoz viszony²tva. 

5.6.1.1 A nºveked®si er®ly 60 mM NaCl hat§s§ra 

Ahhoz, hogy meggyŖzŖdj¿nk arr·l, hogy a nagyobb biomassza produktum ®s a fokozott 

nºveked®si er®ly nemcsak alacsony d·zis¼ s·stressz (10 mM NaCl) eset®ben jelentkezik, nagyobb 

d·zis¼ 60 mM NaCl stressznek is kitett¿k a transzg®nikus vonalakat ®s a vad t²pust. Mind a 

FvSAMS, mind a FvSAMDC t¼ltermeltet®se is fokozta a transzg®nikus vonalak nºveked®si er®ly®t 

60 mM NaCl stressz hat§s§ra, ami a nagyobb biomassza produktumban nyilv§nult meg. (22. §bra 

/ a, b). 

10.14751/SZIE.2019.048



54 
 

 

22. §bra: A transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus nºveked®si er®lye 60 mM NaCl-t tartalmaz· MS 

t§ptalajon (A-J). A k®pek a cs²r§z§st kºvetŖ 30., 60. ®s 90. napon k®sz¿ltek. A vonalak 1cm-t 

jelºlnek (a). A hajt§sok sz§raztºmege a cs²r§z§st kºvetŖ 30.-, 60.- ®s 90. napon (b), SDÑ, n=6 

(P<0,001), a ** a kontrollhoz viszony²tva. 

A s·stresszt kºvetŖ 30. napon a biomassz§ban m®rt k¿lºnbs®gek m®g nem voltak 

szignifik§nsan nagyobbak a transzg®nikus vonalakban, de a s·stresszt kºvetŖ 60. napon a 

FVSAMS vonalakban ~1,4-szer, m²g a FvSAMDC vonalakban ~1,9-szer nagyobb sz§raztºmeget 

m®rt¿nk, mint a vad t²pusban. A s·stresszt kºvetŖ 90. napon a FvSAMS vonalak eset®ben ~1,6-
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szor, m²g a FvSAMDC vonalakban ~2,1-szer nagyobb biomassza produktumot m®rt¿nk a vad 

t²pushoz viszony²tva. A vizsg§lat alapj§n l§that·, hogy nemcsak a kisebb- 10 mM NaCl, hanem a 

nagyobb d·zis¼ 60 mM NaCl stressz eset®n is fokozottabb biomassz§t produk§ltak a transzg®nikus 

vonalak a vad t²pushoz viszony²tva. 

5.6.2 A 300 mM NaCl hat§sa a transzg®nikus ®s a vad t²pus¼ lev®lkorongokra 

Vizsg§ltuk a FvSAMS, a FvSAMDC vonalak ®s a vad t²pus¼ Nicotiana benthamiana 

lev®lkorongjainak rºvid idejŤ, nagy d·zis¼ s·stresszre (300 mM NaCl) adott v§laszreakci·j§t (23. 

§bra / a). 

A vad t²pus¼ lev®lkorongok sejtjei a kezel®st kºvetŖ 48 ·ra eltelt®vel m§r szinte teljesen 

elpusztultak, m²g a FvSAMS ®s a FvSAMDC lev®lkorongok sejtjein®l hasonl· m®rt®kŤ elhal§s a 

kezel®st kºvetŖ 96 ·r§val kºvetkezett be. Megfigyel®seinkhez hasonl·an, a szegfŤ SAMDC-t 

t¼ltermelŖ Nicotiana tabacum lev®lkorongok is ellen§ll·bbak voltak 250 mM H2O2 stressz 

hat§s§ra (oxidat²v stressz), mint a vad t²pus¼ explantumok (Wi et al., 2006). 

A 23. / a §br§n l§that· lev®lkorongok relat²v klorofill tartalm§t a 23. / b diagrammon 

§br§zoltuk. A lev®lszºvetek relat²v klorofill tartalm§nak meghat§roz§s§hoz az ImageJ 1.51j8 

szoftvert haszn§ltuk. A 300 mM NaCl stresszt kºvetŖ 24 ·ra eltelt®vel a klorofill degrad§ci· a vad 

t²pusban ~44,2%-os, a FvSAMS vonalakban ~16,4%-os, m²g a FvSAMDC vonalakban ~34,4%-

os volt. A kezel®st kºvetŖ 48 ·ra eltelt®vel a klorofill tartalom csºkken®se a vad t²pusban ~85,2%-

os, a FvSAMS vonalakban ~42%-os ®s a FvSAMDC vonalakban ~51%-os volt. 72 ·ra eltelt®vel 

a klorofill degrad§ci· a vad t²pusban ~93%-os, a FvSAMS vonalakban ~57,9%-os, m²g a 

FvSAMDC vonalakban ~59,1%-os volt. V®g¿l a kezel®st kºvetŖ 96 ·r§val a klorofill csºkken®s 

a vad t²pusban ~97,6%-os, a FvSAMS vonalakban ~84,5%-os ®s a FvSAMDC vonalakban ~86,4-

os volt. MegfigyelhetŖ, hogy a kezel®st kºvetŖ 24 ·ra eltelt®vel a FvSAMDC vonalak 

lev®lkorongjaiban a klorofill degrad§ci· j·val nagyobb volt, mint a FvSAMS vonalak eset®ben, 

de a kezel®st kºvetŖ 48-, 72- ®s 96 ·ra eltelt®vel m§r hasonl· mennyis®gŤ klorofill tartalmat 

m®rt¿nk mindk®t transzg®nikus vonal explantumaiban. 
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23. §bra: A vad t²pus¼ ®s transzg®nikus lev®lkorongok nagy d·zis¼ (300 mM NaCl) 

s·toleranci§j§nak vizsg§lata. A vonal 1cm-t jelºl. (a). A lev®llemezek relat²v klorofill tartalma a 

300 mM NaCl stresszt kºvetŖ 24.-, 48.-, 72.- ®s 96. ·r§ban, SDÑ, n=12 (P<0,001), a ** a WT-hez 
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viszony²tva (b). A hossz¼t§v¼ 10 mM NaCl stressznek kitett transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus 

klorofill  a ®s b mennyis®g®nek meghat§roz§sa, SDÑ, n=3 (P<0,05), a ** a kontrollhoz viszony²tva 

(c). 

5.6.3 A klorofill a ®s b tartalom 

A klorofill tartalom inform§ci·t ad a nºv®nyek fiziol·giai §llapot§r·l, ez®rt vizsg§ltuk a 

hossz¼t§v¼ 10 mM NaCl stressz hat§s§t a transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus ºsszklorofill 

tartalm§ra (23. §bra / c). 

Kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt mind a FvSAMS vonalak, mind a FvSAMDC vonalak 

klorofill a ®s b tartalma szignifik§nsan magasabb volt, mint a vad t²pusban. A FvSAMS vonalak 

klorofill tartalma ~1,3-szor, m²g a FvSAMDC vonalak ~1,6-szor volt magasabb, mint a vad 

t²pusban a kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt m®rt mennyis®g. A s·stressz eset®n a transzg®nikus 

vonalakban ®s a vad t²pusban is csºkkent a klorofill tartalom, a FvSAMS vonalak eset®ben ~1,7-

szer, m²g a FvSAMDC vonalakban ~1,9-szer nagyobb klorofill tartalmat m®rt¿nk, mint a vad 

t²pusban. A SAMS t¼ltermeltet®se a paradicsomban ®s az Arabidopsis-ban is fokozta az 

ºsszklorofill tartalmat stressz hat§s§ra (Gong et al., 2014; Ma et al., 2017). 

5.6.4 A H2O2 ®s O2
- hisztok®miai detekt§l§sa, a H2O2 relat²v mennyis®ge ®s a lev®lkorongok 

ionvesztes®ge 

A ROS-ok (a szuperoxid anion /O2
-/, a hidrog®nperoxid /H2O2/, a hidroxil gyºk (.OH) ®s a 

szinglet oxig®n /1O2/) termelŖd®s®nek az egyik fŖ helysz²ne a kloroplasztisz (Mignolet-Spruyt, 

2016). A ROS-ok homeoszt§zisa megv§ltozik a stresszek hat§s§ra, m²g nagy koncentr§ci·ban 

k§ros²tj§k a sejtet, addig kis koncentr§ci·ban szign§l molekulak®nt viselkednek a stresszek 

felismer®s®ben ®s a stresszv§laszokban. A ROS-ok, mint a H2O2 ®s az O2
-
 felhalmoz·d§sa a 

szºvetekben egyenes ar§nyban §ll a sejtek stresszelts®gi fok§val, ez®rt hisztok®miai fest®ssel 

vizsg§ltuk a szºvetek H2O2 ®s O2
- tartalm§t.  

A 24. / a §br§n bal oldalt l§that· a levelek megfestett H2O2 tartalma kontroll ®s s·stressz 

eset®n. Kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt alig volt detekt§lhat· a H2O2, mind a transzg®nikus 

vonalakban (FvSAMS, FvSAMDC), mind pedig a vad t²pusban. A s·stressz hat§s§ra viszont a vad 

t²pus¼ levelek m§r nagyobb m®rt®kŤ elsz²nezŖd®st, ez§ltal nagyobb H2O2 tartalmat mutattak a 

transzg®nikus vonalakhoz (FvSAMS, FvSAMDC) k®pest. A vad t²pusban a H2O2 eloszl§sa 

viszonylag homog®n volt, m²g a FvSAMDC vonalak eset®ben a lev®lny®l kºr¿li r®szekre, addig a 

FvSAMS vonalakban a lev®l perem®re koncentr§l·dott H2O2.  

A 24. / a §br§n jobb oldalt l§that· a levelek O2
- hisztok®miai fest®se kontroll ®s s·stressz 

hat§s§ra. A H2O2 tartalommal ellent®tben az O2
-
 tartalmat m§r kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt is 

detekt§ltunk kºrben a levelek sz®lein®l, mind a vad t²pusaban, mind a transzg®nikus vonalakban 

(FvSAMS, FvSAMDC). A s·stressz hat§s§ra hasonl·an a H2O2-n§l kapott eredm®nyekhez, itt is 
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a vad t²pus levelei sz²nezŖdtek jobban, teh§t nagyobb volt az O2
-
 tartalmuk a transzg®nikus 

vonalakhoz (FvSAMS, FvSAMDC) viszony²tva. A transzg®nikus vonalakban az O2
-
 eloszl§s§ban 

nem volt megfigyelhetŖ hasonl· elt®r®s, mint a H2O2 eset®ben. 

A levelek H2O2 ®s a O2
- hisztok®miai fest®ssel tºrt®nŖ meghat§roz§s§t kºvetŖen 

megm®rt¿k a transzg®nikus vonalak (FvSAMS, FvSAMDC) ®s a vad t²pus leveleinek H2O2 

mennyis®g®t kontroll kºr¿lm®nyek ®s s·stressz hat§s§ra (24. / b §bra).  

A FvSAMS vonalakban kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt ~1,2-szer kevesebb H2O2-t m®rt¿nk, 

de a k¿lºnbs®g nem volt szignifik§ns, m²g s·stressz eset®n ~1,4-szer kevesebb H2O2-t detekt§ltunk 

szignifik§ns k¿lºnbs®ggel. A FvSAMDC vonalakban mind kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt (~1,4-

szer), mind a s·stressz hat§s§ra (~1,8-szor) szignifik§nsan kevesebb H2O2 mennyis®geket 

m®rt¿nk, mint a vad t²pusban. A kor§bban le²rt publik§ci·kban a CaSAMDC-t t¼ltermelŖ 

Arabidopsis-ban szignifik§nsan alacsonyabb ROS felhalmoz·d§st figyeltek meg, mint a vad 

t²pusban. Hasonl·k®ppen a SlSAMS ®s a BvM14-SAMS2 t¼ltermeltet®se is csºkkentette H2O2 ®s a 

O2
- mennyis®g®t stressz eset®n (Gong et al., 2014; Ma et al., 2017). 

A t¼lzott ROS felhalmoz·d§s oxidat²v stresszt v§lt ki, ami lipidperoxid§ci·t ®s a 

membr§nok s®r¿l®s®t, v®g¿l sejthal§lt okoz (Biswas ®s Mano, 2015), ez®rt a kºvetkezŖ l®p®sben 

vizsg§ltuk a lev®lkorongok ionvesztes®g®t kontroll kºr¿lm®nyek ®s hossz¼t§v¼ s·stressz eset®n.  

Az alacsonyabb ROS szinteket t§masztj§k al§ a m®r®sek, mivel mind a FvSAMS, mind a 

FvSAMDC vonalakban alacsonyabb ionvesztes®get m®rt¿nk kontroll ®s s·stressz hat§s§ra is, mint 

a vad t²pusban. Kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt a FvSAMS vonalakban ~1,3-szor m²g a FvSAMDC 

vonalakban ~1,8-szor alacsonyabb ionvesztes®get tapasztaltunk a vad t²pushoz viszony²tva. Ezek 

az ®rt®kek nŖttek s·stressz hat§s§ra, a FvSAMS vonalkban ~1,4-szer, m²g a FVSAMDC 

vonalakban ~1,9-szer volt kisebb az ionvesztes®g, mint a vad t²pusban (24. / c §bra). Hasonl· 

eredm®nyekrŖl sz§molnak be a hŖstresszelt ySAMDC-t (y: yeast) t¼ltermelŖ paradicsomban is 

(Cheng et al., 2009). A SlSAMS-t t¼ltermelŖ paradicsomban NaHCO3 (sz·dabikarb·na) stressz, 

m²g MfSAMS1-et t¼ltermelŖ Nicotiana tabacum-ban hideg stressz hat§s§ra detekt§ltak 

szignifik§nsan alacsonyabb ionvesztes®get, mint a vad t²pusban (Gong et al., 2014; Guo et al., 

2014). 
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24. §bra: A H2O2 (bal panel) ®s az O2- (jobb panel) immunolokaliz§ci·j§nak ®s relat²v 

mennyis®g®nek meghat§roz§sa. A vonal 1 cm-t jelºl (a). A transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus 

H2O2 mennyis®g®nek meghat§roz§sa, SDÑ, n=3 (P<0,05), a ** a kontrollhoz viszony²tva (b). A 
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transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus¼ lev®lkorongok ionvesztes®g®nek meghat§roz§sa, SDÑ, n=3 

(P<0,001), a ** a kontrollhoz viszony²tva (c). 

Sz§mos kor§bbi tanulm§ny sz§mol be arr·l, hogy mind a SAMS, mind a SAMDC 

t¼ltermeltet®se fokozza az antioxid§ns rendszer enzimeinek aktivit§s§t a fokozott poliamin 

bioszint®zisen kereszt¿l (Wi et al., 2006; Gong et al., 2014; Guo et al., 2014; Wi et al., 2014; Ma 

et al., 2017). A poliaminok k®tf®le m·don kontroll§lhatj§k a ROS-ok homeoszt§zis§t. Az egyik 

¼tvonal, hogy g§tolhatj§k a f®mek auto-oxid§ci·j§t, ami a ROS-ok gener§l·d§s§hoz sz¿ks®ges 

elektron mennyis®get csºkkenti (Shi et al., 2010). A m§sik ¼tvonal kºzvetlen¿l fokozza az 

antioxid§ns rendszer enzimeinek aktivit§s§t (Shi et al., 2010; Mostofa et al., 2014). Felt®telez®sek 

szerint a poliaminok ®s a ROS-ok kºzºtti kºlcsºnhat§s a plazmamembr§non megy v®gbe, ahol a 

poliaminok a pozit²v tºlt®s¿k miatt blokkolni tudj§k a kationcsatorn§kat (Williams, 1997; 

Dobrovinskaya et al., 1999; Zepeda-Jazo et al., 2008; Bose et al., 2011; Zepeda-Jazo et al., 2011). 

¥sszefoglalva felt®telezhetŖ, hogy a csºkkent H2O2 ®s a O2
- mennyis®get, ez§ltal a fokozott 

membr§nstabilit§st a nagyobb mennyis®gŤ poliaminok okozz§k kºzvetve a FvSAMS-t ®s a 

FvSAMDC-t t¼ltermelŖ vonalakban. 

5.6.5 A prolin mennyis®g 

A ROS-ok mellett a sejtekben felhalmoz·d· prolin mennyis®ge is inform§ci·t ad a 

nºv®nyek stresszelts®gi fok§r·l. A prolint egy stresszelts®gi §llapotot jelzŖ aminosavnak 

tekintenek, mivel sz§mos nºv®nyfajban halmoz·dik fel kºrnyezeti stresszek hat§s§ra (Szabados 

®s Savour®, 2010), ez®rt vizsg§ltuk a kontroll ®s a s·stresszelt transzg®nikus ®s a vad t²pus 

leveleinek prolin tartalm§t. 

A FvSAMS vonalakban kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt enyh®n emelkedett, illetve 

megkºzel²tŖleg azonos prolin mennyis®geket m®rt¿nk, mint a vad t²pusban, m²g s·stressz hat§s§ra 

prolin tºbblet volt kimutathat· a transzg®nikus vonalakban (~1,2-szeres), de a k¿lºnbs®g nem volt 

szignifik§ns a vad t²pushoz viszony²tva, m²g egy kor§bbi tanulm§nyban a BvM14-SAMS2-t 

overexpressz§l· Arabidopsis-ban fokozott prolin mennyis®get detekt§ltak s·stressz hat§s§ra a vad 

t²pushoz k®pest (Ma et al., 2017). A FvSAMDC vonalak eset®ben kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt 

enyhe prolin tºbbletet m®rt¿nk, m²g s·stressz hat§s§ra a prolin mennyis®ge ~4,3-szoros§ra 

emelkedett a vad t²pus¼ nºv®nyekben m®rt ®rt®kekhez k®pest, amelyekben a stressz hat§s§ra csak 

enyh®n nŖtt a prolin mennyis®ge. A fokozott prolin mennyis®gnek sz§mos pozit²v hat§sa van az 

abiotikus stressztoleranci§ra ®s a prolin felhalmoz·d§s egyenes ar§nyban §ll a nagyobb 

ºsszpoliamin szintekkel m®g akkor is, ha kºzºs prekurzoron, a glutaminsavon (Glu) osztoznak 

(Simon-Sarkadi et al., 2006; Wen et al., 2011; Cvikrov§ et al., 2012). Eredm®nyeink alapj§n a 

FvSAMS enyh®n, m²g a FvSAMDC t¼ltermeltet®se jelentŖs m®rt®kben fokozta a prolin tartalmat 
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s·stressz eset®n, ami ºsszhangban van a FvSAMDC vonalakn§l m®rt nagyobb ºssz szabad 

poliamin tartalommal, viszont a FvSAMS vonalakn§l m®rt nagyobb ºssz szabad poliamin tartalom 

s·stressz hat§s§ra nem mutatott pozit²v korrel§ci·t a detekt§lt prolin tartalommal (25. / a §bra). 

5.6.6 A lignin tartalom  

A SAM-nak a lignin a legfŖbb metabolikus fogyaszt·ja, ez®rt vizsg§ltuk, hogy a óSAM 

hi§nyô ®s a óSAM tºbbletô hogyan befoly§solja a nºv®nyek lignin tartalm§t kontroll ®s s·stressz 

hat§s§ra (25. / b §bra).  

A lignin a nºv®nyek egyedfejlŖd®se sor§n az elsŖdleges ®s a m§sodlagos sejtfal kºzºtt 

halmoz·dik fel ®s nºveli annak szil§rds§g§t, a nagyobb szil§rds§g pedig fokozza a nºv®nyek 

biotikus ®s abiotikus stresszekkel szembeni toleranci§j§t. Kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt a 

transzg®nikus vonalakban szignifik§nsan magasabb lignin tartalmat detekt§ltunk a vad t²pushoz 

viszony²tva (a FvSAMS vonalakban ~2,8-szor, m²g a FvSAMDC vonalak eset®ben ~1,8-szor volt 

magasabb). A s·stressz hat§s§ra a vad t²pusban ®s a FvSAMS vonalakban is nºvekedett a lignin 

mennyis®ge, m²g a FvSAMDC vonalakban a kontroll kºr¿lm®nyekhez k®pest is csºkkent a lignin 

tartalom. A FvSAMS vonalak eset®ben ~1,7-szer tºbb, m²g FvSAMDC vonalakban ~1,5-szºr 

kevesebb lignint detekt§ltunk, mint a vad t²pus¼ hajt§sokban s·stressz hat§s§ra. Kor§bbi 

tanulm§nyokban fokozott lignifik§ci·t figyeltek meg a v²zhi§nyos cirok ®s a s·stresszelt kukorica 

nºv®nyekben, valamint a s·stresszelt sz·ja nºv®nyek gyºkereiben (Azaizeh ®s Steudle, 1991; Cruz 

et al., 1992; Neves et al., 2010). S§nchez-Aguayo et al. (2004) eredm®nyei szerint a s· stresszelt 

paradicsomban a nagyobb SAM aktivit§s ºsszef¿gg®sben volt a s·stressz hat§s§ra a vaszkul§ris 

szºvetekben felhalmoz·d· fokozott mennyis®gŤ ligninnel. 

M®r®seink alapj§n kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt mind a óSAM hi§nyô, mind a óSAM 

tºbbletô fokozta a lignifik§ci·t a transzg®nikus vonalakban, azonban s·stressz hat§s§ra a óSAM 

hi§nyô jelentŖs m®rt®kben csºkkentette, m²g a óSAM tºbbletô jelentŖsen nºvelte a lignin 

felhalmoz·d§s§t, ami kºzvetlen m·don fokozhatta a FvSAMS vonalak s·stressz elleni 

toleranci§j§t. 

5.6.7 Az etil®n ®s a poliaminok mennyis®ge 

Mivel a SAM kºzvetlen prekurzor molekul§ja az etil®n bioszint®zisnek ®s az etil®n sz§mos 

stresszv§laszban j§tszik szerepet, ez®rt vizsg§ltuk, hogy a FvSAMS ®s a FvSAMDC t¼ltermeltet®se, 

hogyan befoly§solja az etil®n mennyis®g®t kontroll ®s s·stressz hat§s§ra (25. / c §bra). 

Mind az etil®n, mind a poliaminok fontos szab§lyoz· szerepet j§tszanak a nºv®nyek 

biotikus ®s abiotikus stresszv§laszaiban (M¿ller ®s Munn®-Bosch, 2015; Romero et al., 2018), 

sz§mos kor§bbi tanulm§ny sz§mol be azonban az etil®n ®s a poliamin metabolizmus 

antagonisztikus hat§s§r·l k¿lºnbºzŖ biotikus ®s abiotikus stresszek hat§s§ra (Li et al., 2004; 
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Nambeesan et al., 2012; Yu et al., 2016). Eredm®nyeink alapj§n a FvSAMS vonalakban mind a 

kontroll, mind a s·stresszelt nºv®nyekben enyh®n alacsonyabb etil®n mennyis®geket m®rt¿nk a 

vad t²pushoz viszony²tva (mindk®t esetben ~1,1-szer alacsonyabbat), hasonl·k®ppen a MfSAMS1 

t¼ltermeltet®se Nicotiana tabacum-ban sem okozott szignifik§ns v§ltoz§st az etil®n 

mennyis®g®ben (Guo et al., 2014), de a SAMS t¼ltermeltet®se stressz hat§s§ra fokozta az etil®n 

mennyis®g®t a paradicsomban ®s az Arabidopsis-ban is (Gong et al., 2014; Kim et al., 2015). 

Kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt a FvSAMDC enzimet t¼ltermelŖ vonalakban enyh®n tºbb etil®nt 

m®rt¿nk, mint a vad t²pusban (~1,1-szer tºbbet), de a k¿lºnbs®g nem volt szignifik§ns, m²g 

s·stressz hat§s§ra az etil®n mennyis®ge ~1,5-szºr volt nagyobb, mint a vad t²pusban, amelyekben 

a s·stressz hat§s§ra enyhe csºkken®s volt megfigyelhetŖ a kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt m®rt 

®rt®kekhez k®pest. A SAMDC antiszensz g§tl§sa doh§nyban nem okozott szignifik§ns v§ltoz§st az 

etil®ntermel®sben (Torrigiani et al., 2005), de az AtSAMDC t¼ltermeltet®se Arabidopsis-ban 

csºkkentette az etil®n mennyis®g®t (Hu et al., 2006). 

A poliaminok szerepet j§tszanak az ozmotikus szab§lyoz§sban, a membr§nstabilit§sban, a 

szabad gyºkºk elt§vol²t§s§ban ®s a szt·m§k mozg§s§nak szab§lyoz§s§ban az abiotikus stresszek 

alatt (Liu et al., 2007), ez®rt vizsg§ltuk, hogy a FvSAMS ®s a FvSAMDC t¼ltermeltet®se hogyan 

befoly§solja az etil®n mellett a poliamin mennyis®geket kontroll ®s hossz¼t§v¼ s·stressz eset®n 

(25. / d §bra).  

A putreszcin (Put) mennysi®ge csak a FvSAMDC vonalakban volt szignifik§nsan nagyobb 

kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt ®s a s·stressz hat§s§ra is. A SAMDC t¼ltermeltet®se fokozta a Put 

felhalmoz·d§s§t a rizsben ®s a doh§nyban is (Roy ®s Wu, 2002; Waie ®s Rajam, 2003), azonban 

m§s tanulm§nyokban SAMDC-t t¼ltermelŖ transzg®nikus nºv®nyekben a Put mennyis®ge nem 

v§ltozott szignifik§nsan a stressz hat§s§ra, a spermidin (Spd) ®s a spermin (Spm) tartalom viszont 

fokoz·dott (Wi et al., 2006; Cheng et al., 2009; Peremarti et al., 2009; Zhao et al., 2010; Wi et al., 

2014). A FvSAMS vonalak eset®ben stressz hat§s§ra szignifik§nsan alacsonyabb Put 

mennyis®geket detekt§ltunk, m²g a kor§bbi tanulm§nyokban arr·l sz§molnak be, hogy a SAMS 

t¼ltermeltet®se m§r kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt is csºkkent Put felhalmoz·d§st okozott (Gong et 

al., 2014; Ma et al., 2017). A Spd mennyis®ge mind a FvSAMS, mind a FvSAMDC vonalak 

eset®ben szignifik§nsan nagyobb volt kontroll ®s s·stressz hat§s§ra is, de nagyobb m®rt®kben a 

FvSAMDC vonalakban nºvekedett. A Spm mennysi®ge csak a FvSAMDC vonalakban volt 

szignifik§nsan magasabb kontroll ®s s·stressz eset®n is, m²g a FvSAMS vonalak eset®ben csak 

s·stressz hat§s§ra detekt§ltunk szignifik§nsan nagyobb Spm mennyis®geket. A kor§bbi 

tanulm§nyokban a SAMS ®s a SAMDC t¼ltermeltet®se is fokozta mind a Spd, mind a Spm 

mennyis®g®t (Roy ®s Wu, 2002; Waie ®s Rajam, 2003; Wi et al., 2006; Cheng et al., 2009; 

Peremarti et al., 2009; Gong et al., 2014; Wi et al., 2014; Ma et al., 2017). Az ºssz szabad poliamin 
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(PA) tartalom mind a FvSAMS, mind a FvSAMDC vonalakban szignifik§nsan magasabb volt 

kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt ®s s·stressz hat§s§ra is, de a FvSAMDC t¼ltermeltet®se jelentŖsebb 

m®rt®kben fokozta az ºssz szabad poliamin szintet, m²g a ñSAM tºbbletò a FvSAMS vonalak 

eset®ben kisebb m®rt®kŤ felhalmoz·d§st okozott. A kor§bbi tanulm§nyok alapj§n az etil®n 

mennyis®ge pozit²van korrel§l a spermidin ®s a spermin mennyis®gekkel, m²g a putreszcinnel 

negat²v korrel§ci·ban §ll (Handa ®s Mattoo, 2010), a FvSAMDC vonalakban m®rt nagyobb 

spermidin ®s spermin mennyis®gek ®s a fokozott etil®n produktum a s·stressz hat§s§ra 

ºsszhangban van a kor§bbi irodalmi adatokkal, ugyanakkor a FvSAMS vonalakban m®rt nagyobb 

spermidin ®s spermin mennyis®gek mellett csºkkent etil®n termelŖd®st detekt§ltunk s·stressz 

eset®n. A FvSAMDC vonalakban m®rt adatok alapj§n ¼gy tŤnik, hogy a szabad poliamin szintek 

®s a prolin tartalom, valamint az etil®n mennyis®ge kºzºtt pozit²v-, m²g a szabad poliamin szintek 

®s lignin tartalom kºzºtt negat²v korrel§ci· van s·stressz hat§s§ra. M®r®seink alapj§n a sz§mos 

kor§bbi tanulm§nnyal ellent®tben az etil®n ®s a poliamin bioszint®zis nem volt antagonista hat§ssal 

egym§sra az §ltalunk vizsg§lt k²s®rleti rendszerben. 
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25. §bra: A transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus prolin tartalm§nak meghat§roz§sa, SDÑ, n=3 

(P<0,1) (a). A transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus¼ hajt§sok lignin tartalm§nak meghat§roz§sa, 

SDÑ, n=3 (P<0,001) (b). A transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus¼ lev®lkorongok etil®n 

termel®s®nek meghat§roz§sa, SDÑ, n=3 (P<0,5) (c). A transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus¼ 

nºv®nyek szabad poliamin tartalm§nak meghat§roz§sa, SDÑ, n=3 (P<0,5) (d). A ** a kontrollhoz 

viszony²tva  
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5.6.8 Az etil®n, a poliamin, a nikotin ®s a lignin metabolizmus§ban r®sztvevŖ g®nek relat²v 

expresszi·ja 

Vizsg§ltuk az etil®n metabolizmusban [SAM szint§z (SAMS); ACC szint§z (ACS)], a 

poliamin metabolizmusban [SAM szint§z (SAMS); SAM dekarboxil§z (SAMDC); spermidin 

szint§z (SPDS); spermin szint§z (SPMS)], a SAM recikliz§ci·j§ban [SAH hidrol§z (SAHH)] ®s k®t 

m§sodlagos metabolit, a nikotin [putreszcin N-metiltranszfer§z (PMT)] ®s a lignin [fah®jalkohol 

dehidrogen§z (CAD)] bioszint®zis®ben r®sztvevŖ g®nek relat²v expresszi·j§t, mivel ezek a g®nek 

olyan metabolizmusokban j§tszanak szerepet, amelyek sz§m§ra a SAM szolg§l szubsztr§tk®nt. 

(26. §bra). 

Mind a FvSAMS, mind a FvSAMDC vonalakban a SAMS-nak, a SAMDC-nak, a SPMS-

nak, a SAHH-nak ®s a CAD-nak szignifik§nsan nagyobb volt az expresszi·ja kontroll ®s s·stressz 

hat§s§ra is a vad t²pushoz viszony²tva. Az ACS relat²v expresszi·ja kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt a 

FvSAMS ®s FvSAMDC vonalakban is alacsonyabb szintet mutatott. A s·stressz hat§s§ra a vad 

t²pusban ®s a FvSAMS vonalakban a kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt m®rt ®rt®kekhez k®pest 

alacsonyabb ACS expresszi·t m®rt¿nk (a FvSAMS vonalak eset®ben a vad t²pushoz viszony²tva is 

alacsonyabbat), m²g a FvSAMDC vonalakban szignifik§nsan magasabb ACS expresszi·t 

figyelt¿nk meg, mint a vad t²pusban. A SPDS g®n eset®ben kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt a 

FvSAMS vonalakban alacsonyabb expresszi·t, m²g a FvSAMDC vonalak eset®ben enyh®n 

magasabb expresszi·t m®rt¿nk, mint a vad t²pusban, de a k¿lºnbs®g nem volt szignifik§ns. A 

SPDS relat²v expresszi·ja s·stressz hat§s§ra a vad t²pusban ®s a FvSAMS, FvSAMDC 

transzg®nikus vonalakban is nºvekedett, de a FvSAMS ®s a FvSAMDC vonalak eset®ben 

szignifik§nsan magasabb ®rt®keket m®rt¿nk a vad t²pushoz viszony²tva, a FvSAMS-25 

kiv®tel®vel, ahol a k¿lºnbs®g nem volt szignifik§ns. A PMT szintetiz§lja a N-metilputreszcint, ami 

a kiindul§si szubsztr§tk®nt szolg§l a nikotin bioszint®zis®ben (Sato et al., 2001). A PMT relat²v 

expresszi·ja kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt a FvSAMS vonalakban szignifik§nsan alacsonyabb, m²g 

a FvSAMDC vonalak eset®ben szignifik§nsan nagyobb volt a vad t²pushoz viszony²tva, de 

s·stressz hat§s§ra a FvSAMS ®s a FvSAMDC vonalakban is szignifik§nsan magasabb ®rt®keket 

m®rt¿nk, mint a vad t²pusban (a FvSAMDC vonalak eset®ben a PMT relat²v expresszi·ja ~34,9-

szer volt nagyobb). A lignin bioszint®zisben r®sztvevŖ fah®j-alkohol dehidrogen§z (CAD) relat²v 

expresszi·ja a transzg®nikus vonalakban kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt a FvSAMDC-76-os vonal 

kiv®tel®vel szignifik§nsan magasabb volt a vad t²pushoz viszony²tva, m²g s·stressz eset®n enyhe 

nºveked®s volt megfigyelhetŖ a CAD relat²v expresszi·j§ban a vad t²pusban ®s a FvSAMS 

vonalakban is. A FvSAMDC vonalak eset®ben a PMT-hez hasonl·an jelentŖsen nºvekedett a CAD 

relat²v expresszi·ja is, ~5,1-szer volt nagyobb, mint a vad t²pusban m®rt ®rt®k, de a FvSAMDC 
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vonalakban a CAD magas relat²v expresszi·ja s·stressz eset®n nem §llt pozit²v korrel§ci·ban a 

m®rt lignin mennyis®gekkel. 

A kor§bbi irodalmi adatok alapj§n a SAMS t¼ltermeltet®se a paradicsomban, a doh§nyban 

®s az Arabidopsis-ban fokozta a SAMS, a SAMDC, az ACS, a SPDS ®s a SPMS g®nek relat²v 

expresszi·j§t (Gong et al., 2014; Guo et al., 2014; Kim et al., 2015), m²g a FvSAMS t¼ltermeltet®se 

hasonl·k®ppen nºvelte a SAMS, a SAMDC, a SPDS, a SPMS, a SAHH ®s a CAD g®nek relat²v 

expresszi·j§t, azonban az ACS expresszi·ja csºkkent ®rt®ket mutatott, amit a m®rt etil®n 

mennyis®gek is igazoltak. 

A SAMDC t¼ltermeltet®se a doh§nyban ®s az Arabidopsis-ban fokozta a SAMDC ®s 

csºkkentette az ACS relat²v expresszi·j§t (Wi et al., 2006; Wi et al., 2014), m²g nem transzg®nikus 

rendszerben vizsg§lva a rºvid idejŤ s·stressz az alm§ban ®s az Arabidopsis-ban is fokozta a 

SAMDC1, a SPDS1 ®s a SPMS mRNS mennyis®g®t (Urano et al., 2003; Liu et al., 2008). A 

FvSAMDC t¼ltermeltet®se viszont nºvelte a SAMS, a SAMDC, az ACS, a SPDS, a SPMS, a SAHH, 

a PMT ®s a CAD relat²v expresszi·j§t is. 
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26. §bra: Relat²v expresszi·s m®r®sek, SDÑ, n=4 (P<0,01), a ** a WT-hez viszony²tva. 

5.6.9 A hossz¼t§v¼ s·stressz hat§s§nak ºsszes²t®se a transzg®nikus vonalak ®s a vad t²pus¼ 

nºv®nyek ®lettani param®tereire 

A kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt ®s a 10 mM NaCl stresszelt FvSAMS-22, FvSAMS-25, 

FvSAMDC-73, FvSAMDC-76 transzg®nikus vonalakban ®s a vad t²pusban m®rt nºv®ny®lettani 
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param®terek ºsszes²t®s®t a 3. t§bl§zatban foglaltuk ºssze. A v§ltoz§s m®rt®k®t a vad t²pushoz 

viszony²tva adtuk meg. 

3. t§bl§zat: A FvSAMS ®s a FvSAMDC vonalakban m®rt nºv®ny®lettani param®terek ºsszes²tŖ 

t§bl§zata a vad t²pushoz (WT) viszony²tva. A ŷ ny²l a nºveked®st, a Ź ny²l az ®rt®kek csºkken®s®t 

mutatja. A sz§mok a ószorosô v§ltoz§st jelzik. 

  

FvSAMS FvSAMDC FvSAMS FvSAMDC 

Kontroll kºr¿lm®nyek 

(* -os v§ltoz§s) 

10 mM NaCl stressz 

(* -os v§ltoz§s) 

Biomassza produktum/WT ~ 1,5 (ŷ) ~ 1,9 (ŷ) ~ 2 (ŷ) ~ 2,6 (ŷ) 

Hajt§shossz/WT ~ 1,4 (ŷ) ~ 1,5 (ŷ) ~ 1,6 (ŷ) ~ 1,9 (ŷ) 

Klorofill a ®s b tartalom/WT  ~ 1,3 (ŷ) ~ 1,6 (ŷ) ~ 1,7 (ŷ) ~ 1,9 (ŷ) 

H2O2 mennyis®g/WT ~ 1,2 (Ź) ~ 1,4 (Ź) ~ 1,3 (Ź) ~ 1,8 (Ź) 

Ionvesztes®g/WT ~ 1,3 (Ź) ~ 1,8 (Ź) ~ 1,4 (Ź) ~ 1,9 (Ź) 

Prolin tartalom/WT  ~ 1,1 (ŷ) ~ 1 ~ 1,2 (ŷ) ~ 4,3 (ŷ) 

Lignin tartalom/WT  ~ 2,8 (ŷ) ~ 1,8 (ŷ) ~ 1,7 (ŷ) ~ 1,5 (Ź) 

Etil®n termel®s/WT ~ 1,1 (Ź) ~ 1,1 (ŷ) ~ 1,1 (Ź) ~ 1,5 (ŷ) 

 

Szabad poliamin tartalom  

Put/WT ~ 1,1 (Ź) ~ 1,3 (ŷ) ~ 1,2 (Ź) ~ 1,2 (ŷ) 

Spd/WT ~ 1,2 (ŷ) ~ 1,3 (ŷ) ~ 1,3 (ŷ) ~ 1,8 (ŷ) 

Spm/WT ~ 1,2 (ŷ) ~ 1,3 (ŷ) ~ 1,3 (ŷ) ~ 1,8 (ŷ) 

¥ssz szabad poliamin/WT ~ 1,1 (ŷ) ~ 1,3 (ŷ) ~ 1,2 (ŷ) ~ 1,7 (ŷ) 

 

Relat²v expresszi·s m®r®sek  

SAMS/WT ~ 1,8 (ŷ) ~ 2,0 (ŷ) ~ 3,9 (ŷ) ~ 2,4 (ŷ) 

SAMDC/WT ~ 1,2 (ŷ) ~ 1,2 (ŷ) ~ 1,2 (ŷ) ~ 1,6 (ŷ) 

ACS/WT ~ 1,2 (Ź) ~ 1,1 (Ź) ~ 1,4 (Ź) ~ 2,2 (ŷ) 

SPDS/WT ~ 1 ~ 1,1 (ŷ) ~ 1,2 (ŷ) ~ 1,4 (ŷ) 

SPMS/WT ~ 1,2 (ŷ) ~ 1,4 (ŷ) ~ 1,2 (ŷ) ~ 1,5 (ŷ) 

SAHH/WT ~ 1,5 (ŷ) ~ 1,8 (ŷ) ~ 1,3 (ŷ) ~ 1,3 (ŷ) 

PMT/WT ~ 4,8 (Ź) ~ 2,4 (ŷ) ~ 3,0 (ŷ) ~ 34,9 (ŷ) 

CAD/WT ~ 1,7 (ŷ) ~ 1,3 (ŷ) ~ 1,4 (ŷ) ~ 5,1 (ŷ) 

A m®r®sek alapj§n az a kºvetkeztet®s vonhat· le, hogy a kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt m®rt 

prolin-, valamint a kontroll ®s a s·stressz hat§s§ra m®rt lignin tartalom kiv®tel®vel a FvSAMDC 

t¼ltermeltet®se kedvezŖbben befoly§solta a trang®nikus vonalak nºv®ny®lettani param®tereit mind 

kontroll kºr¿lm®nyek, mind 10 mM NaCl stressz hat§s§ra, mint a FvSAMS overexpresszi·ja. 
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5.7 A FvSAMS::sGFP ®s a FvSAMDC::sGFP f¼zi·s feh®rj®k szubcellul§ris 

lokaliz§ci·j§nak meghat§roz§sa ®s az aminosav szekvenci§k bioinformatikai elemz®se 

ElsŖ l®p®sben tranziens expresszi·val vizsg§ltuk a FvSAMS::sGFP, a FvSAMDC::sGFP, 

a FvSPDS::sGFP (nem publik§lt, saj§t konstrukci·) ®s a 35Spro:sGFP (nem publik§lt, saj§t 

konstrukci·) f¼zi·s feh®rj®k sejten bel¿li lokaliz§ci·j§t (27. §bra). A FvSAMS::sGFP, a 

FvSAMDC::sGFP ®s a 35Spro:sGFP konstrukci· tranziens expresszi·s vizsg§lata sor§n sejtmagi 

®s citoplazm§s lokaliz§ci·t, m²g a kor§bbi megfigyel®sek alapj§n m§r detekt§lt FvSPDS::sGFP 

f¼zi·s feh®rje eset®ben csak citoplazm§s lokaliz§ci·t tapasztaltunk a Nicotiana benthamiana 

levelek epiderm§lis sejtjeiben. A tranziens expresszi· sor§n felfigyelt¿nk arra, hogy mindh§rom 

(a FvSAMS::sGFP, a FvSAMDC::sGFP ®s a 35Spro:sGFP) vektorkonstrukci· mutatott 

endoplazmatikus retikulum jelet (28. / a §bra), ez®rt endoplazmatikus retikulum (ER) jelºl®st 

haszn§ltunk a CellLightTM ER-RFP alkalmaz§s§val (28. / b §bra). A FvSAMS::sGFP ®s a 

FvSAMDC::sGFP f¼zi·s konstrukci· eset®n gyeng®bb endoplazmatikus retikulum jelet 

detekt§ltunk, mint a kontroll 35Spro::sGFP konstrukci·val. A stabil FvSAMS ®s a FvSAMDC 

transzform§nsok eset®ben nem tapasztaltunk hasonl· jelens®get, ez®rt azt felt®telezz¿k, hogy az 

infiltr§ci· okozta mechanikus ®s biotikus stresszre adott v§laszt figyelt¿k meg, mivel mind a 

biotikus, mind az abiotikus stresszek a kigombolyodott feh®rj®k felhalmoz·d§s§t okozz§k, amit az 

endoplazmatikus retikulum membr§nj§nak specifikus szenzor feh®rj®i ®rz®kelnek. Ezek a szenzor 

feh®rj®k a hŖsokk- (chaperonok) ®s m§s fontos feh®rj®ket k·dol· g®nek expresszi·j§t v§ltj§k ki, 

amelyek fokozhatj§k a feh®rj®k gomboly²t§si kapacit§s§t, illetve ER-hez kapcsolt degrad§ci·j§t 

(ERAD). A kigombolyodott feh®rj®kre adott v§lasz egy konzerv§lt stresszreakci· az 

eukari·t§kban, a jelens®get UPR-nek (UPR ï Unfolded Protein Response) nevezik, ®s feltehetŖen 

a kigombolyodott feh®rj®k ER-hez kºtºtt degrad§ci·j§t (ER associated degradation - ERAD) 

figyelt¿k meg (Walter ®s Ron, 2011). Az ER-jelºl®shez a lev®lszºveteket fix§ltuk, ami a sGFP jel 

gyeng¿l®s®t okozta, ²gy vehett¿k ®szre a FvSAMS::sGFP eset®ben a k¿lºn sejtmagi ®s a 

sejtmagvacska jelet, amit a stabil transzform§nsok eset®ben is l§ttunk a sejtmagokr·l k®sz¿lt 3 

dimenzi·s k®peken. A SAMS sejtmagvacska lokaliz§ci·j§t kor§bban m®g nem publik§lt§k (29. 

§bra). A 29. §bra a panelj®ben a FvSAMS::sGFP f¼zi·s feh®rje tranziens expresszi· sor§n 

detekt§lt, m²g a 29. / b §br§n a stabil transzform§nsokban megfigyelt sejtmagvacska lokaliz§ci· 

l§that·. A nºv®nyekben a sejtmagvacska h§rom komponensbŖl ®p¿l fel: a fibrill§ris centerbŖl (FC 

- Fibrillar Center), a sŤrŤ fibrill§ris komponensbŖl (DFC - Dense Fibrillar Component) ®s a 

granul§ris komponensbŖl (GC - Granular Component). A 29. / a §bra B1 k®pen megfigyelhetŖ, 

hogy a fibrill§ris center kiv®tel®vel vagy a sŤrŤ fibrill§ris komponensben vagy a granul§ris 

komponensben vagy mindkettŖben lokaliz§l·dik a FvSAMS::sGFP. Mindk®t sejtmagvacska 

komponens a rib·sz·m§k biogenezis®ben vesz r®szt, a DFC tartalmazza a fibrillarin feh®rj®t (Sirri 
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et al., 2008), ami a ribosz·m§lis RNS-ek (rRNS) ®r®s®ben j§tszik szerepet. A Nicotiana 

benthamiana Fibrillarin2 (NbFib2) feh®rj®n m§r azonos²tottak egy MT§z (AdoMet f¿ggŖ 

metiltranszfer§z) r®gi·t, ami SAM-kºtŖ mot²vumokat tartalmaz ®s sejtmagvacska lokaliz§ci·val 

rendelkezik (Zheng et al., 2016), teh§t a FvSAMS::sGFP sejtmagvacska lokaliz§ci·ja a ribosz·ma 

szint®zisben val· szerep®re utalhat az§ltal, hogy in situ §ll²tja elŖ a legfŖbb metil-csoport donort, 

a SAM-ot. 

 

27. §bra: A FvSAMS::sGFP, a FvSAMDC::sGFP, a FvSPDS::sGFP ®s a 35Spro:sGFP tranziens 

expresszi·s mint§zata az epiderm§lis sejtekben. A vonal 10 Õm-t jelºl. 
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28. §bra: A FvSAMS::sGFP, a FvSAMDC::sGFP ®s a 35Spro:sGFP specifikus tranziens 

expresszi·s mint§zata az epiderm§lis sejtekben (a). Cellight ER-RFP BacMam 2.0 reagenssel 

jelºlt endoplazmatikus retikulum (bal panel) ®s sejtmagi sGFP jel (jobb panel) (b). A vonal 10 

Õm-t jelºl. 
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29. §bra: A FvSAMS::sGFP jel az epiderm§lis sejtek sejtmagvacsk§j§ban tranziens expresszi·val 

vizsg§lva (a). A FvSAMS::sGFP sejtmagvacska lokaliz§ci·ja a stabil transzform§nsok oszlopos 

parenchima sejtjeiben 3 dimenzi·ban (3D) szeml®ltetve. Az A-Aô ®s a B-Bô k®pek ugyanarr·l a 

sejtmagr·l k®sz¿ltek (b). Az §br§n feh®r nyilakkal jelºlt¿k a FvSAMS::sGFP sejtmagvacska 

lokaliz§ci·j§t. A vonal 10 Õm-t jelºl. 

A stabil transzform§nsokban is vizsg§ltuk a FvSAMS::sGFP ®s a FvSAMDC::sGFP f¼zi·s 

feh®rj®k lokaliz§ci·j§t kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt ®s s·stressz hat§s§ra (30. / a §bra). A 

tranziens expresszi·s vizsg§latokhoz hasonl·an a FvSAMS::sGFP sejtmagi, sejtmagvacska ®s nem 

homog®n citoplazm§s, m²g a FvSAMDC::sGFP sejtmagi ®s homog®n citoplazm§s lokaliz§ci·t 

mutatott. A SAMS-t citoplazm§s lokaliz§ci·j¼ enzimk®nt jellemzik a nºv®nyekben (Schrºder et 

al., 1997; Ravanel et al., 1998; Hanson ®s Roje, 2001), de ¼jabb kutat§sok szerint a patk§ny 

eset®ben, m§r sejtmagi ®s citoplazm§s lokaliz§ci·r·l sz§molnak be (Reytor et al., 2009). A vizsg§lt 

metionin adenozil transzfer§z (MAT=SAMS) I/III izoenzimek a legtºbb patk§nyszºvetben mind 

sejtmagi, mind citoplazm§s lokaliz§ci·t mutattak. A sejtmagi lokaliz§ci·t fŖk®nt a m§jon k²v¿li 

szºvetekben figyelt®k meg ®s bizony²tott§k, hogy a feh®rje C termin§lis dom®nj®nek strukt¼r§ja 

hat§rozza meg mind a sejtmagi, mind a citoplazm§s lokaliz§ci·t. Reytor et al. (2009) azt is le²rj§k, 

hogy az MAT1 sejtmagi felhalmoz·d§sa pozit²v korrel§ci·t mutatott a hiszton H3K27 

trimetilezŖd®s®vel, ami a v®lem®ny¿k szerint g§tolhatja a transzkripci·t. 

A 30. /a §br§n l§that·, hogy a kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt ®s a s·stressz eset®n is a 

FvSAMDC::sGFP gyenge sejtmagi ®s homog®n citoplazm§s eloszl§st mutat. A kor§bbi 

tanulm§nyokban a SAMDC enzim kloroplasztisz, mitokondri§lis ®s citoplazm§s aktivit§sr·l 

sz§molnak be nºv®nyekben (Yamanoha ®s Cohen, 1985; Torrigiani et al., 1986) ®s citoplazm§s 

lokaliz§ci·r·l emlŖsºkben (Gritli -Linde et al., 1995). Mivel nem detekt§ltunk sem kloroplasztisz, 
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sem mitokondri§lis sGFP jelet, ez®rt a FvSAMDC aminosav szekvenci§t TargetP 1.1 

alkalmaz§ssal vizsg§ltuk. A szoftver predikt§l§sa alapj§n 7% val·sz²nŤs®ggel kloroplasztisz, 9%-

kal mitokondri§lis ®s 80%, hogy ôegy®bô lokaliz§ci·j¼. Mivel SAMDC inakt²v proenzimk®nt 

szintetiz§l·dik ®s autokatal²zissel aktiv§l·dik, tov§bb§ a FvSAMDC::sGFP f¼zi·s feh®rj®t random 

m·don tºbb tucat prepar§tumb·l is csak n®h§ny alkalommal siker¿lt megfigyeln¿nk, ez®rt azt 

felt®telezz¿k, hogy ezt a jelens®get  a feh®rje rºvid f®l®let ideje (Pegg et al., 1986), illetve az enzim 

szigor¼ transzl§ci·s ®s/vagy poszttranszl§ci·s szab§lyoz§sa okozhatja. Kor§bbi kutat§sok m§r 

bizony²tott§k, hogy a SAMDC szigor¼an szab§lyozott m§r transzkripci·s ®s poszttranszkripci·s 

szinten is (Hu et al., 2005). 

A stabil transzform§nsokban megfigyelt¿k, hogy a FvSAMS::sGFP sejtmagi szubcellul§ris 

lokaliz§ci·ja a citoplazma ir§ny§ba tol·dik el s·stressz hat§s§ra, m²g a FvSAMDC::sGFP feh®rje 

mennyis®ge s·stressz eset®n egyenes ar§nyban nŖ mindk®t (sejtmag, citoplazma) 

sejtkompartmentben, ez®rt meghat§roztuk a sGFP relat²v fluoreszcens intenzit§s§t (30. / b §bra). 

Ezen az §br§n sz§mszerŤs²tve l§that·, hogy a FvSAMS::sGFP kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt 

intenz²vebb sejtmagi ®s s·stressz hat§s§ra erŖssebb citoplazm§s jelet gener§l, m²g a 

FvSAMDC::sGFP intenzit§sa s·stressz eset®n egyenes ar§nyban fokoz·dik mind a sejtmagban, 

mind a citoplazm§ban a kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt m®rt intenzit§shoz k®pest. 
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30. §bra: A FvSAMS::sGFP ®s a FvSAMDC::sGFP expresszi·s mint§zata a stabil 

transzform§nsok oszlopos parenchima sejtjeiben kontroll kºr¿lm®nyek kºzºtt ®s 10 mM NaCl 

stressz hat§s§ra. A vonal 10 Õm-t jelºl (a). A FvSAMS::sGFP ®s a FvSAMDC::sGFP f¼zi·s 

feh®rj®k relat²v fluoreszcens intenzit§sa a sejtmagban ®s a citoplazm§ban kontroll kºr¿lm®nyek 

kºzºtt ®s s·stressz hat§s§ra. SDÑ, n=10 (P<0,001), a ** a kontrollhoz viszony²tva (b). 

Kor§bban m§r eml²tett¿k, hogy a FvSAMS::sGFP a FvSAMDC::sGFP-vel ellent®tben nem 

homog®n citoplazm§s eloszl§st mutat, hanem a citoplazma legk¿lsŖbb r®gi·j§ban a plazmalemma 

®s a kloroplaszt plazmamembr§n kºrny®k®n lokaliz§l·dik. Ezt j·l szeml®lteti a 31. / a §bra, amely 

a FvSAMS::sGFP ®s a FvSAMDC::sGFP valamint FvSPDS::sGFP (csak citoplazm§s 

lokaliz§ci·j¼, nem publik§lt saj§t adat) f¼zi·s feh®rj®k kºzºtti lokaliz§ci·beli k¿lºnbs®geket 

szeml®lteti. A 31. / b §br§n a 31. /a §bra 2 dimenzi·s k®pei l§that·ak 3 dimenzi·ban, ez§ltal a 

sGFP lokaliz§ci·beli k¿lºnbs®ge m®g jobban megfigyelhetŖ. 

10.14751/SZIE.2019.048



75 
 

 

31. §bra: A FvSAMS::sGFP, a FvSAMDC::sGFP ®s a FvSPDS::sGFP k¿lºnbºzŖ citoplazm§s 

lokaliz§ci·ja az oszlopos parenchima sejtekben (A-D). A vonal 10 Õm-t jelºl (a). A 

FvSAMS::sGFP, a FvSAMDC::sGFP ®s a FvSPDS::sGFP citoplazm§s lokaliz§ci·ja ®s a vad 

t²pus¼ oszlopos parenchima sejtek 3D-ben (Aô-Dô). A vonal 20 Õm-t jelºl (b). Az §br§n feh®r 

nyilakkal jelºlt¿k a FvSAMS::sGFP citoplazma plazmalemma kºrny®ki ®s kloroplaszt 

plazmamembr§n lokaliz§ci·j§t. 

A FvSAMS vonalak eset®ben, arra a jelens®gre is figyelmesek lett¿nk, hogy a 

FvSAMS::sGFP f¼zi·s feh®rj®nek a detekt§lhat· mennyis®ge v§ltozott a k¿lºnbºzŖ 

lev®lszinteken. Fel¿lrŖl a legfelsŖ lev®l szinte minden sejtj®ben ®szlelt¿k a FvSAMS::sGFP 

feh®rj®t, lefel® haladva a lev®lszinteken egyre kevesebb sejtben l§ttuk a FvSAMS::sGFP 

kifejezŖd®s®t, m²g v®g¿l m§r csak a szt·m§k z§r·sejtjeiben kaptunk jelet (32. /a §bra). Emellett a 

FvSAMS::sGFP f¼zi·s feh®rj®t nemcsak az idŖsebb levelek, hanem a magoncok szikleveleiben is 

csak a szt·m§k z§r·sejtjeiben detekt§ltuk (32. / b, c §bra), ez®rt azt felt®telezz¿k, hogy a szt·ma 

appar§tus szab§lyoz§s§ban, azaz a sejtl®gz®sben, a fotoszintetikus g§zcser®ben ®s a  
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p§rologtat§sban is fontos szerepet tºlt be a SAMS enzim. Hasonl· jelens®get a FvSAMDC vonalak 

eset®ben nem figyelt¿nk meg. 

 

32. §bra: A FvSAMS::sGFP feh®rje elt®rŖ expresszi·ja a k¿lºnbºzŖ lev®lszinteken. A vonal 30 

Õm-t jelºl (a). A FvSAMS stabil tranform§sokban a FvSAMS::sGFP kifejezŖd®se az ºregebb lev®l 

(b), illetve a cs²ranºv®ny szt·m§k z§r·sejtjeiben (c). Az §br§n feh®r nyilakkal jelºlt¿k a 

FvSAMS::sGFP sejtmagi lokaliz§ci·j§t a szt·m§k z§r·sejtjeiben. A vonal 10 Õm-t jelºl. 

Az idŖsebb levelekben a csºkkent FvSAMS::sGFP f¼zi·s feh®rje jel meg®rt®s®hez 

vizsg§ltuk a FvSAMS transzg®nikus vonalak fel¿lrŖl az 1.-4. ®s az 5.-7. lev®lszintek 

FvSAMS::sGFP mRNS mennyis®g®t. Annak ellen®re, hogy a felsŖbb lev®lszinteken tºbb sejtben 

detekt§ltuk a FvSAMS::sGFP-t, mint az als·bb lev®lszinteken, a mRNS mennyis®gben ford²tott 

eredm®nyt kaptunk, vagyis az als·bb lev®lszinteken ~2-5-szºr nagyobb mennyis®gŤ mRNS-t 

detekt§ltunk (33. §bra). 
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33. §bra: A FvSAMS::sGFP relat²v expreszi·ja az 1.-4. ®s az 5.-7. lev®lszinteken. SDÑ, n=4 

(P<0,001), a ** az 1.-4. levelekhez viszony²tva. 

Hasonl· jelens®get figyeltek meg AtSAMS1-et t¼ltermelŖ transzg®nikus Nicotiana tabacum 

nºv®nyekben Boerjan et al. (1994), ugyanis a lev®lszinteken fel¿lrŖl lefel® haladva nºvekedett az 

AtSAMS1 mRNS mennyis®ge, de az AtSAMS1 enzimaktivit§sa ford²tott korrel§ci·ban §llt a m®rt 

mRNS mennyis®gekkel. K®sŖbb bizony²tott§k, hogy az AtSAMS1 mRNS mennyis®ge ®s az 

enzimaktivit§sa kºzºtti ford²tott korrel§ci·hoz az AtSAMS1 nitrog®noxid (NO) induk§lt g§tl§s§nak 

van kºze, amit cisztein-114 (Cys-114) aminosav S-nitroliz§ci·j§val magyar§ztak. Ez a cisztein 

hi§nyzik az AtSAMS2-ben ®s az AtSAMS3-ban. Az AtSAMS1 bioinformatikai elemz®se azt mutatta, 

hogy a Cys-114-et a S-nitrozil§ci·t elŖseg²tŖ aminosavak hat§rolj§k ®s a S-nitrozoglutation 

(GSNO) g§tl· hat§sa drasztikusan csºkkent, amikor a AtSAMS1 Cys-114-et argininnel (R) 

helyettes²tett®k. Mivel a SAMS kataliz§lja az etil®n prekurzor S-adenozil-L-metionin szint®zis®t, 

ez®rt a NO csºkkentheti az etil®n termelŖd®s®t a nºv®nyekben, ²gy ez az enzim jelentheti a 

kapcsolatot az etil®n ®s a NO jel§tviteli ¼tvonalak kºzºtt (Lindermayr et al., 2006). Mivel a kor§bbi 

tanulm§nyokban (Gong et al., 2014; Kim et al., 2015) ®s az §ltalunk vizsg§lt FvSAMS aminosav 

szekvenci§j§n a Cys-114 hely®n arginin (R) van (34. / a §bra), ez®rt felt®telez®s¿nk szerint a S-

nitroliz§ci·n k²v¿l m§s transzl§ci·s ®s/vagy poszttranszl§ci·s modifik§ci· is szerepet j§tszik a 

SAMS enzim g§tl§s§ban. Egy m§sik publik§ci· viszont a SAMS treonin-342 (Thr-342) Protein 

kin§z C (PKC) §ltali foszforil§ci·r·l sz§mol be, ami g§tolja a SAMS enzimaktivit§st (Pajares et 

al., 1994), a FvSAMS eset®ben a predikt§lt foszforil§lhat· treonin ®s szerin a Thr-112 ®s a Ser-

271 (34. / b §bra, 36. / a §bra), ami megfelel a PKC §ltal prefer§lt S/TXK/R (Woodgett et al., 

1986) ®s a TXRX (Pajares et al., 1994) (FvSAMS eset®ben TKRP ®s SGK) felismerŖ 

szekvenci§knak, ez®rt lehets®ges, hogy a Thr-112 ®s a Ser-271 foszforil§ci·j§nak szerepe van a 

FvSAMS enzimaktivit§s§nak PKC §ltali g§tl§s§ban. 
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34. §bra: Az AtSAMS1 (NP_171751.1), a FvSAMS (XP_004288342.1), a StSAMS1 

(NP_001275609.1), a SlSAMS1 (NP_001234425.1) S-nitroliz§ci·s r®gi·ja (fekete t®glalap) 

(Lindermayr et al., 2006 alapj§n) ®s az S-nitroliz§ci·hoz sz¿ks®ges ciszten hi§nya az §ltalunk 

vizsg§lt FvSAMS-ben, a Gong et al. (2014) §ltal publik§lt SlSAMS1-ben, a Kim et al. (2015) §ltal 

publik§lt StSAMS1-ben (piros t®glalap). A pontok az AtSAMS1 szekvenci§val val· egyez®st 

jelºlik (a). A predikt§lt Thr-112 foszforil§ci·s hely ®s a protein kin§z C lehets®ges felismerŖ 

szekvenci§ja (piros t®glalap) (b). 

A FvSAMDC::sGFP eset®ben felfigyelt¿nk arra is, hogy egyidejŤleg mutatott k¿lºn 

sejtmagi, k¿lºn citoplazm§s ®s k¿lºn sejtmagi-citoplazm§s lokaliz§ci·t (35. §bra). Mivel a 

FvSAMDC::sGFP k¿lºn-k¿lºn ®s egy¿tt is adott sejmagi ®s citoplazm§s jelet, ez®rt felt®telez®s¿nk 

szerint ez jelentheti a SAMDC proenzim elt®rŖ autokatalitikus aktiv§l·d§s§t a k¿lºnbºzŖ 

sejtkompartmentekben, illetve felt®telezheti az enzim egyir§ny¼ mozg§s§t is, azonban ennek a 

mozg§snak az ir§ny§t citoplazmaŸsejtmag vagy sejtmagŸcitoplazma nem siker¿lt azonos²tani. 

A FvSAMDC::sGFP du§lis lokaliz§ci·j§t t§maszthatja al§ Belda-Palaz·n et al. (2012) tanulm§nya 

is, amelyben le²rj§k, hogy a spermidin szint§z sejtmagi ®s citoplazm§s, m²g a spermin szint§z 

citoplazm§s lokaliz§ci·t mutatott. Belda-Palaz·n et al. (2012) megfigyelt®k azt is, hogy exog®n 

spermidin szint§z jelenl®t®ben a spermin szint§z citoplazm§s lokaliz§ci·ja a sejtmag fel® tol·dik, 

ami a spermidin ®s a spermin szint®zis®nek bonyolult ®s komplex folyamat§ra utal. Mivel a 

SAMDC termeli a dcSAM-ot, ami mind a spermidin szint§z, mind a spermin szint§z sz§m§ra 

szubsztr§tk®nt szolg§l, azaz biztos²tja az aminopropil csoportot, ²gy a SAMDC inakt²v form§ban 

tºrt®nŖ szint®zise, a szigor¼ transzkripci·s ®s transzl§ci·s szab§lyoz§sa, valamint a rºvid f®l®let 

ideje magyar§zatot adhat a du§lis lokaliz§ci·ra a folyamat komplexit§sa miatt. 
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35. §bra: A FvSAMDC::sGFP k¿lºnbºzŖ sejtkompartmentbeli lokaliz§ci·ja az oszlopos 

parenchima sejtekben. A vonal 10 Õm-t jelºl. 

A detekt§lt FvSAMS::sGFP sejtmagi, sejtmagvacska, citoplazma plazmalemma kºrny®ki 

®s kloroplaszt plazmamembr§n, valamint a FvSAMDC::sGFP sejtmagi ®s citoplazm§s 

lokaliz§ci·j§nak aminosav szintŤ igazol§s§hoz vizsg§ltuk a szekvenci§kat k¿lºnbºzŖ 

bioinformatikai alkalmaz§sokkal. A bioinformatikai elemz®st a TargetP 1.1 (tranzit peptid 

meghat§roz§sa) a cNLS Mapper 1.0 (nukle§ris lokaliz§ci·s szign§lok /NLS/ azonos²t§sa), a 

NetNES 1.1 (nukle§ris export szign§lok /NES/ azonos²t§sa), a PHOSIDA (foszforil§ci·s-, 

acetil§ci·s- ®s SUMOil§ci·s helyek azonos²t§sa), GPS-SNO 1.0 (S-nitroliz§ci·s helyek 

azonos²t§sa) ®s a NOD (Nukleol§ris lokaliz§ci·s szekvenci§k azonos²t§sa) alkalmaz§sokkal 

v®gezt¿k (36. §bra). A TargetP 1.1 eredm®ny®t a Mell®klet 10. 16, a cNLS Mapper 1.0 eredm®ny®t 

a Mell®klet 10.17, a NetNES 1.1 eredm®ny®t a Mell®klet 10.18, a NOD eredm®ny®t Mell®klet 

10.19 ®s a GPS-SNO 1.0 eredm®ny®t a Mell®klet 10.20 mutatja. Sz§mos sejtmagi feh®rje 

tartalmaz, mind NLS-eket, mind NES-eket, ezek a szign§lok koordin§lj§k a sejtmag-citoplazma 

kºzºtti transzportot, mivel a FvSAMS ®s a FvSAMDC szekvenci§k is tartalmaznak bipartit 

(k®tr®tŤ) nukle§ris lokaliz§ci·s- ®s nukle§ris export szign§lokat, ez®rt a predikt§lt adatok 

al§t§masztj§k mindk®t enzim sejtmagi ®s citoplazm§s lokaliz§ci·j§t. Reytor et al. (2009) szerint a 

SAMS enzim szubcellul§ris lokaliz§ci·j§t C-termin§lis dom®nj®nek strukt¼r§ja hat§rozza meg, 

ennek alapj§n a FvSAMS enzim eset®ben a Lys-335, 360, 364 acetil§ci·ja ®s a Lys-387 
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